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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は, 頭頸部臓器を再生するためにマウス iPS 細胞から頭

頸部組織に分化誘導する技術を確立することにある。iPS 細胞から分化誘導した軟骨細胞をス

キャフォールドに導入し, 動物モデルの気管欠損部に移植したところ, 軟骨様組織の再生が認

められた。また iPS 細胞から胚様体を介して上皮様組織の再生が認められた。世界に先駆けて

iPS 細胞による頭頸部臓器再生の第一歩となる技術が得られた。 

 
研究成果の概要（英文）： 

The purpose of this study is to establish a technique for differentiation from iPS cells into 

head and neck tissues in order to regenerate head and neck organs. The scaffold involving 

chondrogenic cells which were differentiated from iPS cells was implanted into the tracheal 

defect of animal models. Regeneration of the cartilage tissue was histologically recognized. 

Regeneration of the epithelial-like tissue was also recognized through embryoid bodies 

from iPS cells.  This is the first study to demonstrate the potential of iPS cells for the 

regeneration of the head and neck tissues. 
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１．研究開始当初の背景 

頭頸部の臓器は呼吸、嚥下、発声、

構音という生命維持に必須の機能に

寄与している。口腔、咽頭、鼻腔、喉

頭、気管などが癌や炎症で侵された

場合、病変切除後に患者自身の他の

部位の組織を移植する再建方法があ

るが、複数部位、複数回の手術を要し、

侵襲は増加し、機能障害なく再建する

ことは難しい。  

研究代表者らは、ポリプロピレンメッ

シュとコラーゲンスポンジのハイブリッ

ド構造からなる再生誘導型の人工材

料を開発した。しかしながら頸部気管、

輪状軟骨弓部の欠損が現時点での

適応で、声帯、甲状軟骨、咽頭など他

の頭頸部の組織再生については、臨

床応用できる医療技術レベルには到

達していない。 

2006 年、山中らは人工多能性幹

細胞（induced Pluripotent Stem Cell: 

iPS 細胞）を樹立した。iPS 細胞により

ES 細胞における倫理的問題や拒絶

反応の問題が克服されたといえる。

本研究では iPS細胞の分化誘導技術

を確立し,その細胞を移植することで

頭頸部領域の組織再生に活用する。 

 

２．研究の目的 

本研究では iPS 細胞を各種の細胞に

分化誘導する効率的な技術を確立し、

その細胞をスキャフォールドとともに動

物モデルの組織欠損部に移植して、組

織学的および機能的再生の効果と安

全性を検証し、頭頸部領域における再

生医療基盤技術の研究開発を行う。 

 

 

 

３．研究の方法 

（１）iPS細胞の培養技術の確立 

マウス iPS 細胞の培養には、フィーダ

ー細胞として SNL細胞（SNL 76/7）を使

用する。SNL 細胞にマイトマイシン C を

作用させ、増殖を止めた後回収し、ゲラ

チン処理したディッシュに播種し、１日

培養する。液体窒素で凍結保存された

マウス iPS 細胞を融解して回収し、

puromicinを添加した iPS細胞用培地に

懸濁する。SNL 細胞の入ったディッシュ

に iPS 細胞を播種し、培養を行う。得ら

れた iPS細胞のコロニーについて、未分

化性の検証をアルカリフォスファターゼ

染色にて評価する。このようにして未分

化な iPS細胞を十分に得る。 

（２）iPS細胞の分化誘導技術の確立 

[気道上皮への分化誘導] 

ディッシュに純化した iPS 細胞を播種

する。分化誘導因子としてケラチノサイト

増殖因子やレチノイン酸を培養液に添加

する。酵素処理にて細胞を回収し、多孔

性膜上に細胞を播種して Air-Liquid 

Interface の環境下でさらに培養を行い、

気管上皮様組織を得る。 

[軟骨への分化誘導] 

ディッシュに純化した iPS 細胞を播種し

単層培養を行う。分化誘導因子として

bone morphologenetic protein 2（BMP-2）

や TGF-β3 や分化誘導培地を用いて培

養を行う。スキャフォールドとしてⅠ型コラ

ーゲン溶液を凍結乾燥させてスポンジを

作製し、分化誘導した細胞を播種する。

一方でコラーゲンゲルに分化誘導した細

胞を包埋する。それぞれの分化誘導因子

を添加した培地を用いて三次元培養を行

い軟骨様組織を得る。 



（３）分化誘導した細胞を層ごとに組み込んだ

スキャフォールドの作製と移植 

[iPS細胞由来の遺伝子解析] 

頭頸部領域に移植され、形成された組織を

Laser Microdissection のテクニックを用いて採

取する。採取された組織が iPS 細胞由来であ

るかを PCR の手法を用いて GFP 遺伝子の有

無により遺伝子レベルで解析する。 

[層ごとに細胞を組み込んだ移植材料の作

製] 

Ⅰ型コラーゲンを凍結乾燥させてコラーゲ

ンスポンジとし、再生を目的とする頭頸部臓器

に合わせてさまざまな形状のスキャフォールド

を作製する。上皮下層の再生に活用するため

SD 系ラットの真皮から線維芽細胞を、また脂

肪組織から脂肪組織由来幹細胞を得る。スキ

ャフォールド内で iPS 細胞由来の軟骨細胞を

培養してコラーゲンゲルを重層し、さらに iPS

細胞由来の気管上皮様組織を得て、スキャフ

ォールド内に導入し、培養組織（ハイブリッド

材料）を作製する。 

[動物への移植] 

全身麻酔下にヌードラットの気管を露出さ

せ開窓し気管欠損とする。先に作製した移植

材料を気管欠損部に固定し閉創する。一定の

観察期間の後、気管を採取して組織学的に

評価する。 

[再生組織の評価] 

上皮層の評価には、線毛細胞、杯細胞、基

底細胞に特異的なタンパク質の局在を免疫

組織化学的手法で観察し 、発現量を

real-time PCR で測定する。基底膜形成の評

価には、上皮層－上皮下層をサイトケラチン

ＡＥ1/3、および線毛特異的マーカーであるβ

-チューブリンⅣ、Foxj1 の抗体による免疫組

織化学的手法で観察する。軟骨の評価は HE

染色、アルシアンブルー染色で行い、免疫組

織化学的手法を用いて軟骨器質特異的蛋白

typeⅡcollagenの発現を確認する。 

４．研究成果 

（１）iPS細胞の培養技術の確立 

マウス iPS 細胞の培養には、フィーダー

細胞として SNL細胞（SNL 76/7）を使用した。

SNL細胞にマイトマイシンCを作用させ、増

殖を止めた後回収し、ゲラチン処理したデ

ィッシュに播種し、１日培養した。液体窒素

で凍結保存されたマウス iPS 細胞を融解し

て回収し、puromicin を添加した iPS 細胞用

培地に懸濁した。SNL 細胞の入ったディッ

シュに iPS細胞を播種し、培養を行った。複

数回の継代を経たマウス iPS 細胞をアル

カリフォスファターゼ染色にて未分化能

を保持していることを確認した。 

（ ２ ） iPS 細胞の分化誘導技術の確立   

[気道上皮への分化誘導]       

 iPS 細胞とフィーダー細胞を分離し、得

られた iPS 細胞を低接着性のプレートに播

種し、数日間培養し胚様体を形成させた。

胚様体をゼラチンコートした培養皿に移し、

接着培養を行った。培地にアクチビンや

b-FGF などの増殖因子を加え培養を継続

すると気管上皮様細胞が誘導された。通常

の光学顕微鏡のほか、H-E 染色、免免疫

染色にて評価し組織学的に線毛様細胞の

存在を確認した。 

 [軟骨への分化誘導] 

ディッシュに純化した iPS 細胞を播種し

単層培養を行った。分化誘導因子として

bone morphologenetic protein 2（BMP-2）

や TGF-β3 や分化誘導培地を用いて培

養を行った。スキャフォールドとしてⅠ型

コラーゲン溶液を凍結乾燥させてスポン

ジを作製し、分化誘導した細胞を播種し

た。一方でコラーゲンゲルに分化誘導し

た細胞を包埋した。それぞれの分化誘導

因子を添加した培地を用いて三次元培



養を行った結果、H-E 染色、アルシアン

ブルー染色により軟骨基質の存在が確認

された。また、RT-PCR により、軟骨特異

的遺伝子である II 型コラーゲンの発現が

認められた。 

(３)分化誘導した細胞を層ごとに組み込ん 

だスキャフォールドの作製と移植 

[iPS細胞由来の遺伝子解析]   

頭頸部領域に移植され、形成された組織  

がマウス iPS 細胞由来であるかを Laser 

Microdissection(LMD)を用いて遺伝子レベ

ルで解析した。パラフィン切片上の軟骨組

織、腫瘍、ラット前頸筋サンプルを LMD に

で採取し、ＰＣＲ、電気泳動を行った。ＧＦＰ

遺伝子は、iPS 細胞、腫瘍、軟骨組織にお

いて認められ、再生した軟骨組織がマウス

iPS細胞由来であることを証明した。 

[層ごとに細胞を組み込んだ移植材料の作

製] 

Ⅰ型コラーゲンを凍結乾燥させてコラー

ゲンスポンジとし、再生を目的とする頭頸部

臓器に合わせた形状のスキャフォールドを

作製した。ラットの真皮から線維芽細胞を、

脂肪組織から脂肪組織由来幹細胞を得て、

スキャフォールド内で両細胞を包埋したコラ

ーゲンゲルを重層したところ、成熟した上皮

再生が早期に得られた。iPS 細胞由来の気

管上皮細胞や軟骨細胞については、層ご

とに細胞を組み込んだ培養組織を作製す

るには量的に不十分であった。 

[動物への移植] 

全身麻酔下にヌードラットの気管を開窓

し気管欠損モデルを作った。先に作製して

おいた移植材料を気管欠損部に固定して

再建し閉創した。一定の観察期間の後、気

管を採取して組織学的に評価した。 

[再生組織の評価] 

上皮層の評価には、線毛細胞、杯細胞、

基底細胞に特異的なタンパク質の局在を

免疫組織化学的手法で観察した。基底膜

形成の評価には、上皮-上皮下層をサイト

ケラチンＡＥ1/3、および線毛特異的マーカ

ーであるβ-チューブリンⅣ、Foxj1 の抗体

による免疫組織化学的手法で観察した。軟

骨の評価は HE 染色、アルシアンブルー染

色で行い、免疫組織化学的手法を用いて

軟骨器質特異的蛋白 typeⅡcollagen の発

現を確認した。 

本研究により,世界に先駆けた iPS細胞に

よる頭頸部組織再生の第一歩となる技術が

得られた。臨床応用を目指した場合,再生し

た組織の安定化，欠損部全体にわたる十

分な量の組織を得ることなど，解決すべき

課題は多い。しかしながら,iPS 細胞は自己

組織から作製が可能で,倫理的問題と拒絶

反応を軽減できる点で優れており,今後の

研究展開が期待される。 
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