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研究成果の概要（和文）：器官形成における上皮と間充織の相互作用では、間充織が主導的に上

皮の運命を決定する。しかしその決定メカニズムは不明であった。我々は簡便な株細胞(不死化

細胞)の樹立法と、その株細胞を用いて上皮の運命決定を再現できる実験系の開発に成功した。

そして間充織由来の液性因子Follistatin-like 1が運命決定因子であることを世界に先駆けて

初めて明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Mesenchyme plays critical roles in “fate-determination of 
undetermined epithelial cell” during organogenesis. Because of the complexity of tissue 
interactions in the process, however, little is known about the precise mechanisms. We 
have established a model for studying the process by establishing epithelial and 
mesenchymal cell lines, and then identified Follistatin-like 1 as one of the mesenchymal 
factors determining epithelial cell fate. 
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１．研究開始当初の背景 
(１) 歴史的背景  
シュペーマンは脊索による神経管誘導を
“一次誘導”と呼び、引き続き起こる器官形
成を“二次誘導”と呼んだ。脊索因子の探索
およびその作用メカニズムの解析研究は、近
年急速に進展し、その全容が明らかにされつ

つある。一方二次誘導の研究は 1950 年代か
ら始まり、多くの興味深い現象を明らかにし
た。その数例を挙げると、① 歯形成：ニワ
トリ胚の咽頭上皮とマウス胚の臼歯原基間
充織を組み合わせると、“ニワトリの歯”を
形成する(Kollar & Fisher,1980)、② 乳腺：
マウス胚の乳腺原基上皮と唾液腺原基間充
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織を組み合わせると、“乳タンパクを産生す
る唾液腺構造物”を形成する(Sakakura et 
al.1976)、③ 胃腸形成: ニワトリ胚の前胃
と砂嚢の原基間で上皮をヘテロに組み合わ
せると、上皮は原基間充織の指示に従って分
化する(Mizuno et al. 1986)、④ 子宮と膣
の原基間で上皮をヘテロに組み合わせると、
上皮は原基間充織の指示に従って分化する
（Cunha, 1976）。同様な現象は他の多くの器
官形成においても報告されており、「間充織
が上皮細胞の運命決定を行う」ことを明らか
にしているが、その間充織由来の上皮運命決
定因子（または誘導因子）は未だに明らかに
されていなかった。 
 
(２) 因子探索の障害 
我々はなぜ未だに上皮運命決定因子の探索
が不成功なのかを検証し、次のように推測し
た。①発生途上にある細胞・組織は刻々と分
化し、産生されている決定因子は捉えにくい。 
②原基自体が微小で、因子探索は困難である。 
③候補因子を決定因子と判定する系の確立
が困難である。これらが要因となり、探索が
困難であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
間充織による上皮の運命決定機構には、”一
過的・立体的・微視的”といった特徴があり、
それが分子レベルの解析を困難とさせてい
る。我々は p53 欠損マウスの多種多様な成獣
組織から特異性を維持したクローン性(不死
化)株細胞を、また発生期の組織からは時期
特有の性質(機能未決定・幹細胞・前駆細胞)
を維持した株細胞の樹立に成功している。そ
こで我々は、上皮運命決定誘導に付随する上
記問題点を克服するため、形態形成期の p53
欠損マウスより上皮・間充織由来の株細胞を
樹立し、その株細胞を用いて上皮の運命決定
を再現できる実験系の開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1)株細胞の樹立と特性化 
p53 欠損マウスの様々な器官より、発生運命
が未決定時期より上皮株細胞を、運命決定誘
導期より間充織株細胞を樹立する。その後、
特異的な中間フィラメントマーカー(上皮：
cytokeratin、間充織：vimentin)の発現解析
によって、樹立した株細胞の特性化を行った。
各器官において時期・領域特異的な遺伝子マ
ーカーが存在するものについては、それら遺
伝子マーカーの発現解析も行った。 
 
(2)上皮の運命決定誘導系の開発 
①雌性生殖器官、舌に由来する株細胞 
コラーゲンゲルを用いた3次元培養を行った
誤、組織学的解析により上皮株細胞の特性化
を行った。この方法とは別にカルチャーイン

サートを用いた上皮・間充織の共培養を行っ
た後、RT-PCR 解析により上皮株細胞の特性化
を行った。さらに上皮株細胞を用いた組織張
替え実験を行い、上皮の特性について詳細な
解析を行った。 
②口腔組織に由来する株細胞 
器官培養法(Nakao et al., 2007)に樹立した
株細胞を用い、組織学的解析により器官形成
の進行について検証した。 
 
(3)運命決定因子の探索と同定 
非接触型共培養によって、卵管上皮の運命決
定誘導が確認されたことり、運命決定因子が
液性因子と推測された。そこで運命決定能を
もつ間充織株細胞を対象にシグナルシーク
エンストラップ法を用いて、運命決定因子の
探索・同定を行った。 
 
４．研究成果 
(1) p53欠損マウス卵管由来の上皮・間充織
細胞株の共培養実験から、運命未決定型上皮
細胞株を卵管繊毛型上皮細胞へと運命決定
誘導能をもつ間充織細胞株を選別した。さら
にシグナルシークエンストラップ法を用い
て、その運命決定誘導に関与する間充織由来
分泌性因子Follistatin-like 1(Fstl-1)を
単離した(Umezu et al., 2010)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(2)運命未決定型上皮細胞(E1細胞)を成体の
卵管上皮と同様な形態に分化誘導できる実
験系の開発に成功し、卵管の部位によって間
充織細胞の誘導能が異なること、卵管上皮細
胞の運命決定誘導が不可逆的であることを
明らかとした(Yamanouchi et al., 2010)。 



(3)p53欠損マウス膣由来の上皮・間充織細胞
株の共培養実験から、膣上皮の多層化誘導能
を有する、および有しない間充織細胞株を選
別した。マイクロアレイ解析により、膣多層
化誘導に関与する遺伝子の網羅的探索を行
った結果、間充織に特異的な発現をする2つ
の候補遺伝子を同定した。 
 
(4)p53欠損マウス新生仔より卵管、子宮、膣
由来の間充織細胞株を多数樹立した。上皮・
間充織細胞株の共培養実験から、卵管分泌型
上皮、子宮上皮、膣上皮への運命決定能力を
もつ候補間充織細胞株を選別した。現在、運
命決定能について組織の張替え実験系を用
いてさらに検証している。 
 
(5)マウス組織の異所移植実験から、ごく数
例ながら胎仔マウス舌上皮細胞を成体の舌
上皮と同様な形態に分化させることに成功
した。今後この実験系を改変して舌上皮の分
化メカニズムの解明を行っていく。 
 
(6)Caイメージング解析から樹立したp53欠
損マウス舌由来の上皮・味蕾細胞株に成体マ
ウスの味蕾細胞と同等な味覚刺激応答性が
あることを明らかとした。 
 
(7)p53欠損マウス胎仔歯胚由来上皮細胞株
を用いて、高効率で歯胚再形成を可能にす
る実験系の開発に成功した。 
現在、その実験系を用いて歯胚形成のメカ
ニズムの解析を進めている。 
 

(8)p53欠損マウス胎仔の口腔粘膜上皮細胞
株を用いた組織張替え実験において、口腔
粘膜上皮細胞が歯胚上皮へ転分化しうるこ
とを明らかとした(Takahashi et al., in 
press)。 

(9)p53欠損マウス胎仔の歯胚間葉から多数
のクローン性株細胞樹立を樹立した。その
中から、血管内皮細胞株（30%）を除外し、
残りの70%の細胞株について歯小嚢マーカ
ー遺伝子発現の有無により２グループに分
類した。現在、それら細胞株に識別マーカ
ーを導入した亜株を作製して、歯根膜細胞
株、セメント芽細胞株、歯槽骨細胞株なの
かどうかについて歯胚再形成実験を行い検
証している。 
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