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研究成果の概要（和文）：ヒトiPS細胞は細胞株によって分化効率が異なり、応用研究における大きなハードル
だったが、表面抗原Carboxypeptidase Mを利用して呼吸器上皮幹細胞を単離し、三次元培養を行なって分化促進
することで、気道や肺胞上皮細胞に安定して効率よく分化誘導が可能となった。II型肺胞上皮細胞については長
期培養も可能になり、線維芽細胞との共培養なしでも分化誘導が可能となった。これを用いて、iPS細胞由来の
II型肺胞上皮細胞を免疫不全マウスにオルガノイドとして移植する方法の開発を進め、疾患モデリングについて
は薬剤性肺障害、気道疾患、肺線維症、肺がんに対する領域別の応用研究を進めた。

研究成果の概要（英文）：It has been troublesome to differentiate various human iPS cell lines into 
lung lineage cells, because different cell lines have different capacity of differentiation. In this
 project, we have established the robust and efficient methods of generating functional airway and 
alveolar epithelial cells from various human iPS cell lines by using Carboxypeptidase M-based lung 
progenitor cell sorting and organoid culture techniques. Moreover, we achieved long-term culture of 
human iPS cell-derived alveolar type II cells. Then, we applied these methods to animal 
transplantation studies and human disease modeling such as drug-induced alveolar epithelial injury, 
airway diseases, pulmonary fibrosis and lung cancer.
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１．研究開始当初の背景 
 呼吸器疾患への医療の需要が拡大する中

で、呼吸器は主要臓器の 1 つであるにも関わ

らず、ヒト由来細胞を使った研究は遅れてき

た。成人肺は再生能力が極めて乏しく、不可

逆的に損傷した肺を根治的に修復するには

肺移植しかなく、限られた細胞ソースから初

代細胞を取り出し培養することも容易では

なかったことから、iPS 細胞は肺臓器の再生

や創薬に向けた次世代医療につながる基盤

技術として呼吸器分野への応用が期待され

てきた。しかし、他臓器に比べると世界的に

開発は遅れており、iPS 細胞から気道・肺胞

上皮細胞を分化誘導する技術は普及した方

法がなかった。研究代表者らは呼吸器領域の

次世代医療の開発に向けてヒト iPS細胞を用

いた技術開発を進め、肺臓器再生と難治性呼

吸器疾患の創薬開発のためのバイオリソー

スの拡充と普及を急ぐ必要があると考えた。

肺は気道・肺胞上皮細胞、リンパ管・血管内

皮細胞、線維芽細胞、平滑筋細胞などが入り

組んだ一見複雑な構造をしているが、研究代

表者らは肺の臓器・組織としての構造を単純

なルールの繰り返しとして解釈できるフラ

クタル工学理論をヒントとして、一定の条件

を整えることで未分化な状態の幹細胞も自

己作動性の機序によって気道や肺胞上皮細

胞に分化するのではないかと仮説を立てた。

そして、3 次元培養が分化の促進に有用な可

能性を考え、初期の検討として、ヒト iPS 細

胞から肺胞前駆細胞を経て、3 次元で胎児肺

線維芽細胞と共培養することにより、従来の

平面培養よりも in vivo での遺伝子発現や形

態に近い II 型肺胞上皮細胞に分化させ、単離

する方法を開発してきた。 

 

２．研究の目的 

研究代表者らはこれまでのヒト iPS 細胞

を用いた基盤研究で、肺の原基とされる

NKX2-1 陽性の腹側前方前腸細胞を段階的

に効率よく分化誘導し、細胞単離に利用で

きる表面抗原として Carboxypeptidase M 
(CPM)を同定し、肺胞上皮細胞の分化誘導

に利用できることや、遺伝子工学を積極的

に応用することで、II 型肺胞上皮細胞への

分化の検出や細胞単離に使えるノックイン

レポーターiPS 細胞を樹立し論文発表して

きた(Gotoh S, et al. Stem Cell Reports, 

2014）が、分化効率が 10%台と低かった。

本研究計画では、これらの技術を発展させ

ることで、ヒト多能性幹細胞から気道・肺

胞上皮細胞のより効率よく安定した分化誘

導法を確立すること、そして、これらの技

術を応用することにより、大きく 2 種類のバ

イオリソースを構築し、これまでアプローチ

の難しかった呼吸器難治疾患研究がヒト

iPS 細胞の技術により前進することを目的

とした。 

(1) 肺臓器の再生：iPS 細胞からの分化誘導

技術を用いて、移植治療を代替もしくは補完

できるような肺臓器構築のための細胞ツー

ルを作成する。 

(2) 疾患特異的 iPS 細胞を用いた病態研究：

呼吸器疾患のカテゴリーごとに iPS細胞を用

いて早期診断や疾患活動性や予後予測など

に応用できる新規バイオマーカーや、治療薬

の開発に使える方法を開発する。 

 

３．研究の方法 

 細胞移植による肺の再生治療の可能性と

難治性呼吸器疾患治療に向けての応用のた

め、以下の項目を有機的に組み合わせて研究

を進める。 

(1) 肺臓器の再生：細胞移植治療の目標を段

階的に定めて、動物への移植実験を行なう。 

(2) in vitro での疾患病態モデルの確立：疾患

特異的 iPS 細胞株、もしくは健常者由来の

iPS 細胞を用いた疾患モデリングから病態機

序の解明や新規バイオマーカーや治療薬の

探索に向けたプラットフォームを確立する。 

 

４．研究成果 

 ヒト iPS細胞を肺臓器の再生と疾患特異的

iPS 細胞を用いた病態研究への応用を確実に

するため、細胞株による分化効率の違いがア

ウトカムに影響する可能性を最小限化する

ため、単に気道や肺胞上皮細胞に分化したと

いうだけではなく、安定して効率よく再現性

の高い形で分化可能な方法の開発を進めた。  

 まず、ヒト iPS 細胞から気道上皮細胞への



分化誘導を試みたが、平面培養では繊毛上皮

細胞への分化がほとんど観察できなかった

ため、分化開始 14 日目の段階で、NKX2.1

陽性細胞を単離し、マトリゲル TM 基質に包

埋した後、セルカルチャーインサートの乗せ、

メンブレンの下層の培地条件を検討した。そ

の結果、Y27632 (10μM)、CHIR99021 (3μM), 

FGF10 (100ng/ml) を含む培地組成が、

NKX2.1 陽性細胞の増殖に有効なことが分か

った。ただし、2 週間たった段階では気道上

皮細胞に向かって分化したことを示唆する

結果が得られたものの、代表的な気道上皮細

胞である繊毛細胞などへの分化は認められ

なかった。さらに分化を促進するため、市販

の初代気道上皮細胞用の培地を検討したと

ころ、さらに 2 週間培養することにより、繊

毛細胞、粘液細胞、クラブ細胞、基底細胞、

神経内分泌細胞といった気道上皮細胞に代

表的な細胞成分の分化マーカーが陽性にな

ることが分かった（図 1）。 

また、この細胞成分の分化バランスは γ セク

レターゼ阻害剤 DAPT を用いて Notch シグ

ナル経路を抑制するとコントロールできる

ことも分かった。この一連の成果については

論 文 発表と プ レスリ リ ースを 行 っ た

（Konishi S, et al. Stem Cell Reports, 

2016 ）。次に肺胞上皮細胞については

NKX2.1 陽性細胞に分化した後、三次元培養

に進む前に CHIR99021 (3μM), FGF10 

(10ng/ml), KGF10 (10ng/ml), DAPT (20μM)

を含む培地組成で 1 週間培養してから CPM

陽性細胞を単離し、胎児肺線維芽細胞との三

次元共培養を開始すると、10％台だった II

型肺胞上皮細胞への分化効率が 50％程度に

まで上昇することが分かり、2 週間おきに II

型肺胞上皮細胞を単離して長期培養すると 3

ヶ月以上に渡って増殖能と分化能を維持し

たまま II 型肺胞上皮細胞を長期培養できる

ことも証明することができた。また、電子顕

微鏡を用いた形態学的な観察も行い、肺サー

ファクタントを貯留する細胞小器官である

ラメラ体は成熟度が不均一でであり、継代を

進めると成熟したラメラ体が多数観察され

るようになることが分かった。また、ラメラ

体に着目して II 型肺胞上皮細胞の機能を調

べたところ、蛍光標識したリン脂質を培地に

添加すると、iPS 細胞由来の II 型肺胞上皮細

胞に取り込まれてラメラ体に集積すること

も分かり、重要な機能の一つである肺サーフ

ァクタントの主成分リン脂質の再取り込み

能が証明された（図 2）。 

さらにトランスクリプトームについても検

討を進めた結果、iPS 細胞由来の II 型肺胞上

皮細胞は成人肺由来の II 型肺胞上皮細胞と

比べて、類似点が多く見つかった一方で、

MHC class II に関連する遺伝子については

発現していないといった違いもあることも

確認できた。次に II 型肺胞上皮細胞の分化に

は肺線維芽細胞との三次元共培養が有効だ

ったが、線維芽細胞の果たす役割を低分子化

合物などで代替できるかどうか調べること

にした。その結果、CPM 陽性肺胞前駆細胞

を用いて、あらかじめ細胞集塊を作ってマト

リゲル TM に包埋した後、周囲の培地を交換

する方法で条件検討を行ったところ、

CHIR99021 (3μM)とSB431542 (10μM)が II

型肺胞上皮細胞の分化誘導を相乗効果的に

促進することが分かり、II 型肺胞上皮細胞の

分化に必要な線維芽細胞の役割を担うシグ

ナル伝達経路の一部を解明することができ

た、この一連の成果については論文発表とプ

レスリリースを行なった（Yamamoto Y, et al. 

 



Nat Methods, 2017）。 

 以上の成果により、分化効率の異なるヒト

iPS 細胞でも NKX2.1 陽性呼吸器上皮前駆細

胞までの分化が可能になれば、CPM を用い

て NKX2.1 陽性細胞を単離し、三次元培養に

より気道および肺胞上皮細胞に効率よく分

化できるようになった。 

 肺の臓器再生に向けては、ヒト iPS 細胞か

ら分化誘導した II 型肺胞上皮細胞、HUVEC

細胞（血管内皮細胞）、肺線維芽細胞を用い

て肺オルガノイドの作成を試み、細胞集塊の

状態で免疫不全マウスへの移植を試みた。ま

ず、腎被膜下への細胞移植を行なったところ

3 ヶ月に渡ってヒト iPS 細胞由来 NKX2.1 陽

性細胞が定着することが確認できたが、II 型

肺胞上皮細胞の分化マーカーの発現は確認

できなくなった。オルガノイド移植後に II

型肺胞上皮細胞から他の細胞に分化したと

考えられ、移植後の II 型肺胞上皮細胞を他の

細胞に分化させないための条件検討が必要

と考えられた。次に経気管投与による肺への

細胞移植を試みたが、肺障害を起こさずに肺

胞に定着させることは困難であり、ヒト iPS

細胞由来の呼吸器上皮細胞の定着にはより

一層の工夫が必要と考えられた。 

 疾患病態モデルの確立については確立し

た分化誘導法を用いて、主に①薬剤性肺障害 

②遺伝性気道上皮疾患、③遺伝性肺線維症の

代 表 的 疾 患 で あ る Hermansky-Pudlak 

syndrome、④がん化モデルの開発に取り組

んだ。まず、①についてはアミオダロンによ

る薬剤性肺線維症についての疾患モデリン

グのため iPS細胞から分化誘導した肺胞オル

ガノイドにアミオダロンを曝露させ、II 型肺

胞上皮細胞におけるトランスクリプトーム

の変化を調べ、その成果を論文報告した

（Yamamoto Y, et al. Nat Methods, 2017）。

②については原発性繊毛機能不全症の患者

から iPS細胞を樹立するための研究協力を得

たり、CRIPSR-CAS9 を用いた遺伝子改変モ

デル iPS 細胞の作成に取り組んだ。③につい

ては特にHPS2の欠損した iPS細胞と同一の

ゲノムを背景とするコントロール iPS細胞を

比較することで、細胞病態の解析から蛍光プ

ローブを用いた可視化とその定量化の技術

開発に取り組んだ。④についてはヒト iPS 細

胞から II 型肺胞上皮細胞への分化後の長期

培養の中で、任意のタイミングにがん化スイ

ッチを入れることのできるシステムの構築

に取り組んだ。 
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