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研究成果の概要（和文）：本研究では、代表者らがマウスで特異的4因子を用いて初めて成功した2型肺胞上皮細
胞への直接誘導（直接リプログラミング）に関して、ヒトSFTPCリポーター線維芽細胞を用いてヒト2型肺胞上皮
細胞の直接誘導を試みた。選定した16の候補因子から転写因子の組み合わせによる条件検討により、最終的にリ
プログラミング因子として3 因子を選定した。本誘導SFTPC陽性細胞に関して、詳細な遺伝子プロファイルを今
後検討していく予定である。

研究成果の概要（英文）：Our group was the first to successfully induce type 2 alveolar epithelial 
cells in mice by direct reprogramming using specific four factors. In the present study, we 
attempted to directly induce human type 2 alveolar epithelial cells using human SFTPC reporter 
fibroblasts. From 16 candidate factors selected, 3 factors were finally selected as reprogramming 
factors by combination experiments of transcription factors. The detailed genetic profile of these 
induced SFTPC-positive cells will be investigated in the near future.

研究分野： 呼吸器再生学

キーワード： 直接リプログラミング

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今後、今回誘導に成功した誘導細胞の遺伝子発現プロファイルを検討することで、2型肺胞上皮細胞により近似
した細胞であるかを確認する。直接リプログラミングにより、ヒトで誘導2型肺胞上皮細胞誘導に成功したこと
が確認できれば、iPS細胞から誘導する方法に比べて、短期間かつ腫瘍形成性の可能性が低い新規の誘導方法と
して重要な意義がある。具体的には、難治性呼吸器疾患（慢性閉塞性肺疾患等）に対する誘導細胞による細胞治
療、誘導細胞を用いた新規薬剤の毒性スクリーニング試験、疾患特異的な誘導細胞を用いた疾患病態機序の解明
等のiPS細胞が現在担っている役割の少なくとも一部を担うことが可能となる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 難治性呼吸器疾患に対する新たな治療戦略確立の必要性 
 慢性閉塞性肺疾患や特発性肺線維症などの呼吸器疾患は、不可逆的かつ進行性に肺組織が破
壊されていく慢性進行性難治性疾患である。これらの肺の不可逆的な破壊病変に対しては、根
治的な治療は開発されていない。肺移植は根治的治療として一つの選択肢となりうるが、ドナ
ー不足などの問題もあり、本邦では、約 40%の待機患者が、肺移植を受けることなく、待機中
に死亡している（日本臓器移植ネットワークホームページ資料 
https://www.jotnw.or.jp/datafile/index.html）。また、術後の拒絶反応も未だ大きな課題で
ある。そのため、肺機能の根本的な回復のためには、正常な機能を持つ肺の細胞の再生が必要
であり、再生医学を駆使した新たなアプローチからの新規治療法の確立が望まれる。 
 
(2) 従来の再生医療が抱える問題点 
現在の再生医学は、induced pluripotent stem cells (iPS 細胞)や embryonic stem cells 

(ES 細胞)などの幹細胞を利用する手法が主流である。幹細胞から肺上皮細胞を得るためには、
発生段階をなぞり、分化過程の各ステップで種々の増殖因子を添加するなど複雑に培養条件を
変化させる必要があり(Gotoh S et al. Stem Cell Reports, 2014)、煩雑で臨床的応用性が難
しい。また、無限増殖能を持つ幹細胞を使用するため、奇形腫などの腫瘍形成の可能性がある。
肺再生の実用化のためには、①簡潔かつ短期間に目的細胞を得られる、②腫瘍形成の可能性が少
ない手法の確立が必要と考える。 
 
(3) 効率化を追求した再生医療の新規技術として報告された直接リプログラミング 
 幹細胞を用いない新たな再生医療の手法として、近年直接リプログラミング法が注目されて
いる。これは、終末分化した体細胞 (線維芽細胞など)に特異的遺伝子を過剰発現させることに
よって、幹細胞を経ずに、ワンステップで目的の細胞を誘導する手法である。 
本研究の研究協力者である家田真樹教授は、直接リプログラミング法によってマウス線維芽

細胞から心筋細胞を作製することに世界で初めて成功した (Ieda M, et al. Cell, 2010)。さ
らにマウス生体内での直接リプログラミングや (Inagawa K et al. Circ Res, 2012)、ヒト心
臓の線維芽細胞を用いた直接リプログラミングにも成功している (Wada R et al. PNAS, 2013)。
また、神経細胞 (Vierbuchen T. et al. Nature, 2011) や、肺と同じ内胚葉系の肝細胞 (Huang 
P et al.  Nature, 2011) (Sekiya S et al. Nature, 2011) でも直接リプログラミングの成功
が報告されている。 
一方、肺の上皮細胞へ直接誘導する報告はこれまでに存在しない (Xu J et al. Cell Stem 

Cell, 2015)。代表者らは、特異的 4因子を導入するこ
とでマウス線維芽細胞から肺上皮様細胞を直接リプロ
グラミングにより誘導する事に成功し、induced 
pulmonary cells (iPUL 細胞)と命名した。iPUL 細胞は、
II 型肺胞上皮細胞に特徴的な Lamellar 体を有し、2 型
肺胞上皮細胞のマーカー遺伝子 (Sftpc, Sftpa1, 
Sftpb) の発現は著明に上昇し、線維芽細胞（間葉系）
マーカー (Col1a1,Thy1) は著明に減少していた（未発
表）。 
 
２．研究の目的 
本研究は、直接リプログラミングによって、線維芽細胞から、臨床応用を意識した、シンプル

で効率的な 2 型肺胞上皮細胞への誘導法をヒトの細胞で開発する事を目的とする。 
 本研究は、生体内に多く存在する体細胞である線維芽細胞を細胞供給源とし、幹細胞を経ずに
短時間で効率的に生体適応性の高い肺上皮細胞を直接誘導することを目指す点で、従来の幹細
胞を使用した再生医療とは一線を画する研究と考える。肺上皮細胞の直接リプログラミングの
報告はこれまで報告がなく、今回代表者らは初めてマウスで成功した。本研究では臨床応用にむ
けて、ヒト線維芽細胞（臨床患者検体等）を用いて肺上皮細胞の直接リプログラミングをめざす
点で独自性がある。幹細胞を使用しないため、誘導細胞が腫瘍化するリスクが低い点も特徴であ
る。 
 
３．研究の方法 
以下の様にヒトの線維芽細胞を用いた直接リプログラミングによる 2 型肺胞上皮細胞の誘導

を試みる。 
 

(1) 因子の選定 
因子の選定は、マウスで成功した 4因子を含め肺の発生に重要な候補因子を選定する。 
 

(2) ヒト線維芽細胞に関して  



① 臨床手術肺検体からの初代培養肺線維芽細胞  
臨床手術検体から初代培養として単離するヒト肺線維芽細胞は、不死化した細胞株に比べ、よ

り可塑性がありリプログラミングに有利と考えられる。全肺から線維芽細胞を単離するプロト
コールは、dispase による酵素処理で単細胞とし、溶血後に磁気抗体ビースで上皮・血球・内皮
各細胞を除去後に接着細胞を採取する方法で行う。 
 
② 線維芽細胞細胞株 
ヒトの直接リプログラミングの既存の報告に従い(Morita R et al. PNAS. 2015) 、ヒトの胎

児由来 (HFL-1)、新生児皮膚 (NB1RGB)、成人皮膚 (HDFa)の線維芽細胞の 3種の細胞株でも試
みる。培養は、マウスと同様に導入翌日にマトリジェルでの 3次元培養を行う。 
 
(3) 遺伝子導入方法 
レンチウイルスシステム(CSII-CMV-RfA ベクター)を用いた導入を行う(Muraoka N, et al. 

EMBO J. 2014)。 
 
(4) 評価方法 
① リプログラミング因子同定の為の SP-C mRNA(SFTPC)及び SP-C 蛋白発現の検討 
リプログラム因子の同定は、全候補因子から 1因子づつ除去し全種－1の因子で評価する等で絞
り込み、またマウスで成功した 4因子を基本に検討も行う。候補因子導入後の評価として 2型肺
胞上皮細胞のマーカーである SP-C 遺伝子発現や、免疫蛍光染色(IF)で SP-C 蛋白の発現を検討
する。さらにリプログラミングによる誘導細胞に対してさらに以下の詳細な検討を加える。 
 
② 他の肺上皮細胞マーカー遺伝子(real-time PCR:qPCR)や蛋白発現の検討(免疫蛍光染色) 
 
③ 各種遺伝子の発現の RNA-sequence による網羅的解析、遺伝子オントロジー解析 

 
④ 電子顕微鏡による解析（Lamellar 体などの肺胞上皮細胞に特徴的に認める構造の確認） 
 
４．研究成果 

(1) 候補因子として、マウスで選定した 4 因子を含む 16 因子を選定した。 

 

(2) 線維芽細胞の種類として各種検討したが、手術肺検体由来の初代ヒト線維芽細胞がレトロウ

イルスを用いた誘導効率が高いたため、以後の検討は初代ヒト線維芽細胞で行った。 

 

(3) 16 候補因子の中から、1因子を除いた 15因子で検討を行う等、因子を絞り込み、最も SP-C

遺伝子（SFTPC）を発現する因子の組み合わせとして 3因子を選定した。 

 

(4) またあらたに、初代ヒト線維芽細胞に SP-C 遺伝子（SFTPC）発現時に EGFP 発光を認めるカ

セットを組み込み SFTPC リポーターヒト線維芽細胞を作成した。 

 

(5) SFTPC リポーターヒト線維芽細胞に上記 3 因子を導入し強制発現させることで、SFTPC 陽性

細胞が導入 5日後で約 30－40％認めた。 

 

(6) 今後培養条件をさらに調整して、SFTPC 陽性細胞を FACS にてソートして、RNAseq による網

羅的遺伝子解析を予定している。 

 

以上 
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