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要約 

 

近年，ヒト細胞を用いた三次元組織化培養技術の進歩により，ヒト生体を模倣した

様々な組織体が構築されている．ヒト生体組織の構造と機能を再現した三次元組織体は，

基礎研究から再生医療や創薬研究まで，幅広い研究ツールとして利用されている．これ

までの感染症研究では，動物モデルや二次元細胞培養モデルが用いられてきたが，ヒト

と動物間で生じる生体応答の差異や異種の細胞間相互作用を反映した宿主応答を十分

に再現できておらず，ヒト三次元生体組織モデルの活用が望まれている． 

交互積層 (Layer-by-Layer; LbL) 細胞コート法は，細胞表面に細胞外マトリックス成

分であるフィブロネクチンとゼラチンを交互に積層させることにより，細胞周囲にナノ

薄膜が形成され，細胞間接着を誘起し，短期間に多種多様なヒト組織モデルを構築する

ことができる画期的な三次元培養技術である．本研究では LbL 細胞コート法を使用し，

三次元肺組織モデルの構築を行った．構築した三次元肺組織モデルは，上皮細胞を播種

した後，7 日間継続して，線維芽細胞層の上に単層上皮が積層した構造を示し，安定し

た厚みを保持した．蛍光免疫染色法により，上皮-線維芽細胞間に基底膜タンパク質で

あるラミニンと上皮頂端にムチンの局在を確認した．また作製した三次元肺組織モデル

は，上皮細胞間接着部位に細胞間接着分子のマーカーである E-カドヘリンおよび ZO-1

の局在を認め，上皮極性を有する組織であることを確認した． 

次に，三次元モデルを感染系に応用し，感染に伴う上皮バリアの傷害ならびに炎症応

答を従来の二次元培養モデルと比較した．肺炎球菌 (Streptococcus pneumoniae) を感染

させた場合，三次元肺組織モデルの経上皮電気抵抗 transepithelial electrical resistance 

(TEER) 値は非感染モデルと比較して有意に低下したが，二次元培養モデルでは感染に

伴う TEER 値の低下は認められなかった．また，感染三次元肺組織モデルでは，非感染

モデルと比較して，上皮頂端側における E-カドヘリンの染色性の低下と E-カドヘリン
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発現部位への菌体の局在を認めた．また，S. pneumoniae を感染させた三次元肺組織モデ

ルの培養上清における IL-1β量は，非感染モデルや二次元モデルと比較して有意に増加

した．これらの結果から，上皮下組織に侵入した S. pneumoniae は IL-1βの産生を誘導

し，炎症応答を惹起することが示唆された． 

本研究では，上皮極性を示しヒトの組織形態を模倣する三次元肺組織モデルを構築し

た．構築した肺組織モデルは S. pneumoniae の感染に対し高い感受性と炎症応答を示し

たことから，ヒトの肺炎病態を反映するモデルとして有用であることが示唆された．   
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はじめに 

 

ヒト生体組織は，同種および異種の細胞と細胞外マトリックス成分から構成される三

次元組織体である．細胞–細胞間や細胞–細胞外マトリックス成分間の相互作用は，細胞

形態や機能の発現に関与し，組織や器官の形成に寄与する 1, 2．従来の感染症研究や創薬

研究では，二次元細胞培養モデルや動物実験モデルが一般的に用いられる．しかしなが

ら，二次元培養細胞モデルは異種の細胞が含まれておらず，三次元の組織構造を示さな

い．また，動物モデルは病原体の宿主特異性が問題となることから，従来のモデルでは

ヒトの生体内で起こる現象を正確に反映できていない． 

近年，三次元培養技術を用いた様々な三次元生体組織モデルが作製され，二次元モデ

ルと比較してより生体に類似する複雑な構造を有し，高い生体応答や機能を発現するこ

とが報告されている 3．ヒト細胞を用いた三次元生体組織は，移植などの再生医療分野

や動物実験の代替モデルに使用されているほかに，癌などの疾患モデルへの応用も進め

られており，従来の解析方法では限界があった生体メカニズムの解明が期待される． 

呼吸器感染症研究においても，in vitro で構築した三次元肺組織を用いた感染症モデ

ルの検討が行われている．細胞凝集体であるスフェロイド培養法は三次元培養技術の代

表的な方法であるが 3, 4，組織内部に壊死が生じるだけでなく，上皮極性を示さないた

め，上皮頂端面からの微生物の感染を再現できない．またコラーゲンゲル 5やスキャホ

ールド 6を用いたモデルにおいては，ゲルの収縮によって均一組織を得ることは難しい

ことや，組織内に足場が残存するという問題もある．その他，三次元培養技術により構

築された三次元肺組織モデルには，細胞シート法 7 や 3D プリンター8，脱細胞化技術 9

を用いた肺モデルや iPS 細胞を使用した肺オルガノイド 10などが挙げられるが，煩雑な

細胞操作や細胞の入手が困難であること，さらには長期間の培養維持が問題に挙げられ

る． 
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交互積層 (Layer-by-Layer; LbL) 細胞コート法は，細胞外マトリックス成分のフィブ

ロネクチンが細胞膜上のインテグリンα5β1，ならびにコラーゲンに対する結合ドメイン

を有することに着目した三次元培養技術である 11, 12．細胞に対して，フィブロネクチン

およびコラーゲンの変性体であるゼラチンを交互に積層させることにより，細胞表面に

ナノ薄膜が形成される．このナノ薄膜が細胞の足場の役割を果たすことで細胞間接着が

誘起され，短期間に三次元の細胞積層体の構築が可能となる 13, 14．LbL細胞コート法は，

血管網を有する皮膚モデル 15, 16や口腔粘膜モデル 17，心筋モデル 18など様々な三次元組

織構築に応用されてきた．また本手法を用いて，肺の正常線維芽細胞もしくは肺線維症

由来線維芽細胞に対し，フィブロネクチンおよびゼラチンによる細胞コーティングを行

った三次元肺線維芽積層体の構築が報告されているが 19，上皮細胞を伴う肺組織モデル

に関する報告はない． 

本研究では，LbL 細胞コート法を用いて，ヒトの肺線維芽細胞と気管支上皮細胞株か

ら構成される上皮極性を有する三次元肺組織モデルを構築した．作製した三次元モデル

に肺炎球菌 (Streptococcus pneumoniae) を感染させ，感染に伴う上皮バリアの傷害なら

びに炎症応答を従来の二次元培養モデルと比較することにより，感染症研究における三

次元肺組織モデルの有用性を評価した． 
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材料と方法 

 

1.  使用細胞および培養方法 

細胞は，ヒト正常肺線維芽細胞 Human Pulmonary Fibroblast Cell (HPF) (PromoCell,  

Heidelberg, Germany) およびヒト気管支上皮細胞株  (Calu-3) (American Type Culture 

Collection, No. HTB-55, Manassas, VA, USA) を使用した．HPF の培養には線維芽細胞用

培地 Fibroblast Growth Medium 2 (FGM2) (PromoCell) を使用し，Calu-3 細胞の培養には

ダルベッコ改変イーグル培地 Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (ナカライテス

ク, 京都) に 10% (v/v) 仔牛胎児血清 Fetal bovine serum (FBS)，20 µg/mL ゲンタマイシ

ンあるいは抗生物質-抗真菌剤混合溶液 (100 unit/mL ペニシリン G ナトリウム, 100 

µg/mL ストレプトマイシン硫酸塩, および 250 ng/mL アムホテリシン B) (ナカライテ

スク) を添加したものを使用した．これらの細胞は 5% CO2 気相下，37℃ 培養を行っ

た．細胞の継代においては，培養培地を除去した後に，ダルベッコリン酸緩衝化生理食

塩水 Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (D-PBS) (日水製薬, 東京) にて細胞を洗浄し

た．0.05% (v/v) トリプシンおよび 0.02% (w/v) エチレンジアミン四酢酸 (EDTA･4Na) 

を添加した D-PBS 溶液を使用し，培養フラスコから細胞を剥離した．剥離した細胞は

FBS を添加した新鮮な培地で懸濁し，遠心 (160 g, 3 分間, 25℃) 後，細胞を回収し，新

たな細胞培養フラスコに播種した． 

 

2.  使用菌株および培養方法 

 肺炎患者由来の肺炎球菌 Streptococcus pneumoniae D39 (血清型 2) を感染実験に使用

した．S. pneumoniae の培養には，0.2% (w/v) Yeast Extract (Becton Dickinson and Company, 

Franklin Lakes, NJ, USA) を添加した Todd-Hewitt (Becton Dickinson and Company) 液体培

地 (THY 液体培地)，または 1.5% (w/v) 寒天 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) を含む
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THY 寒天平板培地を使用した． 

 

3.  LbL 細胞コート法を用いた三次元肺組織モデルおよび二次元肺組織モデルの構築 

交互積層 (layer-by-layer; LbL) 細胞コート法を用いて，HPF に細胞外マトリックス成

分であるフィブロネクチンおよびゼラチンをコートした 14．すなわち，2 × 107 cells の 

HPF に対して，0.04 mg/mL フィブロネクチン (Sigma-Aldrich) および 0.04 mg/mL ゼラ

チン溶液 (富士フイルム和光純薬, 大阪) を 1 mL を加え，懸濁した．室温で 1 分間イン

キュベートした後，2 mL の D-PBS を加え，遠心分離 (800 g, 1 分間, 25℃) した後，上

清を除去した．この工程を 9 サイクル (フィブロネクチン: 5 回, ゼラチン: 4 回) 交互に

繰り返すことにより，フィブロネクチンとゼラチンから構成されるナノ薄膜を細胞表層

に形成させた． 

細胞コーティングを行った HPF を 25 µg/mL L-アスコルビン酸 (富士フイルム和光純

薬) を含む DMEM と FGM2 の等量混合培地 (調整培地) に懸濁し，0.2 mg/mL のフィブ

ロネクチン溶液で前処理を行った Transwell カルチャーインサート (底面積; 0.33 cm2, 

ポリエステルメンブレンポアサイズ; 0.4 µm) (Corning, NY, USA) 内へ 1 × 106 cells とな

るように播種した．調整培地をカルチャーインサート外に 1 mL 加え，CO2気相下にて 

37℃で 2 時間静置後，さらに 1 mL 調整培地を加え，CO2 気相下にて 37℃で培養した．

1 日後，HPF から構成される積層体の上に D-PBS で 0.04 mg/mL に調製した Collagen Ⅳ  

溶液 (Sigma-Aldrich) を 100 µL 添加し，CO2 気相下にて 37℃で 1 時間培養した後，調

整培地で懸濁した Calu-3 細胞を 2 × 105 cells となるように積層させ，三次元肺組織モデ

ルを構築した (図 1)． 

二次元肺組織モデルは，Calu-3 細胞を 2 × 105 cells となるようにカルチャーインサー

ト内へ播種し，10% FBS 含有 DMEM を用いて培養した． 
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図 1．交互積層細胞コート法を用いた三次元肺組織モデルの構築 
細胞をフィブロネクチンおよびゼラチン溶液に交互に浸漬することにより，細胞周囲にナノ薄膜が形成

される．ナノ薄膜を介して細胞間接着が誘起され，短期間に三次元線維芽組織体の構築が可能になる．ヒ

ト正常肺線維芽細胞 (HPF) 周囲に，LbL 細胞コートを行うことにより，三次元肺線維芽組織体を構築した．

HPF を播種した翌日，Calu-3 細胞を三次元肺線維芽積層体上に播種し，三次元肺組織モデルを構築した． 
 

 

 

4.  二次元培養モデルおよび三次元培養モデルへの感染実験 

 培養 2 日目の二次元肺組織モデルおよび三次元肺組織モデルを D-PBS で 2 回洗浄し

た後，各組織培養培地をカルチャーインサートの外に 1 mL，インサートの内に 200 µL 

加えた．培養 3 日目に二次元肺組織モデルおよび三次元肺組織モデルのカルチャーイン

サート内の培地をすべて吸引した後，37℃で対数増殖期後期 (OD600 = 0.7) まで培養し

た S. pneumoniae を各組織培養培地に懸濁し，頂端面側より 100 µL の菌懸濁液 (2 × 106 

コロニー形成単位; Colony forming unit, CFU) を感染させた．感染から 2 時間経過後，各

組織を D-PBS で 3 回洗浄した．インサート内外に新鮮な培地を添加し，感染 24 時間後

まで培養した． 
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5.  ヘマトキシリン-エオジン染色および蛍光免疫染色 

作製した肺組織モデルおよび感染組織モデルは，4% パラホルムアルデヒド-リン酸

緩衝液 (ナカライテスク) に浸漬させ，室温で 30 分間固定した後，パラフィン包埋を行

った．パラフィン包埋サンプルは 4 µm の厚みで組織切片を作製した．ヘマトキシリン

-エオジン (HE) 染色は脱パラフィン処理後，ヘマトキシリン染色液とエオジン染色液

で染色し，エタノールで脱水した後，マリノール液 (武藤化学株式会社, 東京) を用い

てスライドガラスに封入した．組織切片は EVOS FL Auto Cell Imaging System (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) もしくは EVOS M5000 (Thermo Fisher Scientific) で

観察した． 

蛍光免疫染色は，脱パラフィン処理および水洗後，Tris-EDTA buffer (pH 9.0) [1 mM Tris 

(hydroxymethyl) aminomethane, 0.1 mM EDTA-4Na] を用いて，121℃で 10 分間賦活化処

理を行った．1% ウシ血清アルブミン Bovine serum albumin (BSA) (Sigma-Aldrich) を用

いて，4℃で一晩ブロッキング処理を行った．一次抗体として，マウス抗ヒトサイトケ

ラチン 7 抗体 (1:1000, Abcam, Cambridge, UK)，マウス抗ヒトラミニン α5/ LAMA5 抗

体 (1:500, Abcam)，マウス抗ヒト MUC5AC 抗体 (1:100, Thermo Fisher Scientific)，マウ

ス抗ヒト E-カドヘリン抗体 (1:100, Thermo Fisher Scientific)，マウス抗ヒト ZO-1 抗体 

(1:80, Thermo Fisher Scientific)，もしくは，ウサギ抗ヒトコラーゲン Ⅰ 抗体 (1:1000, 

Abcam) を使用した．4℃で一晩反応させた後，PBS で 3 回洗浄し，二次抗体として，

Alexa Fluor 488 ヤギ抗マウス IgG 抗体 (1:200, Thermo Fisher Scientific)，もしくは Alexa 

Fluor 594 ヤギ抗ウサギ  IgG 抗体  (1:200, Thermo Fisher Scientific) を反応させた．

Prolong Gold antifade reagent with DAPI (Thermo Fisher Scientific) にて，細胞の核の染色と

スライドガラス上での封入を行った． 

非感染および感染三次元肺組織モデルの組織体は，4% パラホルムアルデヒド溶液で

固定した後，0.2% Triton X-100 を加え，20 分間浸透化処理を行った．3% BSA 溶液にて
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4℃で一晩ブロッキングした後，一次抗体として，マウス抗ヒト E-カドヘリン抗体 

(1:500, Thermo Fisher Scientific) およびウサギ抗 S. pneumoniae (血清型 2) 莢膜抗体 

(1:1000, デンカ生検, 東京) を使用した．二次抗体として，Alexa Fluor 594 ヤギ抗マウ

ス IgG 抗体 (1:500, Thermo Fisher Scientific) および Alexa Fluor 488 ヤギ抗ウサギ IgG 

抗体 (1:500, Thermo Fisher Scientific) を使用した．PBS で洗浄した後，10 µg/mL に調製

した 4,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI) (Thermo Fisher Scientific) を添加

し，30 分間反応させた．PBS 洗浄後，スライドガラスで封入し，共焦点レーザー顕微鏡 

(FV10) (Olympus, 東京) により観察した． 

 

6.  TUNEL 染色 

 In situ apoptosis detection kit (タカラバイオ株式会社, 滋賀) を使用し，初期の細胞死を

検出した．パラフィン組織切片を脱パラフィン処理および水洗後，20 µg/mL proteinase 

K (富士フイルム和光純薬) を用いて室温で 15 分間賦活化処理を行った．洗浄後，3% 

H2O2 を用いて室温で 5 分間，内因性ペルオキシダーゼのブロッキング処理を行った．

Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) と Fluorescein isothiocyanate (FITC) を標識し

た dUTP の混合液を 60 分間反応させ，洗浄した．House radish peroxidase (HRP) を標識

したウサ ギ 抗 FITC 抗 体 を 37℃ で 30 分間反応させ， 3,3'-diaminobenzidine 

tetrahydrochloride (DAB) 基質キット (ニチレイバイオサイエンス, 東京) を用いて発色

させた．洗浄後，3% メチルグリーンにて対比染色を行い，脱水および透徹後，マリノ

ール液を用いてスライドガラスに封入した．TUNEL 陽性細胞数の測定は，撮影視野 

(2048 × 1536 pixel) あたりの陽性細胞数を計測した． 

 

7.  経上皮電気抵抗値の測定 

上皮バリア機能の評価として，経上皮電気抵抗 (transepithelial electrical resistance)  
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(TEER) 値 (Ω × cm2) を Millicell ERS‑2 (Millipore Co. Ltd., Darmstadt, Germany) を用いて

測定した 20, 21．TEER 値は各サンプルにつき 3 回測定し，平均値を算出した． 

 

8.  炎症性サイトカイン量の測定 

 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) を用いて，非感染および感染 24 時間後の

線維芽細胞積層体，二次元，および三次元培養モデルのカルチャーインサート内の培養

上清中の IL-1β (R&D system, Minneapolis, MN, USA) と IL-6 (R&D system) 量を測定し

た．96 well プレートにマウス抗ヒト IL-1β 抗体もしくはマウス抗ヒト IL-6 抗体を室温

で一晩吸着させた．0.05% Tween 20 溶液でウェルを 3 回洗浄後，1% BSA 溶液を 300 µL

添加し室温で１時間反応させた．洗浄後，所定濃度に希釈した培養上清サンプルおよび

標準溶液を 100 µL ずつ各ウェルに添加し室温で 2 時間反応させた．ウェル洗浄後，ビ

オチン標識したヤギ抗ヒト IL-1β 抗体もしくはビオチン標識したヤギ抗ヒト IL-6 抗体

を 100 µL ずつ添加し，室温で 2 時間反応させ，洗浄後，HRP を標識したストレプトア

ビジンを 100 µL 添加し室温で 20 分間反応させた．HRP 基質溶液であるテトラメチル

ベンジジン (MOSS Bio, Pasadena, MD, USA) を 20 分間室温で反応させた後，0.5N HCl 

溶液を 100 µL の添加により反応を停止し，波長 450 nm における吸光度を測定した． 

 

9.  統計学的解析 

 組織の厚み，E-カドヘリンの蛍光強度，および ZO-1 発現シグナルの測定には，ImageJ 

2.1.0/1.53g; Java 1.8.0_172 (ImageJ Software, Bethesda, Maryland, USA) を使用した．組織

の厚みは，撮影視野 (2048 × 1536 pixel) あたり 5 点計測し平均したものをサンプルの厚

みとし，各日 5 サンプルずつ計測した．E-カドヘリンの蛍光強度，および ZO-1 発現シ

グナルの測定は，撮影視野 (427 × 427 pixel) あたりの Calu-3 細胞層に発現する E-カド

ヘリンの平均蛍光強度および ZO-1 の発現数を計測した．統計処理には，GraphPad Prism 
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Version 9.4.1. (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) を用い，one-way ANOVA/ Turkey-

Kramer 検定，Student t 検定を用い，各サンプル群間の有意差を検定した．p < 0.05 をも

って有意差ありとした． 

 

10.  実験承認 

 本研究は，病原体等取扱安全管理委員会 [病原体所持承認番号, 23 (歯学研究科) -7] の

承認を得て行った． 
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結果 

 

1.  三次元肺組織モデルの形態学的評価 

LbL 細胞コート法を用いて，三次元肺組織モデルの構築を行った．構築した組織に対

し，ヘマトキシリン-エオジン (HE) 染色および上皮マーカーであるサイトケラチン 7

と線維芽細胞マーカーであるコラーゲン Ⅰ を用いた蛍光免疫組織染色にて組織体の評

価を行った．組織作製から培養 1 日目から 7 日目まで，Calu-3 細胞が線維芽細胞層の上

に積層する組織体を示した (図 2 A, B)．培養 7 日目の三次元肺組織モデルでは，線維芽

細胞の変性を認めた．二次元培養による Calu-3 細胞は扁平な上皮細胞であるが，本手

法で構築した三次元組織モデルは立方上皮形態となり，ヒトの肺における呼吸細気管支

に類似した構造であった 22．また，構築した肺組織モデルの組織構造を定量的に解析す

るため，ImageJ Software にて組織の厚みを算出したところ，培養 1 日目から 7 日間ま

で，均一な厚みを示した (図 2 C)． 
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図 2．LbL 細胞コート法を用いて作製した三次元肺組織モデルにおける組織形態の評価 

(A) 培養 1 日目から 7 日目までの三次元肺組織をパラホルムアルデヒドで固定し，パラフィン包埋後に

ヘマトキシリン-エオジン (HE) 染色を行った．スケールバー，50 µm．(B) 培養 7 日目の三次元肺組織切片

を蛍光免疫染色し，共焦点レーザー顕微鏡で観察した．線維芽細胞層 (赤) は，ウサギ抗ヒトコラーゲン Ⅰ 

抗体と Alexa Fluor 594 ヤギ抗ウサギ IgG 抗体で標識した．Calu-3 上皮細胞 (緑) は，マウス抗ヒトサイト

ケラチン 7 抗体と Alexa Fluor 488 ヤギ抗マウス IgG 抗体で標識した．細胞の核は，DAPI で染色した．ス

ケールバー，50 µm．(C) 三次元肺組織の HE 染色像から ImageJ を用いて組織の厚みを測定した．サンプル

数 = 5． 

 

 

 

2.  三次元肺組織モデルにおけるタンパク質発現の評価 

 肺組織は上皮と間質から構成され，上皮と間質との間には基底膜が存在し，上皮細胞

間には細胞間接着を担うアドヘレンスジャンクションやタイトジャンクションが形成

されている．基底膜は，ラミニンやコラーゲンなどの細胞外マトリックス成分から構成

され，上皮細胞層と結合組織を隔てるシート状の構造体である 23．基底膜タンパク質の

１つであるラミニン α5 (LAMA5) は成人肺で高い発現が認められ 24，肺の組織発達に

関与する 25．アドヘレンスジャンクションは E-カドヘリンやカテニンから構成され，組

織の再生や発達において組織構造の維持に働く 26, 27．タイトジャンクションはクローデ

ィンやオクルディン，JAM1，ZO-1，ZO-2，ZO-3 タンパク質から構成され，アドヘレン

スジャンクションより頂端面に形成される 28．また，気道上皮は粘液産生細胞が産生す

るムチンによって覆われ，ムチンは細胞の保護や病原微生物に対し物理バリアとして働

く 29． 

構築した肺組織モデルにおける LAMA5，MUC5AC，E-カドヘリン，および ZO-1 の

蛍光免疫組織染色を行い，各種タンパク質の発現を評価した．蛍光免疫染色の結果，基

底膜タンパク質分子である LAMA5 は，上皮と線維芽細胞層間に発現を認めた (図 3A)．
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本モデルにおいて，気管支上皮細胞が産生するムチン MUC5AC は上皮頂端面側に局在

した (図 3B)．Calu-3 細胞株はムチンを産生することがこれまでに報告されている 30．

さらに，細胞間接着に関与する E-カドヘリンは上皮細胞間に特異的に発現するととも

に (図 3C)，タイトジャンクション構成タンパク質である ZO-1 は上皮細胞間の頂端面

側に発現を認めた (図 3D)． 

 細胞間接着分子 E-カドヘリン発現量の経日変化は ImageJ にて解析した．その結果，

上皮播種 1 日後より，E-カドヘリンの発現を認め，経日的にその蛍光強度は増加した．

タイトジャンクション構成タンパク質である ZO-1 は，撮影視野あたりの上皮細胞間に

発現する蛍光シグナルを計測した．ZO-1 の蛍光シグナルの数は，培養 3 日目に最多で

あった (図 4A, B)． 

 

 

 

3.  構築した三次元肺組織モデルの上皮バリア機能の評価 

肺組織モデルの上皮バリア機能を測定するため，培養 1，3，5，7 日目における TEER

値を測定した (図 5)．ZO-1 の発現を示す蛍光シグナルの数と TEER 値は，培養 3 日目

においてともに最大の値を示したことから，培養 3 日目の組織を感染実験に使用した． 
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図 3．三次元肺組織モデルにおけるタンパク質発現の評価 

培養 7 日目の三次元肺組織切片を蛍光免疫染色し，共焦点レーザー顕微鏡で観察した．基底膜タンパク

質 (緑) は，マウス抗ヒトラミニン α5 / LAMA5 抗体と Alexa Fluor 488 ヤギ抗マウス IgG 抗体 (A)，ムチ

ン (緑) はマウス抗ヒト MUC5AC 抗体と Alexa Fluor 488 ヤギ抗マウス IgG 抗体 (B)，E-カドヘリン (緑) 

はマウス抗ヒト E-カドヘリン抗体と Alexa Fluor 488 ヤギ抗マウス IgG 抗体 (C)，ZO-1 (緑) はマウス抗ヒ

ト ZO-1 抗体と Alexa Fluor 488 ヤギ抗マウス IgG 抗体 (D) を用いて染色した．白矢印は ZO-1 発現部位

を示す．陰性対照は，1% BSA と Alexa Fluor 488 ヤギ抗マウス IgG 抗体 (E) を用いて染色した．核は DAPI 

で染色した．スケールバー，50 µm． 



16 
 

 

 
 

図 4．三次元肺組織モデルの E-カドヘリンおよび ZO-1 発現量の経日的評価 

培養 1 日目から 7 日間の三次元肺組織切片を蛍光免疫染色し，共焦点レーザー顕微鏡で観察した．ImageJ

を用いて，撮影視野あたりの Calu-3 細胞層に発現する E-カドヘリンの平均蛍光強度および ZO-1 の発現数

を解析した．グラフの縦棒は平均値を，誤差バーは標準誤差を示す．サンプル数 = 3-4．*p < 0.05，**p < 

0.01，***p < 0.001． 

 

 

 
 

図 5．三次元肺組織モデルの上皮バリア機能の評価 

培養 1 日目から 7 日間の三次元肺組織モデルの TEER 値を測定した．グラフの縦棒は平均値を，誤差バ

ーは標準誤差を示す．サンプル数 = 5-6．*p < 0.01． 
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4.  S. pneumoniae 感染による二次元モデルおよび三次元モデルの上皮バリアへの影響 

 培養 3 日目の二次元および三次元肺組織モデルの頂端面側より，S. pneumoniae D39 株

を感染させ，24 時間経過後の TEER 値を測定した．二次元培養モデルにおいて，感染モ

デルと非感染モデルの間で TEER 値に有意な差は認められなかった (図 6A)．一方，感

染 24 時間後の三次元肺組織モデルでは，非感染モデルと比較して，感染に伴い TEER

値が低下した (図 6B)． 

 

 

 

 
図 6．S. pneumoniae 感染による二次元モデルおよび三次元モデルの上皮バリアへの影響 

二次元肺組織モデル (A) もしくは三次元肺組織モデル (B) に S. pneumoniae を感染させ，24 時間後の各

モデルにおける TEER 値を測定した．グラフの縦棒は平均値を，誤差バーは標準誤差を示す．サンプル数 

= 7-8．*p < 0.001． 
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5.  S. pneumoniae 感染が三次元肺組織モデルの組織構造に及ぼす影響 

S. pneumoniae の感染による上皮極性の傷害および組織の構造変化を検討するため，

非感染および感染 24 時間後の三次元肺組織モデルについて，HE 染色，TUNEL 染色，

および E-カドヘリンと S. pneumoniae の莢膜 (血清型 2) に対する蛍光免疫染色により

評価した．非感染組織と感染組織の HE 染色像から，両モデルともに著しい組織構造の

変化は認められなかった (図 7A)．一方で，非感染モデルと比較して，感染モデルにお

ける TUNEL 陽性細胞の有意な増加を認め，S. pneumoniae 感染によって線維芽細胞の細

胞死が誘導されることが示唆された (図 7B, C)．組織切片の蛍光免疫染色結果から， S. 

pneumoniae を感染させた三次元肺組織モデルでは，非感染モデルと比較し，上皮頂端部

位の E-カドヘリンの染色性の低下を認めた (図 7D)．また，組織の三次元立体構築像か

ら，感染群では，E-カドヘリン発現部位への菌体の局在を認め，菌体の線維芽層への侵

入を認めた (図 7E)． 

 

 

6.  S. pneumoniae の感染に伴う炎症性サイトカイン量の測定 

 S. pneumoniae の感染に伴う組織モデルから産生される炎症性サイトカイン量を検討

するため，二次元肺組織モデル，三次元肺組織モデル，および三次元線維芽細胞層 (HPF) 

の頂端部から S. pneumoniae を感染させ，24 時間後の培養上清中のサイトカイン IL-1β

および IL-6 を ELISA により定量した．S. pneumoniae を感染させた三次元肺組織モデル

からの IL-1β産生量は，非感染モデルや感染二次元モデル，感染線維芽細胞層と比較し

て有意に増加した (図 8A)．また，非感染および感染三次元肺組織モデルともに培養上

清への IL-6 の遊離を確認したが，非感染群と感染群における有意な差は認められなか

った (図 8B)．一方で，S. pneumoniae を感染させた線維芽細胞層からの IL-6 の産生は，

非感染群と比較し，有意に増加した． 
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図 7．S. pneumoniae 感染が三次元肺組織モデルの組織構造に及ぼす影響 

(A) 非感染および感染 24 時間後の三次元肺組織をパラフィン包埋後，薄切切片を作製し，HE 染色を行

った．スケールバー，75 µm．(B) 薄切切片に TUNEL 染色を行い，DAB 基質にて発色を行った．スケール

バー，50 µm．(C) 非感染および感染 24 時間後の三次元肺組織モデルの撮影視野あたりの TUNEL 陽性細胞

数を解析した．サンプル数 = 4．*p < 0.05． (D) 三次元肺組織モデルの薄切切片に蛍光免疫組織染色を行

い，共焦点レーザー顕微鏡で観察した．E-カドヘリン (緑) は，マウス抗ヒト E-カドヘリン抗体と Alexa 

Fluor 488 ヤギ抗マウス IgG 抗体で標識した．細胞の核 (赤) は，DAPI で染色した．スケールバー，50 µm．

(E) 非感染および感染 24 時間後の三次元肺組織に対し，0.2% Triton X-100 で処理後，蛍光免疫染色を行い，

共焦点レーザー顕微鏡で撮影し三次元構築画像を取得した．菌体 (緑) は，ウサギ抗 S. pneumoniae (血清型

2) 莢膜抗体および Alexa Fluor 488 ヤギ抗ウサギ IgG 抗体で標識した．E-カドヘリン (赤) は，マウス抗ヒ

ト E-カドヘリン抗体および Alexa Fluor 594 ヤギ抗マウス IgG 抗体で標識した．細胞の核 (青) は，DAPI

で染色した．スケールバー，20 µm． 

 

 

 

 

図 8．組織モデルから産生される炎症性サイトカイン IL-1βおよび IL-6 量の測定 
非感染群もしくは感染 24 時間後の二次元肺組織モデル，三次元肺組織モデル，および線維芽細胞層の培

養上清中の炎症性サイトカイン IL-1β (A) および IL-6 (B) 量を ELISA により測定した．グラフの縦棒は平

均値を，誤差バーは標準誤差を示す．2D および 3D のサンプル数 = 7-8．HPF のサンプル数 = 2-3．*p < 

0.05，**p < 0.0001．2D，二次元肺組織モデル．3D，三次元肺組織モデル．HPF，三次元線維芽細胞層．  



21 
 

考察 

 

LbL 細胞コート法は，細胞外マトリックス成分であるフィブロネクチンが細胞膜上の

インテグリンα5β1とコラーゲンに結合し，細胞間接着を誘起させることで三次元組織構

築を可能にする 13, 14．多種多様な細胞に応用が可能であり，これまでに，皮膚線維芽細

胞層に表皮角化細胞を積層させた皮膚モデルや口腔粘膜由来線維芽細胞層に口腔粘膜

上皮細胞を積層させた口腔粘膜モデルなど種々の三次元組織モデルの構築が報告され

ている 15-19．久能らは，正常肺線維芽細胞や疾患患者より単離した肺線維芽細胞に LbL

細胞コーティングを行い，特発性肺線維症モデルを構築した 19．本研究では，皮膚モデ

ルや口腔粘膜モデルと同様に，LbL 細胞コート法を用いて構築した肺線維芽細胞層に上

皮細胞を積層した三次元肺組織モデルの構築を試みた．構築した肺組織モデルは，久能

らが報告した正常肺線維芽積層体の組織厚みと比較し，厚い組織体を示した．久能らは

培地として DMEM のみをモデルの構築に使用していたが，本モデルでは，DMEM と

FGM2 を等量混合し，L-アスコルビン酸を添加した培地を使用した．線維芽細胞用の培

地に添加されている線維芽成長因子 fibroblast growth factor (FGF) やインスリンは，細

胞分化の維持に関与している．また，L-アスコルビン酸はビタミン C としても知られて

おり，酸化ストレスによる傷害から細胞を保護する 31．本研究では，上皮と線維芽細胞

との細胞間相互作用を誘起し，培地成分に改良を加えることにより，均一な厚みを 7 日

間保持した肺組織モデルの構築に成功した． 

生体組織は，単に細胞が集積した三次元的な構造ではなく，複数の細胞が規則的に配

列し，組織構造を示す．三次元生体組織の構築において，生体と類似する構造形態や機

能の再現は重要な課題である．本研究で構築したモデルは，タイトジャンクション構成

タンパク質である ZO-1とアドヘレンスジャンクション構成タンパク質である E-カドヘ

リンが上皮細胞間に発現し，上皮-線維芽細胞間に局在する基底膜を認め，上皮極性を
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有することを確認した．これまでに報告されている肺スフェロイドを用いた感染実験で

は，上皮極性が認められていない 3, 4．上皮極性を有する本モデルでは，頂端側もしくは

基底側からの薬物投与や感染の影響を検討することができる．組織の形態や細胞の生存

率，機能の発現には，上皮と間質における相互作用だけでなく，組織の弾性率が深く関

与することが報告されている 32．組織弾性の決定には，コラーゲンやエラスチンといっ

た間質の線維成分が関連する．二次元培養では細胞が扁平に引き延ばされ，肺胞上皮と

線維芽細胞の相互作用が存在しないため，完全な基底膜の構成が不十分である 33．上皮

を線維芽細胞層に積層することは，ヒト組織構造だけでなく弾性率を含む生体組織の周

囲環境を模倣することが可能である．加えて，線維芽細胞はコラーゲンやラミニンなど

の細胞外マトリックス成分を産生する主要な細胞であることから，構築した三次元肺組

織モデルでは，Calu-3 細胞がヒト肺組織における呼吸細気管支上皮と類似する単層立方

上皮形態を示し，上皮-線維芽細胞間に局在する基底膜が認められたと考えられる．さ

らに，三次元肺組織モデルの TEER 値が二次元培養モデルと比較して低値を示すこと

も，細胞外マトリックス成分を豊富に含む線維芽細胞層が与える組織弾性が関与してい

ると推察された． 

肺炎と誤嚥性肺炎は，2021 年の厚生労働省による人口動態調査によると，死因の第 5

位と第 6 位を占めており，特に 70 歳以上の高齢者では死亡率が著しく増加する 34, 35．

健常者では，鼻咽腔から侵入する病原体は気道細胞の繊毛運動や上皮から産生されるム

チンによって排除されるが 29，物理的および化学的バリアから逃れた場合，細気管支や

肺胞へと到達する．高齢者では脳血管障害や認知症などの基礎疾患による嚥下障害や咳

反射の低下により不顕性誤嚥が生じやすい 36．S. pneumoniae は約 3-5%の高齢者の鼻咽

頭に常在し，195か国を対象とした1990年から2016年の下気道感染症の統計分析では，

70 歳以上の高齢者肺炎における死亡原因微生物の 1 位であった 37．これまでの三次元

肺組織モデルは，iPS細胞 10やヒトの気管や肺組織から細胞を単離したモデルが多く 38，
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煩雑な細胞操作や細胞の維持培養が困難であった．また，繊毛細胞を有する上気道や気

管細胞を用いた報告が多く 39, 40，下気道末端を模倣する肺組織モデルに関する報告は少

ない 4, 5．本研究では，呼吸細気管支を模倣する三次元肺組織モデルを構築した．さら

に，三次元肺組織モデルの頂端側から S. pneumoniae を感染させ，感染に伴う上皮バリ

ア傷害および感染組織から産生される炎症応答について解析し，ヒトの肺炎病態を反映

するモデルとして有用であることを示した． 

S. pneumoniae は気道上皮細胞に存在する表面受容体を介して細胞に定着する．これ

までに，S. pneumoniae は菌体表層に発現するコリン結合タンパク質である Choline-

binding protein A (CbpA) とヒトの高分子免疫グロブリン受容体との結合や，Choline-

binding protein E (CbpE) と血小板活性化因子受容体との結合を介して，宿主細胞に定着

することが報告されている 41．S. pneumoniae を感染させた三次元肺組織モデルでは，感

染二次元モデルと比較し，TEER 値の低下を認めた．また，非感染三次元モデルと比較

して，感染三次元モデルは上皮の頂端面側に発現する E-カドヘリンの染色性の低下，な

らびに，E-カドヘリン発現部位への菌体の局在を認めた．Streptococcus pyogenes の溶血

毒素ストレプトリジン S がカルシウムイオン依存性のシステインプロテアーゼである

カルパインを活性化し，上皮細胞間の接着分子である E‒カドヘリンやオクルディンを

分解することにより，S. pyogenes が細胞間隙経路から上皮バリアを突破することが明ら

かになっている 20, 21．S. pneumoniae が産生する孔形成毒素ニューモライシンにおいて

も，細胞外のカルシウムイオンを細胞質内に流入させることが報告されており，ニュー

モライシンによりバリア機能が傷害された可能性がある 42．Pneumococcal surface adhesin 

A (PsaA) はカルシウムイオン依存的に E-カドヘリンと結合することが報告されている

43．したがって，本研究では三次元肺組織モデルにおいて，PsaA を介した E-カドヘリン

への結合とニューモライシンによる上皮バリアの傷害により，S. pneumoniae が細胞間

隙経路を介して組織深部に侵入することが示唆された． 
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三次元肺組織モデルに S. pneumoniae を感染させたところ，IL-1βの産生量は，非感染

モデルや二次元モデル，線維芽細胞層と比較して有意に増加した．したがって，細胞間

隙経路から線維芽細胞内に侵入した S. pneumoniae は，上皮および線維芽細胞の細胞間

相互作用によって IL-1βの産生を誘導することが示唆された．IL-1βは，主に免疫細胞か

ら産生され，MAPK 経路および NF-κB 経路を介して炎症応答を活性させるとともに

44，タイトジャンクションの透過性を亢進させることが報告されている 45．IL-1βの産生

によって，バリア機能を担うタイトジャンクションの透過性が亢進し，TEER 値が低下

したと推察される．また，非感染三次元モデルと比較して，感染三次元モデルにおいて

細胞死の有意な増加を認めた．S. pneumoniae 感染において，IL-1βの産生が主にアポト

ーシス経路依存的である報告にも一致している 46．IL-6 は，非感染および感染三次元肺

組織モデルともに培養上清中から検出したが，非感染群と感染群における有意な差は認

められなかった．一方で，S. pneumoniae を感染させた線維芽細胞層からの IL-6 の産生

は非感染群と比較し，有意に増加した．IL-6 は感染応答だけでなく，癌細胞の分化増殖

にも関与する 47．過去には，癌細胞の上皮間葉転換研究において，ヒト正常皮膚線維芽

細胞と下咽頭癌細胞を共培養した場合の IL-6 産生量は，下咽頭癌細胞のみの培養の約

10 倍，線維芽細胞のみの培養の約 25 倍の量まで増加することが報告されている 48．ま

た，肺胞上皮癌細胞の培養上清で処理した正常肺線維芽細胞から産生される IL-6 は，

未処理と比較して約 3 倍程度増加するという報告もある 49．癌細胞培地に含まれる TGF-

βが正常肺線維芽細胞を活性化させ，線維芽細胞が産生する IL-6 量が増加したと考察さ

れている．本研究では，上皮に肺上皮腺がん由来の Calu-3 細胞を使用していることか

ら，肺腺がん細胞と正常線維芽細胞間で生じる細胞間相互作用によって，非感染および

感染三次元モデルから産生される IL-6 量に有意な差が認められなかったと推察した．  

呼吸器病原体が産生する病原因子や感染に伴う炎症応答が宿主の肺組織を傷害し，上

皮-血管内皮透過性を亢進させることにより，肺水腫など重症肺炎の病態が形成される．
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構築した三次元肺組織モデルでは，S. pneumoniae が上皮バリアを傷害し，線維芽細胞か

ら炎症性サイトカインが産生することを再現した．肺組織は，上皮と間質からのみ構築

されるわけではなく，血管やリンパ管，免疫細胞を有することで，多様で複雑な組織応

答が生じる．Haemophilus influenzae 感染においては線維芽細胞が CD4 陽性 T 細胞を活

性化させると報告がある 50．LbL 法を用いたモデルでは，血管網やリンパ管を含有する

生体モデルの構築が報告されている 15-19．S. pneumoniae 感染による肺炎病態の形成機序

の解明には，血管や免疫細胞を有する肺組織モデルを用いて感染応答を解析することが

重要であり，今後検討を加える必要があると考える． 

本研究で構築した三次元肺組織モデルは，上皮極性を示し，組織形態を模倣するモデ

ルであった．また，S. pneumoniae の感染に対し高い感受性を示したことから，生体機能

を模倣し，ヒトの肺炎病態を反映するモデルとして有用であることが示唆された．本モ

デルは，感染症の基礎研究をはじめ，動物モデルでは評価が困難であるシグナル経路の

解析や上皮と線維芽細胞の細胞間相互作用を反映した医薬品の毒性試験や創薬研究へ

の応用が期待される． 
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