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研究成果の概要（和文）：本研究では、非侵襲的な肺胞幹細胞移植の実現を目指して、幹細胞の吸入製剤化技術
の構築を行い、製剤の有効性および安全性を明らかにすることを目的として研究を行った。肺胞再生治療法が確
立できれば、治療法のないCOPDや難治性の肺線維症の根治、手術後の肺再建が可能となり多くの患者の命を救う
革新的な再生治療技術となる。申請者は、世界に先駆け、PI3K阻害剤などがヒト肺胞上皮幹細胞を効率的に分化
誘導し肺胞再生効果を有するという新規の知見を発見した。本研究では、重篤な肺胞破壊病変の再生を可能とす
る非侵襲的な肺胞幹細胞移植の実現を目指して、凍結乾燥法を基盤としたヒト肺胞幹細胞の凍結乾燥吸入製剤を
開発を行った。

研究成果の概要（英文）：Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is an intractable pulmonary 
disease, leading to a widespread and irreversible alveolar collapse.The COPD becomes the third 
position of the world cause of death. The aim of this study was to identify a treatment target 
molecule able to regenerate collapsed alveoli. This study is the first one to identify lung stem 
cells and ECM factor that induce lung repair. The stability of nanoparticles of stem cells and ECM 
factor significantly increased in comparison with the controls, and pulmonary administration of the 
nanoparticles regenerated collapsed alveoli. These results suggest that lung stem cells and ECM 
nanoparticles are effective as novel COPD treatment target compounds.

研究分野：再生治療
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１．研究開始当初の背景 

肺胞再生治療法が確立できれば、治療法

のない慢性閉塞性肺疾患（COPD）や難治

性の肺線維症の根治、外科的手術後の肺再

建が可能となり多くの患者の命を救う革新

的な再生治療技術となる。申請者は、COPD

の根治的治療法の確立を目指して、破壊さ

れた肺胞の再生を作用点とする新規化合物

の探索を行った。 

その結果、世界に先駆け、合成レチノイ

ド Am80や PI3K阻害剤などがヒト肺胞上

皮幹細胞を効率的に分化誘導し肺胞再生効

果を有するという新規の知見を発見した。

軽度の肺胞破壊モデルでは発見した分化誘

導剤が肺胞の再生を誘導する優れた効果を

示したが、完全に肺胞構造が破壊された重

症例では分化誘導剤の投与のみでは肺胞再

生効果が不十分であり治癒には至らなかっ

た。一方で、幹細胞を肺に直接移植すると

顕著な肺胞の修復が確認されているが、非

侵襲的に肺胞幹細胞を移植する製剤は存在

しない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、非侵襲的な肺胞幹細胞移植

の実現を目指して、肺胞幹細胞の凍結乾燥

技術および幹細胞の吸入製剤化技術の構築

を行い、製剤の有効性および安全性を明ら

かにすることを目的として研究を行った。 

本研究では、重篤な肺胞破壊病変の再生

を可能とする非侵襲的な肺胞幹細胞移植の

実現を目指して、凍結乾燥法を基盤とした

粉末吸入システムを用いたヒト肺胞幹細胞

の凍結乾燥吸入製剤の開発を行った。 

 

３．研究の方法 

ガラス化、医療用 CAS および段階的乾

燥法を利用した肺胞幹細胞の凍結乾燥技術

を確立した。既に樹立済みのヒト肺胞上皮

幹細胞をガラス化溶液（0.5M トレハロー

ス、45%エチレングリコールを含む）で培

養し、緩慢もしくは急速凍結を行った。凍

結１週間後に恒温槽にて融解し、幹細胞培

養液にて培養開始後からの継時的な細胞生

存率を MTT アッセイにより評価した。さ

らに特殊な CAS 発生装置を使って細胞の

中にある水分子を振動させ細胞壁や細胞膜

を安定に凍結することが可能な医療用

CAS：Cell Alive System（現有機器）を用

いて肺胞幹細胞に最適な凍結速度と振動を

検討し幹細胞の凍結技術を検討した。 

当研究室の特許技術を基盤とした肺胞幹

細胞の粉末吸入製剤を構築した。疎水性ア

ミノ酸であるフェニルアラニン、ロイシン、

イソロイシン、バリンを各バイアルに 0.1

～1mg 添加し医療用 CAS と棚方凍結乾燥

機（現有機器）にて凍結乾燥にて行った。

吸入剤の性能は米国薬局方に準じた試験装

置 MSLI（現有機器）で肺分布を示す５μ

ｍ以下の微粒子割合により判定した。 

幹細胞の生着率の評価には、生体顕微鏡

を用いて生きたマウスにおいて、蛍光標識

した幹細胞を可視化した。さらに、幹細胞

の周辺環境や幹細胞の受容体の解析を行っ

た。 

 

４．研究成果 

予定していたすべての項目において順調

に研究が進んだ。一部の添加剤の検討は予

定以上に多くの物質を評価することが出来



た。新規の凍結装置を用いた検討において

は、機器の導入時期が予定より１、２カ月

遅れたため予定より遅れて検討を始めたが、

概ね予定通りの研究が進展している。 

 

 

図１．幹細胞の凍結乾燥製剤 

 

肺への幹細胞の投与にあたり、強制的に

圧力をかけて肺に投与する従来の方法では

なく、自発的な吸入に近い投与方法が望ま

しいが、マウスにおいて、このような自発

的な吸入方法はいまだ確立されていない。

そこで本研究では、蛍光色素を用いて、肺

へ自発的に投与する方法を確立して、幹細

胞の生着率の評価に用いた（下図）。 

 

 
図１．自発的経肺投与方法によるマウス

肺内分布の評価 

 

幹細胞の生着率の評価では、幹細胞をＧ

ＦＰ標識し、生体顕微鏡で生きたマウスに

おける幹細胞の生存率を評価する方法を確

立した。幹細胞は生体内で存在したものの、

凍結乾燥後の増殖率は著しく減少した。そ

のため、今後は増殖率を保持したまま幹細

胞を生体内で保持できる添加剤等の開発が

必要である。 
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