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緒　言

　甲状腺癌、炎症や外傷によって、気管の狭窄や破壊が引き起こり気管の一部を切除せざるを得ない場合がある。これ
まで、気管切除後における気管再建においては、肋軟骨や耳介軟骨、皮膚等の自家組織が気管再建材料として用いられ
てきた。しかし、これらの再建方法は他部位から十分な量の組織片を採取しなければならない上に、気管を再建する上
で必ずしも適切な形状や強度ではない。以前、我々はポリプロピレン製のメッシュやリングを加工して気管の骨格と
し、さらにはコラーゲンスポンジを細胞の足場として付加させることで、生体内の気管上皮組織をその場で再生できる
ような自己組織再生型の人工気管を開発した１）。2002 年には、この人工気管を用いて、世界に先駆けて気道の再生医
療を開始し、現在まで 11 名に臨床応用し良好な結果を得ている２）。しかし、開発した人工気管は代用気管として優れ
た性質を有している反面、気管軟骨の骨格として用いられているポリプロピレンは非吸収性であるため、長期体内留置
を避けられない。さらに、成長期にある小児に対しては気道の成長に影響を及ぼすことから、ポリプロピレンを含んだ
人工気管は適応できない。
　本研究の目的は、ヒト iPS 細胞３）から分化誘導させた気管軟骨細胞により人工気管の枠組みを形成し、生体親和性
の高いハイブリット型の人工気管を開発することで、気管欠損部位の再生を試みることである。

方法および結果

１．ヒト iPS 細胞から初期中胚葉への分化誘導
　単層培養条件下で低分子化合物と成長因子を組み合わせ、5 日間分化誘導を行った。その結果、初期中胚葉マーカー
である CDX1,2、Tbx6、PDFGRα、T、MSGN1 の発現量が経時的に上昇した。また、免疫染色やフローサイトメータ
ーの結果から、90%以上の細胞が初期中胚葉マーカー陽性の細胞であった（図 1）。

図 1． ヒト iPS 細胞由来初期中胚葉の分化評価
低分子化合物と成長因子を組み合わせることによって高い割合で初期中胚葉マーカー陽性
細胞を確認することができた。
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２．ヒト iPS 細胞由来初期中胚葉から気管軟骨細胞への分化誘導
　軟骨細胞分化に関わる転写因子 A の発現を DOX の有無によってコンディショナルに制御するために、pEF1α-
Tet3G vector と転写因子 A を搭載した pTRE3G-mCherry vector をエレクトロポレーションによってヒト iPS 細胞に
導入した。DOX 未添加のヒト iPS 細胞では、転写因子 A の発現は誘導されなかったが、DOX を添加したヒト iPS 細
胞では、転写因子 A の発現が誘導されるような Tet-On A ヒト iPS 細胞を複数株作製し、そのうち 1 株を用いて分化
誘導を行った。１で分化誘導したヒト iPS 細胞由来初期中胚葉に DOX を添加した結果、細胞同士が凝集し始め立体的
な細胞塊が形成された（図 2）。

図 2． ヒト iPS 細胞から気管軟骨細胞への分化誘導
軟骨細胞分化に関わる転写因子 A をコンディショナルに発現させることによって立体的
な細胞塊が形成された。

　軟骨細胞への分化を評価するために、RT-PCR 及びアルシアンブルー染色を行った結果、転写因子 A を強制発現さ
せた分化細胞では、Sox5、Sox6、Sox9、コラーゲンタイプⅡ、コラーゲンタイプⅪ等の軟骨マーカーの発現と軟骨基
質が確認された（図 3）。
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図 3． ヒト iPS 細胞由来気管軟骨細胞の分化評価①　　　　　　　　　　　　　　　
分化誘導 26 日目において軟骨細胞マーカーや軟骨基質が確認された。

　また、免疫染色においても、vimentin、sox9、コラーゲンタイプⅡ陽性の細胞が確認された（図 4）。
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図 4． ヒト iPS 細胞由来気管軟骨細胞の分化評価②
分化誘導 26 日目において軟骨細胞マーカー陽性の細胞を確認することができた。

３．移植のための足場材料の開発
　アテロコラーゲンに凍結乾燥を施し、移植に適したコラーゲンスポンジを作製した。

４．気管軟骨部分欠損モデルラットの作製及びヒト iPS 細胞由来気管軟骨細胞への移植
　全身麻酔下にヌードラットの気管を露出させ、電気メスを用いて気管軟骨部分欠損モデルを作製し、ヒト iPS 細胞由
来気管軟骨細胞と足場材料であるコラーゲンスポンジを加工して気管欠損部に移植を行った。その結果、移植 2 週間後
においてもヌードラットの生存が確認された。今後、パラフィン切片を作製し、HE 染色や免疫染色で分化細胞の生着
や気管欠損部の組織評価を行う予定である。

考　察

　ヒト iPS 細胞に単層培養条件下で成長因子と低分子化合物を組み合わせて添加させた結果、初期中胚葉マーカー陽性
細胞を 90%以上確認することができたことから、高効率に初期中胚葉へ分化誘導できることが示唆された。さらに、
軟骨細胞分化に関わる転写因子 A を薬剤誘導型発現システムで制御することで軟骨細胞マーカーの発現を確認できた
ことから、ヒト iPS 細胞から軟骨細胞へ分化誘導できることが示唆された。ヒト iPS 細胞から分化誘導させた気管軟骨
細胞により人工気管の枠組みを形成し、生体親和性の高いハイブリット型の人工気管を気管軟骨欠損ヌードラットに移
植した結果、移植 2 週間後においてもヌードラットの生存が確認されたことから、気管欠損部の再生が示唆された。
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