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【研究背景】 

一般に組織幹細胞を安定的に培養するのは難しいとされてきた。しかし近年、臓器類似の

三次元構造であるオルガノイド形成下に組織幹細胞を長期培養維持することができるよう

になり、その制御メカニズムの解明などに貢献している 1)。Ⅱ型肺胞上皮細胞は肺胞領域に

おける組織幹細胞（肺胞幹細胞）とされ 2)、自己複製能とⅠ型肺胞上皮細胞への分化能をも

つとともに、サーファクタントを分泌して肺の虚脱を防ぐ。慢性閉塞性肺疾患、間質性肺炎、

肺癌といった難治性呼吸器疾患の病態形成において、Ⅱ型肺胞上皮細胞の異常との関連が

示唆されており、創薬標的としての関心も高い。しかし研究用に用いることのできるヒトⅡ

型肺胞上皮細胞は、採取のために生体侵襲性の高い処置が必要などの理由から非常に限ら

れており、また培養維持するのも困難なため、病態解明や創薬への応用は困難であった。ヒ

ト iPS 細胞はⅡ型肺胞上皮細胞の有力な細胞ソースになり得ると考えられ、分化誘導方法

の研究が行われてきたが、分化効率が不十分なものが多く、長期培養の報告もなかった 3)-

9)。 

【結果】 

まず、ヒト iPS 細胞から内胚葉細胞を経て、発生期肺の初期マーカーである NKX2-1＋腹側

前方前腸細胞を分化誘導した。先行研究では、この段階で Carboxypeptidase M (CPM) とい

う表面抗原を用いて単離した NKX2-1＋細胞からⅡ型肺胞上皮細胞の分化誘導を試みていた

が 8)、本研究においては NKX2-1＋細胞をよりⅡ型肺胞上皮細胞に分化しやすい状態に変化さ

せる“前処理”をすることでⅡ型肺胞上皮細胞の分化誘導効率を改善できるとの仮説を立て

た。種々の培養条件を検討した結果、NKX2-1＋細胞に古典的 Wntシグナル伝達経路を活性化

する CHIR99021、FGF10、KGF、そして Notch シグナル伝達経路を抑制する DAPT を添加した

培地で 7 日間培養する“前処理”を行った上で、ヒト胎児肺線維芽細胞と共培養したとこ

ろ 51.2±1.2％の効率でⅡ型肺胞上皮細胞の分化マーカーである SFTPC の陽性細胞を含む

肺胞オルガノイドが形成された。透過型電子顕微鏡で観察すると肺胞オルガノイドにはラ

メラ体と呼ばれるサーファクタントを貯留するⅡ型肺胞上皮細胞に特徴的なライソソーム

関連細胞小器官をもつ細胞が認められた。サーファクタントの主成分はフォスファチジル

コリンであるが、生細胞イメージングでは蛍光色素標識したフォスファチジルコリンがラ

メラ体に集積するのが確認された。肺胞オルガノイドの蛍光免疫染色で SFTPA、SFTPB、SFTPD



といったサーファクタント蛋白質や ABCA3、DCLAMP といったラメラ体に局在する蛋白質の

発現が認められた。定量的 RT-PCRでは、これらのマーカーがヒト iPS細胞 5株および ES細

胞株それぞれから形成された肺胞オルガノイドにおいても高発現していることが確認され

た。また SFTPC＋細胞を単離してマイクロアレイ法を用いた網羅的遺伝子発現解析を行うと、

Ⅱ型肺胞上皮細胞に特徴的な遺伝子群の発現上昇が確認された。 

“前処理”による前駆細胞の変化とⅡ型肺胞上皮細胞の分化との関連を調べるため、シン

グルセル RNA シークエンシングを用いて分化誘導過程における遺伝子発現の変化を解析し

た。1細胞レベルでのトランスクリプトームについて主成分解析を行うと、“前処理”によ

って NKX2-1＋前駆細胞はよりⅡ型肺胞上皮細胞に近い遺伝子発現パターンに移行すること

が示された。この過程における細胞分化状態の変化を特徴づける遺伝子群を抽出し、クラス

ター解析を行ったところ、肺胞発生に重要とされる ETV5や CEBPD といった転写因子を含む

クラスターが同定され、これらの遺伝子群のⅡ型肺胞上皮細胞分化における重要性が示唆

された。 

次に線維芽細胞との共培養なしでも肺胞オルガノイド作成を可能にする方法を検討した。

その結果、CHIR99021および TGF-βシグナル伝達経路を抑制する SB431542を添加した培地

を用いて非接着プレート上で前駆細胞を集塊形成させ、その後マトリゲル包埋下で三次元

培養することで、23.1±1.4%の効率で含む SFTPC＋細胞を含む肺胞オルガノイドが形成され

た。いずれかの化合物を除いた条件では、分化誘導効率は大幅に低下し、古典的 Wnt経路活

性化と TGF-β経路抑制の相乗的作用の重要性が示唆された。シングルセル RNA シークエン

シングで、線維芽細胞あり、なしそれぞれの手法で分化誘導した SFTPC＋細胞のトランスク

リプトームを成人Ⅱ型肺胞上皮細胞と比較したところ、いずれの方法で分化誘導した SFTPC

＋細胞も成人Ⅱ型肺胞上皮細胞と比較的近い発現プロファイルを持つことが示された。 

次に iPS 細胞由来 SFTPC＋細胞をオルガノイドから単離し、胎児肺線維芽細胞との共培養

下でオルガノイド形成を繰り返し継代すると、SFTPC＋細胞は 3 ヶ月以上に渡って安定的に

増殖し長期培養することが出来た。継代を続けた肺胞オルガノイドには 22.5±1.2%から

66.0±4.8%の割合で SFTPC＋細胞が維持されラメラ体がより成熟した形態を持つのが観察

された一方で、SFTPC-PDPN+AQP5+のⅠ型肺胞上皮様細胞への分化も確認された。5 継代を経

た SFTPC＋細胞では明らかな核型異常は観察されず、増殖は非腫瘍性であることが示唆され

た。長期培養を経た iPS 細胞由来 SFTPC＋細胞のトランスクリプトームを CPMhigh 前駆細胞、

iPS 細胞由来気道上皮細胞 10)や成人Ⅱ型肺胞上皮細胞と主成分解析、クラスター解析およ

び相関解析を用いて比較したところ、継代を続けてもⅡ型肺胞上皮細胞に比較的近い遺伝

子発現パターンを維持し続けていることが分かった。iPS 細胞由来 SFTPC＋細胞の単離には

SFTPC-GFPレポーター細胞を用いてきたが、他細胞株に適用可能な継代方法の開発も必要と

考えられた。Ⅱ型肺胞上皮細胞のラメラ体がライソソーム関連細胞小器官であり

LysoTrackerで標識される性質に注目し 11)、LysoTracker 強陽性細胞を単離してオルガノイ

ド形成下の継代を行うと、複数細胞株において長期培養が可能であった。以上の結果より、



iPS 細胞由来 SFTPC＋細胞は、オルガノイド形成下に自己複製能およびⅠ型肺胞上皮様細胞

への分化能を保ちながら肺胞幹細胞として安定的に長期培養可能であると考えられた。 

分化誘導後長期継代した iPS 細胞由来 SFTPC＋細胞を電子顕微鏡で観察すると形態的に幼

若なものから成熟したラメラ体を持つものも含まれ、不均一な細胞集団であると考えられ

た。また蛍光免疫染色で、Ⅰ型肺胞上皮細胞マーカーとⅡ型肺胞上皮細胞マーカーが共発現

する細胞が認められた。シングルセル RNAシークエンシングで、初代、2継代後および 5継

代後の SFTPC＋細胞を遺伝子解析したところ、Ⅰ型肺胞上皮細胞マーカーの共発現の程度に

より 3 群に分類された。3 群を特徴づける遺伝群を抽出し、クラスター解析を施行すると、

異なる遺伝子オントロジーに関連付けされる 3 つの遺伝子セットに分けられ、特にⅠ型肺

胞上皮細胞マーカーを多く含む遺伝子セットが存在することも分かった。マウスの肺発生

期のデータとの対比により、iPS 細胞由来 SFTPC＋細胞にはマウスで終末嚢胞期に出現しⅠ

型・Ⅱ型双方の肺胞上皮細胞への分化能を持つ両能性細胞 12)に対応する細胞群が含まれて

いる可能性が示唆された。以上の結果から、iPS細胞由来肺胞幹細胞は発生過程の細胞に類

似した細胞を含むヘテロな細胞集団であり、ヒトの肺胞上皮細胞の発生過程を解析するた

めの良いモデルであることが示唆された。 

最後に、肺胞オルガノイドが薬剤毒性試験に応用が可能かどうかを検討した。種々の薬剤

の副作用として肺障害が知られているが、特に生体でⅡ型肺胞上皮細胞のラメラ体に形態

異常を来すことが知られている GNE791513)とアミオダロン 14)の 2 種類の薬剤について調べ

た。肺胞オルガノイドを 2種類の薬剤に曝露した後、電子顕微鏡で観察したところ、生体内

で報告されているのと同様にラメラ体の異常な腫大と増加が観察された。LysoTracker を用

いた生細胞イメージングでも LysoTracker 陽性細胞小器官が細胞内に充満しているのが分

かり、これらの現象はフローサイトメトリを用いて定量化することが出来た。薬剤曝露後の

肺胞オルガノイドから SFTPC＋細胞を単離して網羅的遺伝子発現を解析すると、それぞれの

薬剤投与に影響を受ける遺伝子群を抽出できた。これらの遺伝子群につき遺伝子オントロ

ジー解析を行うと、特にアミオダロン投与により創傷治癒やサイトカイン分泌などの炎症

に関連する遺伝子群の変動があることが分かり、生体における薬剤性肺障害の発症と関連

している可能性があると考えられた。 

 

【考察】 

本研究で開発された方法により、iPS細胞由来肺胞幹細胞の効率的な分化誘導及び長期培

養が可能になった。線維芽細胞を用いずに肺胞オルガノイドを形成する方法も開発できた

が、線維芽細胞を用いた肺胞オルガノイドで分化誘導される肺胞幹細胞と遺伝子発現プロ

ファイルに差があることや、線維芽細胞を用いないで長期培養する手法の開発などの課題

も残されている。しかし、薬剤毒性試験への応用も可能であることも示され、今後は肺実質

性障害を伴う呼吸器疾患モデリングを通じた創薬や再生医療に役立つ可能性があると考え

られる。 
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