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研究成果の概要（和文）：CRISPR/Cas法を用いてFgf10exon1欠損マウスを作製し、ホモ欠損マウスで肺欠損を確
認した。肺欠損マウス胚にES細胞を移入して、ES細胞由来の肺の作製を試みた。まず、ヘテロマウス同士を交配
し、ホモ欠損マウス胚を含む胚にES細胞およびiPS細胞を胚盤胞補完法を用いて移入した。その結果、キメラマ
ウスの全てに肺の発生が確認された。肺はGFP陽性で、胚盤胞補完法でES細胞由来の肺が作出可能であることが
強く示唆された。また、FGF10欠損マウスがホモ欠損であることを証明するため、Fgf10exon3欠損マウスを作出
し、複合ヘテロFgf10exon1/exon3マウスの作出を現在行っている。

研究成果の概要（英文）：Ｗe have developed Fgf10-/- mice by CRISPR/Cas system . Since the Fgf10-/- 
die immediately after birth, the Fgf10+/- genotype mice are maintained. We implanted 40 control 
embryos that was not injected ES cells into pseudopregnant mice and we obtained 13 littermates (32.5
%) from the mice. 4 littermates (30.7%) showed limb defect (Fgf10-/-) and they were confirmed 
histologically that they had hypoplastic or aplastic lung. EGFPposotive ES cells were injected into 
blacystocyte of Fgf10-/-　mice. 45 littermates were obtained from those mice. 38 littermates were 
EGFP positive. All EGFP positive mice showed the lung organ histologically. We sacrificed and 
analyzed histology in EGFP positive mice over one month. EGFP was positive in their lungs. The 
tissue, cells, and structure of their lung were well developed and not different from normal mice 
lung by H-E staining. Frozen section of the lung showed EGFP positive in alveolar epithelium, 
endothelium, tracheal cartilage. 
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１．研究開始当初の背景 
iPS 細胞による肺再生研究：iPS 細胞から肺
上皮細胞への分化誘導法は、既に複数の報告
があり、その方法は確立しつつある。しかし
ながら、肺は、複雑な３次元構造を持ち、か
つ多数の細胞種からなる複雑な臓器である。
その結果、移植に耐える肺臓器再生には、ス
キャフォールドの作成、大量の細胞培養技術、
バイオリアクター装置開発など、ハードルは
非常に高い。 
胚盤胞補完法を用いた in vivo 臓器再生：胚
盤胞補完法とは、特定の細胞を作る能力を欠
損している動物の胚盤胞に正常な動物由来
の多能性幹細胞を注入すると、欠損した細胞
が完全に多能性幹細胞由来のものに置き換
えられるというものである。この方法を用い
て、中内博士のグループは遺伝的に膵臓を欠
損するマウスの胚盤胞に、ラット iPS 細胞を
注入することによって、マウスの生体内でラ
ットの膵臓を作ることに成功した（Cell 
142：787, 2010）。同様に腎臓でも成功して
いる。 
Fgf10 ノックアウトマウス：Fgf10/Fgfr2 シ
グナルは肺発生に重要である。Fgf10 ノック
アウトマウス（Nat Genet 21;138-141, 1999）
や Fgfr2 ノックアウトマウス（Development 
127:483-492, 2000）では肺の無発生が報告さ
れている。また、TALEN と CRISPR/Cas シ
ステムを使ってFgf10ノックアウトが作成さ
れ、同様に肺欠損が示された（Scientific 
Reports 4:5705, 2014）。 
応募者のこれまでの研究成果：申請者は、マ
ウス iPS細胞から肺胞上皮への分化方法を確
立し、in vitro で肺スキャフォールドに生着
培養することにより、肺胞構造の再構築を示
した。更に肺胞上皮細胞に分化した iPS 細胞
をブレオマイシン障害肺に投与することに
より肺障害の改善を確認した（Stem Cells 
Trans Med 3:675-85.2014）。 
 
２．研究の目的 
この胚盤胞補完法を用いて、iPS 細胞による
生体内肺再生の可能性を明らかにする。入手
可能なFgf10ノックアウトマウスの胚盤胞に
GFP 陽性のマウス iPS 細胞を移入すること
により作出したキメラマウスを解析して、以
下の点を明らかにする。 
（１）肺組織ができる iPS 細胞のナイーブ化
状態と移植細胞数等の条件の確立 
（２）再生された肺組織における GFP 陽性
細胞が形成する細胞種 
（３）キメラマウスの発生過程及び出生マウ
スの呼吸状況と発育状態 
 
３．研究の方法 
本研究目的を達成するために、期間内に次の
研究を遂行する。胚盤胞補完法に用いる肺臓
器形成不全Fgf10ノックアウトマウス由来胚
盤胞を作製するマウスコロ二ーの準備をお
こなう。次に、得られた受容胚に GFP ラベル

したマウス iPS 細胞を移入し、偽妊娠マウス
に移植してキメラマウスを得る。このキメラ
マウスでの肺臓器の有無を、移入した iPS 細
胞のプライム状態と比較し検討する。さらに
補完的にできた肺臓器を構成する細胞全部
が iPS 細胞由来かどうか、組織学的に正常の
肺が出来ているかどうか解析する。また、出
生後飼育し、生存や成長が可能か、肺は正常
に機能しているか、四肢の発生はどうかを検
討し、in vivo 肺再生を目的として Fgf10 遺
伝子は、適切なターゲット遺伝子か解析する。
もし、Fgf10 ノックアウトマウスで成功しな
い場合、コンディショナルノックアウトや他
の遺伝子異常マウスの使用の可能性を検討
する。 
４．研究成果 
本研究の目的は、胚盤胞補完法を用いて iPS
細胞由来の肺をマウス個体で作成すること
である。 
初年度は、Fgf10 欠損マウスの作成と胚盤胞
補完法の技術習得を行った。共同研究者であ
る徳島大学泰江博士が、CRISPR/Cas 法を用い
て Fgf10exon1 欠損マウスを作製した。この
マウスの精巣上体を新潟大学に移送し、ヘテ
ロマウスのライン化を行った。FGF10 欠損マ
ウス次に Fgf10exon1 欠損マウス（ホモ）で
肺臓器の欠損を確認した。 

Fig1. Fgf10-/- mice was analyzed at birth. A; 
Macro scopic finding of Fgf10-/- mouse. No limb 
was detected.B; No fluorescent was observed by 
fluorescent stereomicroscope.C,D;  μ-Computed 
tomography (CT)  of Fgf10-/- mouse (C; frontal 
plane, D; sagittal plane). μ-CT showed lung 
aplasia or hypoplasia.E;  Aplastic or hypoplastic 
lung were confirmed by H-E staining (paraffin 
section) . Red arrows indicate heart, yellow 
arrows show trachea, and a green arrow indicates 
esophagus. 
一方、胚盤胞補完法の技術習得を野生型マウ
スの胚を用いて行った。胚に、EGFP 発現マウ
ス ES 細胞および iPS 細胞を注入して、キメ
ラマウスの作成方法の確認を行った。ES 細
胞・iPS 細胞とも、キメラマウス作製可能で
あり、EGFP 発現でキメラの有無が容易に判別
可能であった。 
2 年目は、肺欠損マウス胚に ES 細胞・iPS 細
胞を移入して、ES/iPS 細胞由来の肺の作製を
試みた。まず、ヘテロマウス（Fgf10-/+）同
士を交配して作成し、4 分の 1 の確率でホモ
欠損マウス胚を含む胚に ES 細胞および iPS
細胞を胚盤胞補完法を用いて移入した。その
結果、キメラマウスの全てに肺の発生が確認
された。しかしながら、腹壁ヘルニアが多発
し、多くのマウスは出生後死亡した。肺は GFP
陽性で、胚盤胞補完法で ES 細胞由来の肺が



作出可能であることが強く示唆された。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig2. We investigated GFP positive mice who 
had died at birth because of ventral hernia.  
A; Strong fluorescence of EGFP was seen at 
whole body of fetus by fluorescent 
stereomicroscope.B, C; μ-CT showed lung, 
trachea, and bronchus ( B; frontal plane, C; 
sagittal plane) . D, E; Lung was detected 
histologically(H-E staining, paraffin section) ,too. 
But there were kept insufficient volume of air. F; 
H-E staining exhibited prolapsed intestine that 
were covered by thin skin. Red arrows display 
ventral hernia. Yellow arrows indicate bronchus. 
Blue arrows represent lung. 
また成人まで成長したキメラマウスの肺を
摘出して、解析したところ、肺上皮細胞の多
くは EGFP 陽性で ES細胞由来であることを確
認した。 

 
Fig3. We sacrificed and analyzed histology in 
EGFP positive mice lived over one month. 
A;Fluorescent stereomicroscope showed  strong 
fluorescence of EGFP at lung and trachea. Red 
arrows displays trachea. B; Tissue, cells, and 
structure of these lung were not different from 
wild type mice lung. C,D,E; Frozen section were 
stained by only 4',6-diamidino-2-phenylindole 
(DAPI). Strong fluorescence of EGFP was seen 
in alveolar epithelium, endothelium, and tracheal 
cartilage. Fluorescence of EGFP was not seen in 
those tissue of the mice that had been EGFP 

negative at birth (data was not shown). Red 
arrow indicates endothelium. Pink arrow 
represents alveolar epithelium. 
Asterisk shows alveoli. Yellow arrow represents 
tracheal cartilage. 
 
その後、注入 ES 細胞を減ずることで、腹壁
ヘルニアが減った。一方、iPS 細胞注入胚で
はキメラマウスの出生が極めて少数である、
iPS 細胞の変更等が必要あることが明らかと
なった。 
また、FGF10 欠損マウスがホモ欠損であるこ
とを証明するため、Fgf10exon3 欠損マウスを
作出し、複合ヘテロ Fgf10exon1/exon3 マウス
の作出を現在行っている。 
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