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研究成果の概要（和文）：治療方法がない呼吸器疾患で苦しみ、亡くなる患者さんは多い。ヒトiPS細胞から肺胞上皮
細胞を誘導できれば、それを再生医療や病態研究などに用いることができる。本課題では、肺胞上皮細胞の誘導と、そ
の分化過程における肺組織前駆細胞を探索した。腹側前腸細胞とされる（NKX2.1+FOXA2+細胞）を30-60％の効率で誘導
することができ、II型肺胞上皮細胞のマーカーであるSFTPC陽性の細胞も観察された。NKX2.1陽性細胞誘導過程で、表
面抗原を同定し、抗原陽性細胞は肺の種々の細胞へ分化することがわかった。この抗原は細胞分別に使用できた。本課
題の成果から、肺胞上皮細胞の誘導へ飛躍的に進歩したと考える。

研究成果の概要（英文）：In this study grant, we have established original methods to develop iPS cells int
o alveolar cells. The induced population expressed marker proteins such as surfactant protein-C, which are
 required for alveolar type II cells. In the process of developing induction methods, we have identified a
 surface marker for NKX2.1 positive cells. The marker enables us to isolate these cells and cells positive
 for this marker developed into a range of airway and alveolar epithelial cells. Our findings would contri
bute much for further research on inducing alveolar cell population from undiffereniated cells.
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１．研究開始当初の背景 
 
肺は再生能力に乏しい vital organ であり、
COPD や間質性肺炎などの呼吸器疾患が
重症化すれば死に至るが、これらに対する
根本的治療法はない。呼吸不全では肺移植
が適用されうるが、臓器移植には年齢制限、
ドナー不足、手術リスク、移植後の免疫抑
制療法など様々な制限があり、治療手段の
一つとして再生医療の発展が望まれる。し
かし、肺は複雑な構造で細胞の種類も多い
ため、再生研究が進んでいない。また、種々
の肺疾患の病態には不明な点も多く、病態
研究の発展も望まれる。 
マウスにおける末梢肺の組織幹細胞は同
定・単離されたが、ヒトには存在しない特
異表面抗原（Sca-1）を用いられており(Kim 
CF, Cell 2005)、それに該当するヒトでの
肺組織幹細胞はまだ同定単離されていない。 
 
２．研究の目的 
 
近年開発された induced pluripotent stem 
cells (iPS 細胞)は、皮膚線維芽細胞などの
比較的採取しやすい細胞から作成すること
が可能な多能性幹細胞であり、iPS 細胞か
らは様々な臓器特異的細胞が分化・誘導で
きることが期待される。また移植医療に用
いた場合、同一症例の細胞を利用すること
で拒絶のリスクを大幅に低減出来るという
利点がある。そうした点から、iPS 細胞か
ら肺組織幹細胞の同定や、肺胞上皮細胞の
誘導が出来れば、呼吸器疾患の再生治療研
究や病態研究に大いに生かされると考える。 
未分化なヒト iPS 細胞の中からこの両者が
陽性となる細胞を分離することができれば、
その一部が幹細胞としての機能を持つので
はないかと考えた。 
本研究では、2 種類のキー蛋白(Clara Cell 
secretory Protein (CCSP), Surfactant 
protein-C (SPC))の promoter ベクターを
用いて、iPS 細胞からⅡ型肺胞上皮細胞の
誘導と、肺組織幹細胞の探索を二大目標と
した。 
 
３． 研究の方法 
 
①すでに樹立されているヒト iPS 細胞を用
いて SPC のレポーター細胞を樹立した。
そして既報に基づき、薬剤耐性遺伝子を用
いて II 型肺胞上皮細胞に分化した細胞を
回収した 
② ①の結果をうけて、他の臓器で行なわ
れているように、発生の各段階を再現しな
がら、分化誘導する手法を確立し、その上
でレポーター細胞を利用することにした。 
③SPC のレポーター細胞を樹立した。最終
段階まで誘導した細胞をこれを用いて解析
した。 
④NKX2.1 陽性細胞の単離の目的で、ここ

まで誘導した細胞に特異的に発現する表面
抗原を探索した。 
⑤ ③の結果をうけて、三次元共培養を行
なった。 
 
４．研究成果 
 
①免疫染色でごく少数の細胞については
SFTPC, SFTPB 陽性とみられる細胞が確
認でき、電子顕微鏡でも II 型肺胞上皮と思
われる lamella body を持つ細胞を認める
ことができたが、誘導効率が悪く、増殖さ
せたり維持することもできず、濃縮するこ
ともできなかった。 
②前腸細胞とされる FOXA2+SOX2+細胞
を 90％以上の高効率で誘導する技術を確
立 し 、 腹 側 前 腸 細 胞 と さ れ る
（NKX2.1+FOXA2+細胞）についても
30-60％の効率で誘導することができるよ
うになった。NKX2.1+FOXA2+細胞は肺胞
上皮細胞だけでなく、気道上皮細胞、甲状
腺、副甲状腺といった組織に分化しうる能
力を持つとされ、既報よりも効率よく、マ
ウスではなくヒトで誘導できる技術が確立
できたことは画期的である。 
③誘導細胞に SPC 陽性細胞が含まれるこ
とが証明された。しかし、二次元培養では
肺胞上皮細胞の誘導効率に限界があった。 
④表面抗原 A を同定し、抗原陽性細胞が肺
の細胞に分化することを示したことは、A
陽性細胞が肺組織幹細胞である可能性があ
る。また、A で細胞をソーティングするこ
とができた。 
⑤三次元培養により、alveolosphere とも
いうべき構造が確認できた。また、SPC 陽
性細胞の誘導効率が改善した。本成果は肺
胞上皮細胞の誘導と立体化という観点から
今後の再生医療の発展に寄与すると考える。 
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