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研究成果の概要（和文）：ヒトiPS細胞・皮膚線維芽細胞でエレクトロポレーションの条件検討を行い、低い細
胞毒性と高い遺伝子導入効率が得られた。TTF-1・YAP/TAZ・FOXA2の発現ベクターを作成し、これらの強制発現
により細胞分化誘導を試みた。TGF-beta・BMP-4・FGF-2のリガンドおよび阻害剤、脱メチル化剤やHDAC阻害剤の
効果も検証した。肺上皮細胞培養に適した無血清培地を活用し、さらにコラーゲンゲルに包埋した肺線維芽細胞
との共培養、三次元培養、air-liquid interfaceの培養法も組合せた。肺上皮細胞マーカー（SPC、CC10、
FoxJ1）の発現上昇を定量的PCRで確認できた。

研究成果の概要（英文）：We explored optimal settings for gene transduction by electroporation in 
human iPS cells and dermal fibroblasts, and determined the condition for low cytotoxicity and high 
transduction efficiency. We constructed expression vectors for TTF-1, YAP/TAZ, and FOXA2, and 
attempted to induce cellular differentiation via ectopic expression of these factors. We also tested
 the effects of TGF-beta/BMP-4/FGF-2 ligands/inhibitors, demethylating agent, and HDAC inhibitor. In
 an attempt to establish suitable conditions for lung epithelial cell differentiation, serum-free 
media, collagen gels embedded with lung fibroblasts, three-dimensional and air-liquid interface 
cultures were utilized. Elevated expression of lung epithelial cell markers (SPC, CC10, and FoxJ1) 
were confirmed by quantitative PCR, suggesting that lung epithelial cell differentiation with a 
certain level was achieved through combinations of gene transfer and culture methods.

研究分野：呼吸器内科
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１．研究開始当初の背景 
（1）慢性閉塞性肺疾患や肺線維症などの難
治性呼吸器疾患において、気管支や肺胞にお
ける肺上皮細胞の傷害が認められる。これら
の疾患に対して、肺上皮細胞や、その前駆細
胞を移植することで、肺の再生が期待できる。
ヒトiPS細胞から肺上皮細胞への分化誘導に
関する報告は、研究開始当初の段階で実質的
に 10 報に満たず、何れも予備的な実験結果
に止まっていた。2012 年には 2つのグループ
から、Activin 刺激によって内胚葉系細胞に
分化させ、さらに TGF-ßシグナル阻害と BMP・
FGF 刺激によって肺上皮細胞への誘導が可能
であると示された（Mou H et al. Cell Stem 
Cell. 2012; Wong AP et al. Nat Biotechnol. 
2012）。 
 
（2）申請者は同様の実験で条件検討を行っ
ていたが、分化誘導効率や再現性の低さを経
験していた。培養操作も煩雑で、数週間以上
の時間を要するため、臨床応用の観点から実
現可能性に疑問を抱かざるを得ない状況で
あった。そのため安定的かつ高効率に細胞分
化を誘導する技術の開発が望まれていた。 
 
２．研究の目的 
転写因子導入と培養法の最適化により、ヒト
iPS 細胞から肺上皮細胞へと効率的に分化誘
導する培養法の確立を目指した。さらに線維
芽細胞から肺上皮細胞へのダイレクトリプ
ログラミングも試みることとした。 
 
３．研究の方法 
（１）システム生物学の活用 
肺の器官形成における転写因子・遺伝子発現
制御の階層性を明らかにすべく、公開されて
いるゲノムワイドなデータベースを活用し
て解析を進めた。CAGE シーケンスにより網羅
的に転写開始点を同定するFANTOM5プロジェ
クトのデータベースを活用し、肺上皮細胞な
どに特徴的な遺伝子群の抽出を試みた。 
 
（２）遺伝子導入法 
密接な転写因子ネットワークを形成する
TTF-1・YAP/TAZ・FOXA2・Smad2/3 は肺上皮細
胞のリプログラミングを目指すうえでの中
核的な因子群であると捉えた。さらに肺上皮
細胞のサブタイプを規定するマスター転写
因子として SOX2 や ASCL1 も重要であると考
えた。エピソーマルベクター（染色体に組み
込まれずに自己複製が可能なプラスミド）を
活用し、これらの因子の発現ベクターを作成
し、遺伝子強制発現による分化誘導を試みた。
ヒトiPS細胞や線維芽細胞への遺伝子導入に
はエレクトロポレーション法を用いた。GFP
発現ベクターを用いてエレクトロポレーシ
ョンの条件検討も行い、低い細胞毒性と高い
導入効率が得られる条件を探った。 
 
（３）培養法の工夫 

肺の器官形成において上皮細胞と間葉系細
胞の密接な相互作用が重要である。肺上皮細
胞の分化を促進させるため、肺線維芽細胞と
三次元で共培養する手法を活用し、さらに
air-liquid interface (ALI)を組み合わせた
培養法も試みた。 
 
（４）マウス肺胞上皮細胞の初代培養 
肺上皮細胞の最適な培養法を探るためのモ
デルとして、マウス肺から II 型肺胞上皮細
胞の初代培養を行った。細胞極性や細胞接着
を評価するため、セルチャンバーを使用した
二層培養を行い、電気抵抗の測定や細胞接着
分子の検出などを行った。 
 
（５）動物モデル 
細胞移植による肺再生を目指すうえで、疾患
動物モデルにおいて分化誘導させた細胞が
個体に生着するか否かを確認することが肝
要である。ブレオマイシンによる肺傷害や、
片肺切除による肺再生モデルを検証した。 
 
４．研究成果 
 
（１）線維芽細胞に TTF-1・YAP/TAZ・FOXA2
を強制発現させ、TGF-ß阻害剤や BMP・FGF 刺
激を組み合わせ、分化誘導のため肺上皮細胞
用の無血清培地を使用した。肺上皮細胞マー
カーの発現変化を定量的 PCR で確認し、電子
顕微鏡による形態観察も行った。肺線維芽細
胞との共培養や三次元培養・air-liquid 
interface については、コラーゲンゲルを用
いた実験系を構築した。SPC、CC10、FoxJ1 な
どの発現レベルの上昇は transcript レベル
で確認できたが、細胞免疫染色や電子顕微鏡
での形態観察では、分化誘導を結論付けられ
るほどの結果を再現よく得られなかった。 
 
（２）アデノウイルス・レトロウイルス・レ
ンチウイルスの発現ベクターを作成し、GFP 
の発現をフローサイトメーターで検出して
遺伝子導入効率の検定を行った。恒常的な発
現を得るため、マウス ES 細胞・肺胞上皮細
胞にはレトロウイルスが、ヒト iPS 細胞・肺
癌細胞・線維芽細胞にはレンチウイルスが有
効であることが確認できた。さらにレンチウ
イルスベクターを用いて、TGF-ßに対する人
工的 miRNA の発現システムを構築し、三次元
共培養における効果を検証した。エレクトロ
ポレーションの条件検討も行い、低い細胞毒
性と高い導入効率を得た。 
 
（３）肺上皮細胞と非小細胞肺癌細胞の CAGE
データの比較解析を行い、さらにメチローム
データや脱メチル化剤による遺伝子発現変
化を統合的に解析した。脱メチル化によって
発現が制御され、肺上皮細胞の癌化に関連す
る遺伝子、non-coding RNA、さらに特異的な
反復配列が同定された。非小細胞肺癌に特異
的な cancer testis antigen（CTA）を網羅的



に同定するウプサラ大学のプロジェクトに
も参画し、CTA が DNA メチル化による発現制
御を受けている可能性について検証した。さ
らに非小細胞肺癌におけるTAZの機能解析を
行い、TAZ が ErbB リガンドの発現制御を介し
て癌促進的な作用をもつことが判明した。 
 
（４）肺小細胞癌のトランスクリプト―ム解
析を行い、遺伝子発現パターンに基づくサブ
タイプの存在を明らかにした。神経内分泌マ
ーカーの発現レベルが高い ASCL1 陽性群、
NEUROD1 陽性群、さらに細胞接着性の高い
YAP・TAZ 陽性群のサブタイプを同定し、各群
で遺伝子発現・細胞形態・薬剤感受性パター
ンが異なることを見出した。肺小細胞癌では
ASCL1 により TTF-1 が制御されており、TTF-1
は様々な遺伝子やmiRNAの発現調節を通じて
小細胞癌の形質を制御することが判明した。 
 
（５）FANTOM5 データベースを活用し、様々
な組織由来の線維芽細胞の CAGE データの比
較解析を行い、肺線維芽細胞に特徴的な転写
因子群を同定した。ENCODE の H3K27ac 
ChIP-seq データを活用してスーパーエンハ
ンサーを定義したところ、さらに 8個の転写
因子のゲノム領域と重なり、これらが肺線維
芽細胞のマスター因子として転写ネットワ
ークの中核となっていることが示唆された。
さらにTAZの肺線維芽細胞における機能につ
いて探究し、組織染色、マウスモデル、培養
実験、RNA-seq、LGRC データベースを活用し
た臨床情報との統合、などの多面的解析によ
り、TAZ が肺線維症の病態形成に関与するこ
とを明らかにした。 
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