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研究成果の概要（和文）：様々な種類の上皮立体構造は外環境由来の物理的因子によって自然に形作られる共通
性を持つと考えられる。一般的な組織において足場となる間質組織の環境は、基底膜を除いて、間葉系細胞が調
節していると考えられている。一方で、上皮細胞と足場の力学的特性は、細胞の牽引力や足場の網目構造変化な
どを介して、互いにフィードバックして制御されていると考えた。本研究では、in vitro系を用いて各種上皮細
胞と足場の力学的特性をデザインし、細胞と足場の力学的特性のリアルタイムモニタリング手法を樹立した。

研究成果の概要（英文）：Various types of epithelial three-dimensional structures are formed 
spontaneously by physical factors derived from the external environment. The components and 
structure of the stromal tissue which serves as the scaffold in tissues are regulated by stromal 
cells, except for the basement membrane. However, we consider that the mechanical properties of 
epithelial cells and scaffolds reciprocally communicated each other via cell traction and changes in
 the mesh structure of the scaffold. In this study, we designed the mechanical properties of various
 epithelial cells and scaffolds using in vitro systems and developed real-time monitoring methods 
for the mechanical properties of cells and scaffolds.

研究分野：発生学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
上皮細胞と足場の力学的特性のリアルタイムモニタリング手法は、今回主に用いたミュラー管上皮のみならず、
三胚様性の全ての上皮と足場の相互作用に応用可能であり、特に上皮構造が複雑な組織に適応することで、in 
vitroで上皮の形を再現することが可能になると考えられる。上皮が適切な形を取ることは、上皮の機能にも密
接に関わっているため、平面での細胞培養系や、オルガノイドなどの単純な三次元培養系に比べて、より生体に
近い評価系を提供できる可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 遺伝子工学手法が発展して以来、タンパク質などの生物学的シグナルが発生と形態形成へ与
える影響について研究されてきた。近年、バイオエンジニアリング手法によって、細胞外環境の
力学的特性を自在に変化させることが可能となってきた。例えば、細胞を一つのピースに見立て
て足場成分と形状を自在に設計するボトムアップ組織工学手法により、管状の血管新生を模倣
したり、皮膚の層構造を形成できる (Pauty et al., EBioMedicine, 2017; Yang et al., Biomaterials, 2005)。
これらの方法を利用して発生現象の中核となる物理法則を発見することで、遺伝子制御以外で
の発生と形態形成の共通性の理解に繋がることが期待される。しかし、これら研究の多くは独立
しており、ある組織の発生現象“ただ一つ”に適応することがほとんどである。 
多くの組織では、様々な機能を有した上皮と、それを支える間質からなる。上皮が正しく機能
するためには、適切な構造を形成している必要性がある。例えば、腸上皮は内腔側に突出した絨
毛構造を取り、栄養吸収の為に上皮表面積を増やす役割がある。この上皮立体構造は、近傍組織
がオーガナイザーとなり、タンパク質等の化学的因子を分泌することで誘導される。一方、外環
境の物理作用も上皮立体構造形成に重要な役割を持つ。マウス、ニワトリ、アフリカツメガエル
の腸上皮の絨毛は、平滑筋層が上皮層領域を制限し、その足場で上皮細胞が増殖した際に発生す
る互いに押し合う応力によって形成される (Shyer et al., Science, 2013)。また、マウス副精巣と卵
管などの上皮襞形成を数理モデル化し、上皮立体構造形成が上皮領域制限によって発生する応
力に支配的であることが示されている  (Hirashima, Devel cell, 2014; Koyama et al., Biophys 
Physicobiol, 2019; Inoue et al., Biomech Model Mechanobiol, 2020)。我々は新たにボトムアップ組織
工学手法を用いて、腸上皮細胞や血管内皮細胞を in vitro で三次元 (3D) 的に管状に配置して培
養する系を確立し、管状で培養するだけで腸の絨毛様の突起や血管新生様の陥入を誘導できる
ことから、細胞で発生する応力が上皮立体構造形成の誘導に十分であることを証明している。こ
のように、上皮立体構造は外環境由来の物理的因子によって自然に形作られる共通性を持つと
考えられる。 
 一般的な組織において足場となる間質組織の環境は、基底膜を除いて、間葉系細胞が調節して
いると考えられている。対して、申請者の新たな 3D管状腸モデルを用いて、上皮シートにおけ
る応力の不均衡を生じさせると、上皮細胞はアクチンストレスファイバーを足場側に強く発現
することがわかった。このことより上皮細胞が足場を牽引して足場物性を変化させると考え、管
状足場の力学的特性をリアルタイムでモニタリングするシステムを開発して測定したところ、
腸上皮細胞は足場のゲルの硬さを柔らかくした。このことより、上皮立体構造形成には外環境よ
り発生する物理作用が重要であるが、外環境の物性もまた上皮細胞自身が能動的に制御してい
る可能性が考えられる。そこで、細胞と足場の力学的特性は、細胞の牽引力や足場の網目構造変
化などを介して、互いにフィードバックして制御されていると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、in vitro 系を用いて各種上皮細胞と足場の力学的特性をデザインし、細胞と足場
の力学的特性のリアルタイムモニタリングを樹立することで、上皮と足場のフィードバック機
構が様々な上皮立体構造形成へ与えるの影響を解明することである。 
 
３．研究の方法 
(1) 上皮細胞の作製 
 本研究では主に中胚葉由来であるミュラー管上皮細胞を用いた。上皮細胞にかかる力をリア
ルタイムで間接的に計測するためには、細胞の形を非侵襲的に観察する必要がある。p53ノック
アウトマウス由来胎生期卵管未分化上皮株細胞 (E1) に、レトロウイルスを用いて膜型 EGFPを
恒常的に発現させた mGE1細胞を作製した。 
 ミュラー管上皮細胞を多能性幹細胞から誘導するために、iPS細胞からミュラー管細胞への効
率的な誘導方法を探索した。 
 
(2) 力学特性を操作可能な 3D培養法の構築 
 生体由来のメタクリロイル化ゼラチン (GelMA) を用いてゲルを作製し、GelMA に各種生体
マトリックス因子を包含させてゲル化させることで、足場の組成/硬さ/物性/形を変化させる。形
は平面と管状の足場を作製した。 
 
(3) 上皮の立体構造と足場の力学特性の評価法の確立 
膜型 EGFPを発現する上皮細胞を観察することで、上皮組織としての立体構造を観察し、上皮
の凹凸を 3D画像から評価した。細胞の形から上皮細胞にかかる力を推定した。作製したゲルに
コラーゲンを包含させることで、第 2 高調波発生またはコラーゲンの免疫蛍光染色によってコ
ラーゲンファイバーの形状を測定した。 
 



４．研究成果 
(1) 上皮細胞の作製 
 本研究では雌性生殖器の原基となるミュラー管上皮細胞を主に用いた。そこで多能性幹細胞
から雌性生殖器原基のミュラー管と雄性生殖器原基のヴォルフ管を誘導するために、iPS細胞か
らミュラー管細胞への効率的な誘導方法を探索した。発生的な類似組織である腎臓の誘導を参
考したところ、レチノイン酸を添加し、Wntシグナルを活性化することによって、安定的に iPS
細胞よりミュラー管の前駆細胞である中間中胚葉細胞株が誘導でき、中間中胚葉細胞株の
SAMD2/3 シグナルを抑制することでヴォルフ管細胞を誘導した。さらに細胞の凝集による圧力
が、ミュラー管への分化に関与していることを解明し、iPS細胞よりミュラー管上皮細胞の誘導
方法を樹立した (Fig. 1; Nakajima et al., FEBS Open Bio, 2024)。 

Fig. 1  ヴォルフ管とミュラー管の発生様式 
 
(2) 力学特性を操作可能な 3D培養法の構築 
 GelMA に対してコラーゲンを含有させることで、第 2 高調波発生またはコラーゲンの免疫蛍
光染色によってコラーゲンファイバーをゲル中で検出する方法を確立し、ゲル網目構造の変化
を可視化した。本研究で用いた雌性生殖器は、同一のミュラー管から主に子宮と膣に分化する。
生体組織の子宮と膣の硬さと物性を押し込み試験により測定し、GelMA の合成方法を調整する
ことによってそれらの足場の硬さと物性を模倣することに成功した。 
 さらに GelMAに間質細胞を含有させると、より上皮と足場のフィードバックを観察できると
考えた。しかし、間質細胞を GelMAに含有させると、間質細胞の牽引力とタンパク質分解酵素
によってゲルが崩壊する。そこで表面化学的にゲルをデバイスに接着させ、タンパク質分解酵素
の働きを抑制することでゲルの崩壊を抑制し、上皮と間質細胞の共培養系を樹立した。 
 これらの手法はガラス材料上の平面ゲル作製のみならず、シリコーンデバイス上の管状ゲル
作製にも応用可能であることを確認した。 
 
(3) 上皮の立体構造と足場の力学特性の評価法の確立 
膜型 EGFPを発現する上皮細胞を観察することで、上皮組織としての立体構造を観察し、上皮
の凹凸を 3D画像から自動で評価する画像解析手法を樹立した。間質にかかる力の測定は、コラ
ーゲンファイバーの構成から間接的に推定可能である。 
 
 これらの結果より、ミュラー管上皮細胞を持ちいた上皮―間質のフィードバック機構を解明
する手法を樹立することができた。今後は、この系を利用して各種フィードバック機構が上皮立
体構造形成に与える影響を詳細に解明する予定である。 
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