
01はじめに

近年、パンデミックを来たし世界の仕組みを変えてしまった、新
型コロナウイルス感染症(COVID-19)をはじめとする病原体は
勿論、たばこ煙や排ガス・PM2.5などの環境公害物質、花粉・黄
砂などのアレルゲンとなりうる物質は、呼吸器疾患の原因ある
いは悪化要因となり得る。複雑で高度な機能を有する肺を高精
度に模倣したヒト肺モデルは乏しかったが、近年の発生学及び幹
細胞生物学の急速な進展により、臓器形成や組織再生における
メカニズム解明やその制御に関する理解が進んだ。その結果、
組織幹細胞や前駆細胞などを適切な条件下で培養することによ
り、呼吸器細胞の特異的性質を維持しつつ培養したり、複雑な細
胞構成や三次元組織構造を再現したりすることが可能になって
きた。またこれらのヒト肺モデルは生体工学などの異分野技術
との融合によって、さらに精緻化することも可能になっており、
Microphysiological System (MPS)や生体模倣システムと総
称され、高いヒト外挿性の実現が期待されている。本稿では肺の
概略を踏まえた上で呼吸器疾患モデルの問題点を紹介し、こう
したヒト肺モデルの進展について最近の知見を含めて紹介した
い。

02肺の構造と機能

肺は生命維持に必須の機能であるガス交換の場として極めて
複雑精緻な構造と機能を有する臓器であり、空気の通り道であ
る気道とガス交換の場である肺胞に大別することができる。構造
としては気管から始まり枝分かれを繰り返して末梢気管支へ至
り、その先端に嚢胞状の構造物である肺胞が存在する。ヒトの肺
では肺胞が約3億個存在し、延べ表面積は70m2に達するとされ
ており、この広大な表面積は効率的なガス交換を可能にしてい
る。このような複雑な構造・機能を維持する上で最も重要な役割

を果たしているのは、肺を構成する特徴的な機能を有した細胞
群である。シングルセル解析などのオミックス技術が進歩した現
在、ヒト肺には最低でも58種類もの細胞種が存在するという報
告1)もあり、これらの細胞群が複雑な相互関係を構築することで
恒常性を維持していると考えられる。
このように肺は“精密機械”のようであり、一般に再生能力の低
い臓器にも関わらず、常に外気に晒され体外の多種多様な刺激
に曝露されていることが大きな特徴である。このため肺において
は多種多様の難治性疾患が発生し一部は致死的である。

03呼吸器疾患モデルの現状と問題点

前述のような背景をもとに、呼吸器疾患における医薬品ニーズ
は極めて大きいにも関わらず、医薬品の開発成功率は他の疾患
領域に比べて低いとされている。中でも、医薬品開発において初
めてヒトでの薬効が確認される、第二相試験での成功率の低さ
が目立つ。すなわち前臨床で行われた培養細胞や動物モデルを
用いて取得されたデータが、“ヒト”の臨床試験結果を正確に予
測できていないことを示唆する。特に、動物モデルとヒト呼吸器
疾患病態との乖離は、近年の研究進展によって数多く指摘され
ている。例えば、嚢胞性線維症という遺伝性疾患はCaucasian
を中心に多くの保因者がみられ、呼吸器病変が致死的となる
難病が存在する。この難病は細胞膜を介した塩素イオン輸送
に関わるCFTR遺伝子 (cystic fibrosis transmembrane 
conductance regulator) の変異によって引き起こされるが、
CFTR遺伝子を欠失させたマウスにおいては特に大きな変化は
見られない2)。また遺伝性疾患以外でも同様であり直近の例を挙
げると、新型コロナウイルスは通常マウス肺においては効率的な
感染が成立しない3)。このような乖離の要因として重要と考えら
れるのは、ヒト肺と動物肺との差異である。まず前提として、魚類
などは一部を除いて肺が存在しておらず、心臓や肝臓などの主
要臓器を比べても、そもそも進化レベルで決定的な違いがある。
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さらに哺乳類という枠組みに限っても、動物モデルとして最も汎
用されるマウス肺では、ヒト肺と比較して構成する細胞種が異な
ることや、呼吸細気管支のような解剖学的に疾患発生母地として
重要な構造が存在しない4)、など大きな種差が存在する。
このように動物モデルの限界が指摘される中で、疾患研究や創
薬においてヒト外挿性の高い“ヒト肺モデル”に対する関心が高
まっている。従来は、ヒト肺細胞モデルとしてA549などの腫瘍細
胞株が用いられてきたが、このような細胞では呼吸器上皮細胞と
しての特徴的なマーカー発現や機能が消失しているなど、外挿
性を考えるうえで問題点が多かった。またヒト肺から単離した初
代培養細胞も重要な細胞ソースではあるが、通常の平面的な培
養方法では短期間のうちに呼吸器細胞特異的な性質を失ってし
まうといった問題が指摘されてきた5)。

04気面-液面境界培養
(air-liquid interface, ALI)

気面-液面境界培養は、培養ウェル内にセルカルチャーインサー
ト(以下、インサート)と呼ばれる宙づり状の物質透過性培養器
材を配置することにより、上層に細胞を播種して空気に曝露さ
せるとともに、下層に加えた培地がインサート膜の穴を通して
上層の細胞に供給される仕組みとなっている(図1)。空気に細胞
が曝露される状態が生理的である呼吸器領域においては、特に
気管・気管支上皮細胞の培養において最も標準的な方法として
使用されている。ヒト気管・気管支から採取された細胞を本培養
系に播種して数週間培養することにより、基底細胞や繊毛上皮
細胞、杯細胞などの粘液産生細胞などが、いわゆる偽重層構造
(pseudostratified layer)を呈する生体の気道上皮を近似した
構造体を再現することが可能になる。また呼吸器疾患患者から
採取した気道上皮細胞を用いることにより、疾患病態研究や創薬
にも応用されている。本培養系が創薬においてヒト外挿性の高
いモデルとして重要な役割を果たした代表的事例の1つに、嚢胞
性線維症におけるCFTR modulator(嚢胞性繊維症治療剤)と呼
ばれるクラスの薬剤開発が挙げられる。本症において病因となっ
ているCFTR機能異常を標的とする最初の上市薬はivacaftor 
(VX-770)であるが、患者由来気道上皮細胞を用いてALI培養を
行った薬効評価試験結果は、本剤が臨床試験に進むうえで重要

な非臨床薬効データになったことが知られている。CFTRは塩素
イオンチャネルの機能を有するため、イオンチャネル機能が評価
可能なUssing chamber法を用いて評価を行ったところ、VX-
770は良好な機能改善作用を示した6)。その後ivacaftorの成功
を皮切りにVertex社はCFTR modulatorを連続的に上市させ
ているが、このin vitro機能評価系と臨床試験のアウトカム(1秒
量の改善)が良く相関することが知られており、in vitroヒト呼吸
器疾患モデルの成功事例と言える。こうした遺伝性疾患以外に
も、気管支喘息や慢性閉塞性肺疾患(COPD)などの罹患率が高
い疾患においても、ALI培養を用いた疾患モデル作成の有用性
は知られている。例えばGrasらは、重症および中等症喘息患者
から得た気管支上皮細胞をALI培養で分化させたのち、それらの
フェノタイプを比較したところ、重症患者由来ALI培養において
ムチンやIL-8の産生増加といった臨床に合致する所見を得るこ
とが出来た7)。またGohyらはCOPD患者とコントロールの肺検
体サンプルを解析比較するとともに、そのサンプルに由来する
細胞を用いてALI培養を行ったところ、繊毛上皮細胞が減少し粘
液産生細胞が増加するといったCOPD患者における特徴的な細
胞分化傾向を再現することが出来たとしている8)。
細胞の管腔側が空気に曝露されるという、生理学的に整合性の
高いALI培養の特徴が最大限に活きる実験は、たばこ煙や病原体
など外気を通じて肺に取り込まれる物質の影響評価や疾患病態
研究である。ALI培養におけるたばこ煙曝露実験は、たばこ煙の
毒性評価や喫煙と極めて関連が深い疾患であるCOPDの疾患
モデル作成など多数の報告があり、その有用性が広く知られて
いる9)。GindeleらはALI培養した気管支上皮細胞にたばこ煙を
間欠的に曝露させると、上皮バリア機能障害や繊毛運動低下が
起きたことに加え、トランスクリプトーム解析を行うと気道上皮
細胞の分化傾向に異常が惹起されることを示した10)。また呼吸器
ウイルス感染症研究においても本培養系は有用なツールのため
多数の報告事例があり、新型コロナウイルス感染症のパンデミッ
クを契機に改めて注目が集まっている。本稿でも触れる通り、in 
vitroのヒト肺モデルについては、近年の幹細胞生物学の急速な
発展に伴ってオルガノイド培養が脚光を浴びるようになっていた
が、パンデミックに伴う新型コロナウイルス研究の際にその弱点
もクローズアップされた。すなわち一般的な呼吸器オルガノイド
の作製手法では、多くの場合細胞管腔側が三次元培養体の閉鎖
された内腔側に位置するため、管腔側から感染する新型コロナウ
イルスにおいては生理的なモデルを作製することが難しいので
ある11, 12)。その結果、ウイルス感染実験を容易かつヒト病態との
整合性をもって行えるALI培養が創薬・病態研究モデルとして頻
用されることとなった13)。中でもALI培養が大きな役割を果たし
たのは、最初の緊急使用許可に至ったレムデシビルの非臨床薬
効試験である。本剤は従来コロナウイルス感染症に汎用されて
いたVeroE6細胞感染モデルでは、新型コロナウイルスに対する
薬効は弱かったが、ALI培養を用いた気道上皮細胞の感染モデル
においてより高い薬効を確認することが出来14)、臨床開発に進む
後押しになったと推察される。
今までに述べてきた通り、ALI培養は呼吸器の生理学的特徴に

図1 気面-液面境界培養
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合致する部分の多い手法であり比較的古くから行われている
が、COVID-19パンデミック対応を含めて現在もヒト肺モデルと
して最も汎用されている。また本系は上皮細胞を中心に行われ
ているが、近年では線維芽細胞との共培養を行う手法15)など、ヒ
ト肺モデルの複雑化に向けた試みによって更なる発展が期待さ
れる。

05オルガノイド

オルガノイドとは、一般に臓器特有の三次元構造や複雑な構成
細胞をin vitroで再現した培養体であり(図2)、癌細胞などの疾
患組織再現も含めた比較的広い範囲で用いられる用語となって
いる。オルガノイドの起源をどこに置くかは諸説あるが、本系を
構築する上で細胞ソースとして欠かせない幹細胞に関する研究
進展が、現在の“オルガノイド”の急速な普及に寄与したと考える
と、日本人を筆頭著者とする二つの研究が極めて重要であったこ
とは明らかである。一つは、2008年にEirakuらが報告したES細
胞を用いた大脳組織の構築に関わる論文で、幹細胞がもつ“自己
組織化”という能力を実証した16)。もう一つは、2009年にSatoら
が報告したLgr5陽性小腸幹細胞を用いた腸管オルガノイド形成
に関わる論文で、ニッチ環境の再現による幹細胞制御で生体に
類似した三次元培養体を作製できることを明らかにした17)。さら
に、2007年にTakahashiらが樹立したヒトiPS細胞18)が広く利用
できるようになると、オルガノイド技術と組み合わせてヒトの臓
器形成を再現可能なツールとして様々な領域で応用されるよう
になった。またTakebeらが血管構造を持つオルガノイド形成に
成功したように19)、より生体模倣性を高めるために多系統の細胞
種を共培養する試みも進んでいる。
呼吸器のオルガノイドも他臓器と同じく、発生学や幹細胞生物
学の知見の上に発展してきた。2009年にRockらは、気道上皮細
胞において基底細胞が組織幹細胞の役割を持つことをマウスの
実験などを通して証明し、表面抗原を用いて分離した基底細胞
を三次元培養することにより、繊毛上皮細胞や粘液分泌細胞な
ど実際の気管・気管支構成細胞への分化や構造を模倣すること
ができることを示した20)。この論文を発表したHoganらの研究グ
ループは、2013年に従来in vitroでの培養維持が困難とされて

いたマウス由来Ⅱ型肺胞上皮細胞をマウス由来肺線維芽細胞と
の共培養オルガノイドとして形成することにより、初めて長期に
培養するとともにⅠ型上皮細胞への分化能などを確認した21)。同
研究は、これまで重要視されながらも困難であったヒト肺胞領域
および関連する疾患研究の端緒となった、重要なマイルストンと
位置付けられる。その翌年、京都大学のGotohらの研究グルー
プが、ヒトiPS細胞から分化誘導した肺前駆細胞と線維芽細胞と
の共培養オルガノイドを形成することにより、困難であったⅡ型肺
胞上皮細胞の分化誘導に成功した22)。呼吸器領域では腸管など
と異なり、初代培養細胞採取に高い侵襲性を伴うこともあり、特
にヒトiPS細胞を用いたオルガノイド形成研究や創薬研究応用が
盛んに行われるようになった。例えば、ChenらはヒトiPS細胞から
肺の三次元枝分かれ構造を再現したオルガノイドを作製し、ウイ
ルス感染実験や疾患特異的iPS細胞を用いた肺線維症モデル作
製が可能であることを報告した23)。またKorogiらは疾患iPS細胞
から作成した肺胞オルガノイドを用いて、遺伝性肺線維症の病態
形成に肺サーファクタントの分泌異常が関与している可能性を
示した24)。本研究ではライブセルイメージングを用いてサーファ
クタント分泌に関わる細胞小器官の動態を可視化したり、遺伝性
肺線維症の原因遺伝子をCRISPR/CAS9を用いて修復しフェノ
タイプが正常化することを示したりするなど、iPS細胞由来オルガ
ノイド技術やイメージング技術、遺伝子改変技術の組み合わせ
が病態研究に大変有用であることを示した。またオルガノイド培
養を用いて、iPS細胞由来肺胞上皮細胞を長期間にわたり増殖さ
せることなども可能になった25, 26)。気道上皮細胞においても、オ
ルガノイド培養を行うことによってより成熟した機能的な繊毛上
皮細胞を分化することができるようになるなど27)、iPS細胞から成
熟した呼吸器細胞を分化・維持する方法として、オルガノイドの有
用性に関する多くの報告がなされている。一方、患者検体等から
分離した初代培養細胞を用いたオルガノイド作製については、先
述の通り細胞採取自体に伴う侵襲性の問題や安定した細胞増殖
が難しかったこともあり、汎用的な手法は限られていた。しかしマ
ウスなどの実験動物を用いた幹細胞ニッチの研究などから、呼
吸器細胞系譜の制御に関わる因子などが同定された結果、分離
した組織幹細胞を用いて効率的にオルガノイドを作製すること
が可能になってきた。Katsuraらはヒト肺から分離したⅡ型肺胞上
皮細胞を、線維芽細胞との共培養系を用いずに複数の成長因子
や化合物を添加した培養液だけで肺胞様の三次元構造を形成さ
せ、増殖・分化させることに成功した28)。またこのモデルを用いて
新型コロナウイルス感染モデルを作製することにも成功した。さ
らに初代培養気道上皮細胞からオルガノイドを作製し、より長期
間にわたって拡大培養したり、嚢胞性線維症や呼吸器ウイルス感
染モデルへ応用したりすることも可能となった29)。
このように呼吸器オルガノイドは、iPS細胞あるいは初代培養組
織幹細胞などを用いた臓器形成、組織再生メカニズム等の研究
から呼吸器疾患の病態研究まで、幅広い応用展開が行われてい
る。こうした取り組みの中から、今までの培養系では困難であっ
た新規メカニズムや創薬ターゲットの同定など、実際の患者治療
につながる知見が得られることが期待されている。

図2 オルガノイド培養
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06Organ-on-a-chip

幹細胞が持つ自己組織化能を活用したオルガノイドと異なり、
マイクロ流路系などの工学的な技術を応用した生体環境を模倣
する試みの一つとして、Organ-on-a-chipと呼ばれるデバイス
技術がある。本系の最大の特徴は、収縮伸展やフローなどの生
体臓器におけるメカニカルな刺激(以下、メカニカルストレス)を、
in vitroで再現可能にしたところにある。常に呼吸に合わせた収
縮伸展を繰り返し、気流や血流などのフローも含めた多様なメカ
ニカルストレスがかかる臓器である肺は、本系において格好の研
究ターゲットとなってきた。実際、organ-on-a-chipの概念が初
めて世に示されたHuhらの論文は、lung-on-a-chipとしてメカニ
カルストレスに対する生体の反応を再現するものであった30)。そ
の後、本論文の責任著者であるIngberの研究グループからは、
肺を含む様々な臓器に関するchipが作製され、病態モデル作製
などに応用されている。さらにこれらの知見をもとに設立された
Emulate社が、本系の実用化に成功し、現在創薬研究などに広く
用いられている。また最初の論文から10年が経ちより肺の生体
模倣性を高めるために、chipを構成するメンブレンなどをより生
体に近いものにした第二世代とも言うべきlung-on-a-chipも登
場してきた。Zamprognoらは、従来organ-on-a-chipに多用さ
れていたPDMS膜ではなく、エラスチンとコラーゲンの合成膜で
構成されたlung-on-a-chipを開発し、メカニカルストレッチなど
を再現することに成功した31)。これらの系は呼吸器疾患の病態研
究や創薬応用だけでなく、気流の再現を活用したPM2.5の吸入
物質毒性研究にも応用されている32)。
Organ-on-a-chipの問題点は、chipに搭載する細胞ソースや
搭載された細胞の性質・機能維持が不十分であったと考えられる
が、前項でも述べた幹細胞生物学的知見の蓄積とiPS細胞などを
含めた細胞ソースの多様化により、より安定かつ複雑な生体環境
を模倣することができるようになると考える。またこれらのchip
は、例えばliver-on-a-chipやkidney-on-a-chipと連結すること
で、多臓器間の相互作用などを再現することが可能になると考
えられており、いわゆるbody-on-a-chipの概念実現が期待さ
れる。

07iPS細胞由来ヒト肺モデル

オルガノイドに関する項でも述べたように、ヒトiPS細胞は元来
採取にハードルがあった初代呼吸器細胞に代わる、ヒト肺モデル
の細胞ソースとして有望視されている。特に気道や肺胞上皮細
胞の分化誘導方法確立に伴い、これらの細胞を種々の呼吸器疾
患モデルに応用する研究が盛んになっている。またiPS細胞は血
液などの検体から樹立が可能なため、臨床検体の入手が比較的
困難な遺伝性希少疾患の研究において大きな威力を発揮してい
る。例えばMcCauleyらは、嚢胞性線維症患者から樹立したiPS

細胞を気道オルガノイドに分化させ、嚢胞性線維症の病態再現
や治療薬評価が可能であったと報告している33)。また遺伝性肺線
維症を来す、Hermansky-Pudlak症候群患者から樹立したiPS
細胞を用いた疾患モデリングも報告されている24, 34)。さらに、先
述のorgan-on-a-chipの技術と組み合わせて気道繊毛上皮細
胞の分化や原発性線毛機能不全症の疾患モデル形成を行った
報告もある35)。こうした遺伝性疾患に加えて、肺胞オルガノイドに
薬剤障害を加えることにより肺線維症モデルを作成したり36)(図
3)、iPS細胞由来気道上皮細胞を用いて新型コロナウイルス感染
モデルを作製し薬効を評価したり37)することが可能になって
いる。

またiPS細胞を用いたヒト肺モデルの展開として、スループット
の高い創薬アッセイへの応用や将来的な再生医療への応用が期
待される。双方を実現するためには、細胞量産系の開発が必要で
あるが、IkeoらはiPS細胞由来肺前駆細胞をファイバー状に培養
する方法により、安定的に拡大培養できることを報告した38)。さら
に、iPS細胞由来肺前駆細胞をマウスに移植することにより、初め
て肺胞領域への生着に成功した。呼吸器領域でのiPS細胞の応
用は他臓器に比べ遅れてきたが、将来の創薬あるいは再生医療
への応用へ向けた研究が着実に進んでいる。

08まとめ

肺は機能的にも構造的にもin vitroモデルを形成することは困
難と考えられていた。しかしiPS細胞や組織幹細胞などを中心と
した幹細胞生物学の進展と、組織・生体工学を加えた様々な解析
技術を組み合わせることにより、生体模倣性の高いヒト肺モデル
を作製することが可能になってきた。新型コロナウイルスのパン
デミックに伴い世界中で行われているメカニズム研究や創薬の
現場において、これらヒト肺モデルが当たり前のように使用され
ており、病態理解や薬剤開発を行う上で欠かせないツールとなっ
た。今回のパンデミックを契機に、ヒト肺モデルの生体模倣性向

図3 iPS細胞由来肺胞オルガノイドを用いた線維症モデル
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上や実用化がさらに加速していくと考えられる。例えば将来的に
は”clinical trial in a dish”のような、臨床試験機能を置き換え
ることや個別化医療を実現するツールとして、あるいは再生医療
など細胞治療への応用などが期待される。
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