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「輪状軟骨パターニング形成メカニズムに基づく、移植可能な気管組織の創出」 
 大阪大学 エマージングサイエンスデザイン R3 センター     古川 可奈 

 

１ 研究の背景と目的 
 本研究の目的は、胚発生中の気管細胞の分化・パターニング原理を利用し、組織

工学技術と組み合わせて生体に近い組織形態の気管組織を再構成することである。

気管は管腔組織であり、呼吸を続けるには管腔構造を維持し、換気を確保し続ける

ことが重要である。この構造維持に働くのが『輪状軟骨(気管軟骨)』『靭帯』『平滑筋』

である。気管軟骨は管腔構造を維持する硬さを与え、靭帯と平滑筋は軟骨間を埋め

柔軟性を保つ。首や体を曲げても空気の通り道を維持し続けるには、ジャバラ状の

軟骨のパターン構造があることがポイントである。申請者は先行研究にて、マウス

およびヒト ES 細胞を軟骨・靭帯・平滑筋へと同時に分化誘導させる誘導法を確立

し、培養皿上での自己組織化を実現している。この手法により、世界で初めて生体

移植なしで二次元培養下において一部成熟軟骨まで分化誘導をかけることが出来た。

本研究はこの手法と細胞工学技術を組み合わせて、生体に近い軟骨のパターン構造

をもった細胞シートの分化誘導法確立に挑む。 
 
 

２ 研究方法・研究内容 
 本研究は 4 つのステップで進めていくことにした。申請者は先行研究で、mES を用

いて、軟骨細胞・靭帯細胞・平滑筋細胞への同時分化誘導法を既に確立している。興

味深いことに、間充織様細胞まで分化誘導した mES は、偶然細胞密度が高くなった

エリアが軟骨細胞になり、周囲は靭帯細胞・平滑筋細胞に分化するという、自己組

織化能を示した。しかし、現時点ではこの分化運命決定をコントロールすることが

出来ていない。また、軟骨細胞への分化効率や成熟度が低いという問題点がある。

これらを解決し、軟骨のパターニング形成誘導方法の確立を目指した。 

【ステップ 1：上皮細胞層の“凹み”に対応をする培養基質を用いて、指定場所で細

胞高密度を意図的に生じさせたまま分化誘導をかける】 

胎児気管にて観察された組織構造から、一定間隔で適切な凹凸をつけた培養基質

があれば、適切な位置と大きさに高密度な細胞集団を形成することができると考え

た。この基質作製には、シリコーンの一種である PDMS と PDMS に凹凸を形成さ

せる型を用いる。凹みの深さは E13.5 で観察された凹みの平均の深さ 20 m、凹み

の長さは E18.5 の気管軟骨の平均長である 1.35mm にする。PDMS 基質の縦の長さ

は成獣の気管軟骨の平均長である 10mm にする。型は 3D プリンターを用いて作製

する。 

【ステップ 2：分化先に合わせた細胞外マトリックスを用いて誘導効率を高める】 

 次に、作成した PDMS に細胞外マトリックス(ECM)をコートする。これまで報告

されている誘導系の多くはマトリゲルを使用しているが、マトリゲルはタンパク質

含有量に Lot 差があり安定していない。そこで申請者は、培養皿の表面を異なる

ECM でコートし誘導する予備実験を行った。その結果、ECM の違いで誘導効率や

分化先を制御できることを見出した。これを利用し作製した PDMS の凹エリアを含

む中心エリアに Collagen Type IV をコートし、その他のエリアには Laminin-511
をコートする。 

【ステップ 3：分化誘導期間と誘導培地の検討を行う】 

 申請者らの先行研究の分化誘導条件では、誘導期間および培地の組成が軟骨細胞
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の完全成熟化には不適切であった可能性がある。申請者の予備実験およびデータベ

ース(GENE PAINT)を用いた解析により、分化誘導日数に比例して mES の Bmp4 発現量

が上昇することや、凝縮細胞塊では Wnt の受容体 Lrp5/6 が特異的に発現しているこ

とがわかった。そこで、分化誘導 day10 以降は誘導培地から Wnt agonist と BMP4 を

抜き、細胞自ら発現する BMP4 と古川が発見した培養下で成熟軟骨へ分化誘導させる

ことができる分子の添加により自己組織化を促進させる。 

【ステップ 4：細胞シートに十分な厚みを持たせる】 

 最後に、厚みをもたせた軟骨・靭帯・平滑筋細胞シートの作製を目指す。培養血管

内皮細胞と軟骨・靭帯・平滑筋細胞シートの共培養を行い、近年報告された細胞シ

ートを血管化させる新たな手法 Dynamic rocking culture 法を用いることで血管化

および細胞シートの肥大化を実現させる。 
 
 
３ 研究成果 
 初めに、マウス ES 細胞(mES)を用いた気管間充織細胞

への分化誘導系と気管上皮細胞層の波形発生を模した生

体スケールに合わせた波形 PDMS デバイスを合わせて、

実験を行った (図 A, B)。まず、波形 PDMS デバイス開発

から開始した。当初の予定では深さ 20 m の波形を形成

予定であったが、技術の問題から型作製可能な深さ 50 m
で、生体に近いスケールである 100 m 波の波形をもった

PDMS 薄膜を作製するための型を 2 種類の方法で作製を

試みた。1 つは微細 3D プリンターで出力したもの、もう

1 つはポリイミドシートをレーザー加工したものである。

どちらの型を用いても、目的の波形パターンを持った

PDMS 薄膜を得ることができた。作製した波形 PDMS 薄

膜と PDMS 枠をプラズマ処理にて接着させることで波形

PDMS デバイス(波形デバイス)を作製した(図 B)。次に、

波形デバイスに mES を接着させるための適切な ECM コ

ーティング条件の見出しに取り組んだ。平坦な PDMS 上

と同等の ECM コーティング条件では、波形エリアのコー

ティングが不十分となり mES を培養することができない

ことがわかり、様々な方法を試した結果、ECM コーティ

ング処理の前に陰圧条件下でグルタルアルデヒド処理を

行うことで波形エリアの ECM コーティングが可能とな

った。当初の計画では、エリアによって ECM の種類を分

けるコーティングを行った上で誘導培地の最適化を行う

予定であったが、エリアを分けるための仕切りを波形デ

バイス上に置くと ECM コーティングが不十分となり

mES が接着できない状況となった。このため、ステップ

2 よりステップ 3 を先に行うことにし、添加する分子の濃

度検討・波形デバイス使用下での培養日数の条件検討を行った。加えて、当初の計

画では手動の伸展装置を用いる計画であったが、結果が安定しなかったため自動伸

展装置の導入を行い、これを用いてデバイスの適切な収縮時間検討を行った(図 C)。 
平坦な培養皿上で分化誘導を 2 日間かけた mES を剥がして、伸展させることで波

図 波形 PDMS デバイス使用により
生体に近い形状の Sox9 陽性細胞凝
集がパターンを持って生じた。 
Sox9(緑色)は軟骨細胞のマーカー
遺伝子 
aSMA(マゼンタ色)は平滑筋細胞の
マーカー遺伝子 
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形をほぼ無くした波形デバイスに蒔き直し、分化誘導 5 日目で収縮させ波形を出現

させた。その結果、デバイスの凹エリアに Sox9 陽性間充織細胞が凝集することが明

らかとなり、生体の形状に近い細長い一定間隔のパターンを持った Sox9 陽性細胞凝

集が実現した(図 D)。また、本研究により得られた Sox9 陽性細胞凝集が生体に近い

パターンを持って存在する細胞シート(人工気管細胞シート)は、厚みの平均値約

70  m という生体組織に近い十分な厚みを有することがわかり、人工気管細胞シー

トの血管化は不要と判断しステップ 4 は行わなかった。 
しかし、本研究により得られた人工気管細胞シートは、平滑筋の形成位置のコン

トロールが不十分であり Sox9 陽性細胞凝集を分断するように平滑筋が形成されて

しまう箇所も観察された。この課題をクリアし、人工気管細胞シートをより生体に

近いものにするためには、波形デバイスの多種 ECM コーティングの手法開発が必

須である。今後、多種 ECM コーティングの手法開発に注力し研究を一層発展させ

ていきたい。 
 
 
４ 生活や産業への貢献および波及効果 
・移植可能な人工気管組織の創出につながり、新規治療法開発への道が開ける。 

新生児の先天性気管形成異常である気管狭窄症や気管食道瘻は、生涯にわたり呼

吸機能に影響を及ぼす。現行の気管カニューレを装着する治療法は様々な疾患の併

発リスクが高いが、小児では他の選択肢がない。本研究は、新規治療法提供への大

きな第一歩となる。 

・関節軟骨の再生医療にも応用できる可能性が高い。 

気管軟骨は関節軟骨と同種のガラス軟骨組織である。関節症の原因は軟骨組織の

減少であり、世界で約 3 億人以上の患者がいる。本研究で確立する手法を応用すれ

ば、2 次元培養下で希望する形の人工関節軟骨組織を形成する手法を確立でき、関節

症患者への人工軟骨組織の移植という再生医療に応用できる可能性が高い。 
 
 
 
 
 

 


