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難治性肺疾患に対する新たな治療法の開発を目指した

直接リプログラミングによる肺再生法の確立

慶應義塾大学医学部 呼吸器内科

専任講師　石井　誠

はじめに

現在の再生医学は、Induced pluripotent stem cell（iPS細胞）やEmbryonic stem cell（ES細胞）

のような幹細胞を利用する手法が主流であるが、幹細胞から肺の上皮系細胞（本研究では「肺

細胞」と記載する）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る[1]。

肺再生を生体内で実用化するためには、

分化誘導過程の簡略化が求められるこ

とになる。

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

ング法が注目を浴びている。これは、

分化済みの体細胞 （線維芽細胞など） 

に特異的遺伝子を過剰発現させ、幹細

胞を経ずに直接目的の細胞を誘導する

手法である（図1）。

本研究の協力者である慶應義塾大学

循環器内科 家田真樹特任講師は、特異

的3遺伝子を強制発現させることによ

って、マウス線維芽細胞からin vitro

で心筋細胞を直接分化誘導することに

成功した[2]。その後、マウス生体内で

の直接リプログラミングや[3]、ヒト心

臓の線維芽細胞から心筋細胞への直接

リプログラミングの成功を報告した[4]。

しかしながら、肺の上皮系細胞を分化

誘導する報告は存在しない[5]。肺細胞

を分化させるために必要な転写因子群
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が同定されていないことが、大きな原因である。申請者らは後述の予備研究によって肺細胞

の分化誘導に重要な複数の転写因子を見出した。その結果を踏まえ、短時間で効率的に、線

維芽細胞から肺細胞を分化誘導する方法を開発することを目指している。

近年、線維芽細胞等の体細胞に複数の遺伝子を過剰発現させ、様々な臓器特異的細胞へ分

化誘導する直接リプログラミング法が再生医療の手法として注目されている[5]。しかし、こ

れまで線維芽細胞から肺細胞へ直接分化誘導の成功例は報告されていない。そこで本研究で

は、直接リプログラミング法によって、線維芽細胞から肺細胞を分化誘導する方法を開発す

る。臨床応用を意識した、シンプルで効率的な肺細胞誘導法を検討する。

結　果

1．細胞の分化に重要な転写因子の選定 

まず肺の発生に重要とされる14の候補転写因子を選定した。生後2-3日目の仔マウスの

尾、あるいはマウス胚より線維芽細胞を培養し（各々、Tail tip fibroblast:TTF、mouse 

embryonic fibroblasts:MEF）選定した14因子をレトロウイルスで導入し、14因子を過剰発

現させたところ、GFP遺伝子のみを導入した線維芽細胞（コントロール）と比べ、導入7日後に、

２型肺胞上皮細胞の特異的マーカーであるSP-C（Surfactant protein C, Sftpc）およびク

ラブ細胞の特異的マーカーであるCCSP（Clara cell secretary protein, Scgb1a1）の遺伝

子発現は、SP-C mRNAが2,000倍、CCSP mRNAが300倍の上昇を認めた。さらに14因子のう

ちから、各因子の組み合わせによる検討により、特に4因子が重要であることを見出した。

2．SP-C GFPトランスジェニックマウスを用いた検討

SPC-GFPトランスジェニックマウス（SP-C発現細胞でGFP蛍光が陽性となるマウス）を用い

て、同マウス由来の胚線維芽細胞MEFを用いて検討を行ったところ、プレートでの2次元培

養では、4因子導入後、SP-C mRNAの上昇は認めるも、GFP蛍光は認めなかった。そこで、既

存の肺上皮細胞の既存の報告[6]を参考に、4因子導入2日後にマトリゲルを用いた3次元培

養に移行し、同時に各種の液性因子の添加を行ったところ、4因子導入14日頃には、GFP蛍

光陽性の細胞が散見されるようになり、培養28日では約５％前後のGFP陽性細胞を認める様

になった。

さらに、このGFP陽性細胞をFlow cytometryにて単離し、蛍光細胞染色を行ったところ、

GFP陽性細胞は、確かにSP-C陽性細胞であることを確認した。

考　察

これまで、線維芽細胞から肺上皮細胞に直接誘導する、いわゆる直接リプログラミングの
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報告は一切ない。今回我々は、特異的4因子を同定し、さらに肺上皮細胞培養に有利とされ

る3次元培養を行うことで、4因子導入により確かにSP-C陽性細胞が誘導されることを世界

で初めて見いだした。

現在は各種の培養条件を調整することで、より誘導効率のよい条件を検討している。今後

は得られたSP-C陽性細胞の機能解析として、電子顕微鏡による2型肺胞上皮細胞特異的な構

造が見られないかの確認を行うことと、誘導されたSP-C陽性細胞のRNA-sequenceによる網

羅的遺伝子解析を行い、既存の2型肺胞上皮にどの程度近い細胞であるかの検討も行ってい

きたい。将来的には、肺線維症マウスでの改善効果の検討や、ヒト線維芽細胞からの誘導な

ど、臨床応用の可能性に関してさらに検討していきたい。

要　約

マウス線維芽細胞から特異的因子の導入することで、SP-C陽性の肺上皮細胞を直接リプ

ログラミングにて得ることにはじめて成功した。今後は将来の臨床応用に向けて検討を進め

ていきたい。
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