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研究成果の概要（和文）：気管と食道の形成は前腸と呼ばれる一本の管から分岐することから始まる。この過程
では、上皮細胞と間充織細胞の相互作用が必要であり、その異常は気管食道分岐異常を引き起こす。本研究で
は、ヒト幹細胞から呼吸器および食道の上皮ならびに間充織を分化誘導する実験系を樹立し、これらの細胞を融
合することで、間充織と上皮細胞の双方を含む気管および食道のオルガノイドの三次元構造を効率的に樹立する
ことに成功した。さらに、これらのオルガノイドでは、上皮細胞と間充織細胞の相互作用が観察された。今後、
この技術は気管食道の分化や極性化といった正常発生のシステム、さらには病態の理解に向けてのモデルシステ
ムとしての期待される。

研究成果の概要（英文）：The trachea and esophagus are originated from a single common tube, foregut,
 throughout the interaction between epithelial and the surrounding mesenchyme. The failure of this 
interaction results in severe developmental birth defects such as tracheo-esophageal fistula. In 
this study, we separately generated respiratory and esophageal mesenchyme from human pluripotent 
stem cells by mimicking the process of normal organogenesis. Furthermore, these cells were combined 
to establish more complex organ-like structure. In the organoids, we observed signaling interaction 
between epithelial cells and the surrounding mesenchymal cells. This technique can be applied for 
the study of normal human organogenesis and disease modeling.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、間充織細胞を豊富に含む呼吸器並びに食道オルガノイドをヒトES細胞から作成する儀実基盤を確
立することができた。本研究成果は、ヒト臓器の正常発生を研究するモデルとして有用なツールとしての活用が
期待される。さらに、これらのオルガノイドにおいて、呼吸器・食道疾患に起因する遺伝子を操作することによ
って、病態を培養皿上で再現するモデルとして期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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図１臓器間充織細胞分化の模式図 

図２ヒト ES由来臓器間充織のマーカー遺伝子発現 

１．研究開始当初の背景 
 申請者らは、気管と食道の長さと太さが異なる遺伝プログラムによって制御されていること
を明らかとしてきた。マウス遺伝学により、気管と食道の長さはWnt5aが平滑筋前駆細胞の極
性を調節することによって調節されており、気管の太さは Sox9遺伝子による軟骨細胞の分化制
御によって調節されることを報告した。これらの結果は、気管食道の形成形成には間充織細胞の
正常な発生が不可欠であることを示している。しかしながら、生体の深部で生じるこれらの発生
現象を解析することは技術的に困難であった。 
 臓器の構造を模したオルガノイドの樹立は、こうした問題を解決する一つの技術として世界
的に注目を浴びている。申請者らは、臓器オルガノイドの研究において世界をリードするシンシ
ナティ小児病院（Aaron Zorn博士および James Wells博士）と連携し、ヒト幹細胞より、気管・
食道の臓器を模した三次元構造を in vitroで作成する技術の確立に取り組んだ。研究開始当時報
告されていた、呼吸器及び食道オルガノイドはいずれも上皮細胞によって構成され、間充織細胞
はほとんど含まれていなかったため、臓器間充織細胞を作成する技術の確立から開始した。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではヒト ES 細胞から間充織細胞を豊富に含む気管・食道オルガノイドを作成し、上
皮・間充織相互作用ならびに間充織細胞の発生の仕組みを明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 臓器固有の間充織細胞の分化誘導系の確立 
 申請者らは、マウス胎児（8.5,9.0, 9.5 日胚）の前腸から single cell RNA sequence 解析を
行い、臓器固有の間充織のマーカー遺伝子の単離を行った。さらに、間充織細胞の分化に必要な
シグナル伝達因子を同定した。これらの情報をヒト ES 細胞の分化誘導系に反映させることによ
って、呼吸器・食道を含む臓器固有の間充織細胞を誘導した（図１）。 
(2) 呼吸器並びに食道に分化可能な前駆上皮細胞の樹立 
 ヒト ES 細胞から呼吸器および食道の上皮細胞の前駆細胞である前腸内胚葉細胞を誘導する条
件を検討した。特に NOGGIN,RA,を初めとした成長因子の濃度、添加時間について検討を行った。 
(3) 間充織細胞を豊富に含む呼吸器並びに食道オルガノイドの樹立   
 上記の(1)(2)で作製した細胞をを融合することで、生体内の臓器に近いオルガノイドの３次
元構造の作出を行った。上皮細胞・間充織細胞の数、比率、融合するタイミング・細胞外基質の
種類、成長因子の種類等について検討した。作成したオルガノイドについて、マーカー遺伝子の
発現、および発生に重要なシグナル伝達分子の発現について定量 PCR および免疫染色、in situ 
hybridization を行った。 
(4) オルガノイドの成長並びに成熟の誘導 
 平滑筋前駆細胞を含む成熟したオルガノイドの作製するため、in vitro の長期培養および、
マウス腎臓への移植実験を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 臓器固有の間充織細胞を
誘導するためのシグナル経路
を、マウス胎児を用いた 1細胞
RNA 解析から推定し、これらの
シグナルを制御する成長因子
や化合物を培養液に添加する
濃度やタイミングを検討した
結果、pFG-SpM(後方前腸臓器中
胚葉)に RA/BMP シグナルを活
性化させると肝臓の間充織細
胞が誘導されることや、
RA/BMP/WNT シグナルを活性化
すると肝臓線維芽細胞が誘導
されることが分かった（図２a、
b）。一方、pFG-SpM の RA/HH シ
グナルを活性化しつつ BMP シ
グナルを不活性化すると、胃の
間充織細胞が形成されること
が分かった（図２c）。興味深い
ことに、同様の誘導を aFG-
SpM(前方前腸臓器中胚葉)に施
すと、食道の間充織細胞が誘導
された(図２e)。さらに、aFG- 



図４呼吸器及び食道上皮前駆細胞の樹立 

図５間充織を含む呼吸器及び食道オルガノイドの樹立 

図５呼吸器オルガノイドにおける各種マーカー遺伝子の発現 

図３ヒト ES由来軟骨及び平滑筋細胞 

SpMにおいてRA/HH/BMP/WNTシグナルを活性化す
ることで、呼吸器の間充織細胞が誘導された(図
２d)。さらに、作製した呼吸器間充織細胞を長期
間培養することによって、気管間充織の特徴であ
る軟骨細胞と平滑筋細胞に分化することが確認
できた（図３）。 
 
(2) 呼吸器と食道上皮は共通の前駆細胞から発生するため、まず共通前駆細胞を作製することか
ら始めた。添加する増殖因子の濃度、時間の検討から、呼吸器および食道の上皮細胞に分化でき
る前駆細胞を効率的に誘導することに成功した（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 正常な気管食道発生には上皮と間充織の相互作用が不可欠である。そこで、１）２）で作製
した細胞を融合することでより、発生過程の組織形態に類似した三次元構造体の作製を試みた。
条件検討の結果、上皮組織が間充織組織に覆われた呼吸器並びに食道オルガノイドを作成するこ
とに成功した（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 いずれのオルガノイドにおいても各種マーカー遺伝子（呼吸器: NKX2-1, TBX4, WNT2, TBX5, 
食道: SOX2, P63, FOXF1）の発現を確認することができた（図６）。また、いずれのオルガノイ
ドでも、SHH が上皮細胞に発現しており、間充織では HH シグナルの標的である GLI1 が発現して
いた。即ち、作製したオルガノイドでは正常発生に必要な SHH シグナルを介した上皮間充織の相
互作用が観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) 平滑筋を含むオルガノイドを誘導するため、in vitro での長期培養を行った。分化に必要
な成長因子の添加やマトリゲルを初めとした基質の添加を初めとした条件検討を行ったが、間充
織細胞の平滑筋の分化はほとんど観察されなかった。そこで次に、(3)で作製したオルガノイド
をマウスの腎増に移植することで成長分化を促進した。その結果、呼吸オルガノイドでは平滑筋
は形成されなかったものの、食道オルガノイドの間充織はほとんど平滑筋細胞と分化した（図６）。 
 
 



図６食道オルガノイドにおける各種マーカー遺伝子の発現 
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