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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、まず、間充織極性に関わるWnt signal関連遺伝子の発現について検
討を行った。scRNA-seqおよびIn situ hybridizationにより、気管極性過程において発現するWnt関連遺伝子を
同定した。また、呼吸器間充織をIn vitro再構築することで、間充織極性化の過程を培養皿上で解析するシステ
ムの構築に挑戦した。ヒトおよびマウスES細胞から呼吸器間充織細胞を分化誘導することに成功した。現在、こ
れらの細胞を上皮細胞と混合し、間充織細胞が極性化する過程を構築している。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to explore the Wnt-related genes which are 
expected to be involved in mesenchymal polarization of the trachea. scRNA-seq transcriptomics and 
its validation with in situ hybidization have identified several Wnt signaling components during 
mesenchymal polarization. We also tried to establish the system in which the process of mesenchymal 
polarization can be analyzed in vitro. We have succeeded in generating tracheal mesenchyme from 
human/mouse embryonic stem cells. We are currently combining these mesenchyme with epithelial cells 
to recapitulate the process of tracheal mesenchymal polarization. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は先行研究において、気管が正しい長さと太さに成長するためには、間充織細胞の極性化が必要であること
を見出した。一方、これまでの当該分野の研究の多くは上皮細胞に焦点をあっており、間充織組織の発生につい
てはあまり研究されていなかった。本研究では、呼吸器間充織細胞をヒト幹細胞から作成することを世界に先駆
けて成功した。これらの細胞を上皮細胞と混合培養することで、ヒト臓器の形成過程を培養皿上で再構築する技
術の確立に繋がる。これらの技術はヒト臓器の正常な形成機構の解明・病態の理解につながると期待される。

※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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１．研究開始当初の背景 
 
臓器のかたちは、個々の細胞の振る舞いや細胞間の協調的な運動によって決定づけられる。細

胞の極性化は、細胞や組織に方向性や協調性を付加する過程であり、臓器が正しい三次元構造を

作るために必須である。我々は先行研究において、間充織細胞が上皮組織方向に極性を同調させ

ながら、マウス気管管腔の長さを決定していることを発見した。これらの結果は、臓器の形態形

成における間充織細胞の極性化の重要性を示している。しかしながら、臓器の間充織の発生過程

を研究する適切なモデルはこれまで確立されていなかった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究計画では、気管発生における間充織細胞の極性化を制御する上皮―間充織相互作用を

理解することを目的とする。さらに、マウスおよびヒト幹細胞を用いた再構成論的アプローチに

より、気管発生における間充織細胞の極性化過程を培養皿上で再構築することに取り組んだ。 
 
 
３．研究の方法 
 

（１） 先行研究において、呼吸器における間充織細胞の極性化には Wnt signaling の活性

化が関与する可能性が示唆されている。そこで、気管間充織が極性化する過程にお

いて発現する Wnt signaling 関連遺伝子を single cell RNA sequence(scRNAseq)お

よび in situ hybridization により解析した。 

（２） ヒトおよびマウス幹細胞から、呼吸器の上皮細胞および間充織細胞を作成する分化

誘導系を樹立し、これらの細胞を混合培養することで、間充織細胞極性化の in vitro

再構成に挑戦した。 

 
 
４．研究成果 
 

（１） scRNA-seq 解析により、呼吸器間充織細胞および上皮細胞に発現する Wnt signal 関

連遺伝子を網羅的に解析した。その結果、これらの組織において高い発言を示す Wnt

関連遺伝子を明らかにすることができた。 

（２） まず、ヒトおよびマウス幹細胞から、呼吸器上皮細胞ならびに間充織細胞を誘導す

ることから始めた。呼吸器上皮細胞の分化誘導方法については、既報が存在したた

め、これらの条件を基に、分化誘導条件を検討した。その結果、ヒト・マウスいず

れの幹細胞からも高効率に呼吸器上皮細胞を分化誘導する系を確立することに成功

した。次に、呼吸器間充織細胞の分化誘導に取り組んだ。幹細胞から標的細胞を樹

立するためには、正常な発生過程を理解する必要性があった。そこで、マウス胎児

の scRNAseq のデータを解析し、呼吸器固有の間充織に分化するために必要なシグナ

ル伝達経路を明らかにした。その結果、レチノイン酸・BMP・Hedgehog・Wnt シグナ

ルの活性化が必要であることが分かった。これらのシグナルの活性化を幹細胞から 

 
 
 
 



図２ 呼吸器オルガノイド 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
図１ ヒト幹細胞からの呼吸器間充織細胞の分化誘導 
 
の分化誘導実験に適用することで、ヒトおよびマウス ES
細胞から呼吸器固有の間充織細胞を誘導することに成功
した (図 1)。次に、樹立した間充織細胞と上皮細胞を融
合することによって、間充織を豊富に含むオルガノイドの
作製することに挑戦した。培地や混合する細胞比、培養プ
レートなど種々の培養条件を検討した結果、より生体の呼
吸器に近い構造を有したオルガノイドを作成することが
できた(図２)。 
 以上の検討結果から、ヒト呼吸器の間充織細胞と上皮
細胞を誘導し、共培養する実験系を確立することに成功
した。この共培養系は、間充織細胞の極性化を初めとし
た上皮細胞と間充織細胞の相互作用を研究する有用なモ
デルとなりうる。 
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