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研究成果の概要（和文）： 

 マウス胚の肺と唾液腺を用いて，上皮から分泌され上皮に作用する自己分泌型シグナル分子
が分枝形態形成に関与するかを研究した。肺上皮を用いた培養実験により，外来性の FGF10 は
上皮の FGF１，FGF9 の産生を促進し，これが自己分泌型で作用して最終的に分枝を誘導するこ
とを，また，唾液腺上皮を用いた培養実験により，上皮間には反発作用が働き，その強弱が分
枝パターンを規定することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
   The present study focused on the molecules that affected the epithelium via 
autocrine signaling during branching morphogenesis of embryonic mouse lung and 
salivary gland. It was revealed that branching morphogenesis of lung epithelium was 
driven by autocrine FGF1 and FGF9 upregulated by exogenous FGF10, and that there 
worked repulsion between salivary epithelial lobules. 
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１．研究開始当初の背景 
 分枝形態形成は哺乳動物の唾液腺，肺，
膵臓，腎臓，乳腺，前立腺などの内臓器官
に広く認められる基本的な形態形成パター
ンであり，上皮の分枝形態形成には周囲の
間充織との相互作用が不可欠であるとされ
ている。我々はマウス胚の唾液腺原基と肺
原基を用いて，間充織を除去した上皮をマ

トリゲルに包埋して培養する上皮単独培養
法を開発し，上皮を分枝させるには，唾液
腺 上 皮 で は  Epidermal Growth Factor 
(EGF)ファミリーの分子を，肺上皮では 
Fibroblast Growth Factor (FGF)ファミリ
ーの分子を培養液に添加する必要があるこ
とを明らかにした (Nogawa & Takahashi, 
1991; Nogawa & Ito, 1995)。これらの結果



 

 

は，間充織から傍分泌される成長因子によ
って上皮の分枝形態形成が誘導されること
を示している。 
 その後，各種成長因子遺伝子のノックア
ウトマウスの表現型の解析等の研究結果の
蓄積があり，肺の分枝形態形成のメカニズ
ムについて，発生生物学の教科書には以下
のように現在は記載されている。間充織で
は FGF10産生部位が局在しており，そこか
ら分泌された FGF10に反応した上皮は成長
すると同時に間充織に向かって  Sonic 
Hedgehog (SHH)を分泌する。SHHには FGF10
の産生を抑制する作用があり，間充織の
FGF10産生部位は２つに分けられ，それを追
って上皮も成長し２又に分かれるというも
のである。このように，これまでの研究で
は，上皮・間充織間相互作用を仲介する傍
分泌型シグナル分子に関する研究が中心で
あり，上皮で産生・分泌され，上皮に作用
する自己分泌型シグナル分子は全く考慮さ
れてこなかった。 
 
 
２．研究の目的 
 マトリゲル包埋した上皮の単独培養実験
を繰り返しおこない，培養液に添加した成
長因子の影響を検証していくと，「間充織
から分泌された成長因子あるいは培養液に
添加した成長因子は上皮の分枝形態形成を
直接的に誘導しているのか？」という疑問
が生じてきた。間接的な誘導，すなわち，
外来性の成長因子によって，上皮で別な成
長因子の産生・分泌が誘導され，これが自
己分泌型で上皮自身に作用し，分枝形態形
成を直接的に誘導しているのではないかと
いう可能性である。この可能性について検
証した研究報告はこれまで無い。 
 研究報告が無い理由として，「誘導は間
充織からの傍分泌型シグナル分子による」
という概念に多くの研究者が捕われていた
こと，そして自己分泌型シグナル分子の関
与を証明することが難しい点が挙げられる。
本研究では，自己分泌型シグナル分子が分
枝形態形成へ関与していることを証明する
ことを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 上皮の分枝形態形成への自己分泌型シグ
ナル分子の関与を明確に示した実験はこれ
まで無く，その実験方法の開発自体が重要な
ステップとなる。我々の開発した間充織を除
去した上皮単独培養の系が有用であると考
え，この培養系にさらに工夫を加えた培養法
を考案した。自己分泌型シグナル分子には分
枝を促進するものと抑制するものとの２種
類が想定されるので，それぞれに対応した２

種類の培養法を考案した。 
 
(1) 促進因子を調査するための震盪培養 
 上皮単独培養では，上皮はフィルター上
でマトリゲルに包埋され，培養液中に沈め
られる。この時，培養ディッシュを震盪す
ると上皮はフィルター・マトリゲルと共に
培養液中で揺れ動くことになる。自己分泌
型因子が拡散性の場合，震盪により培養液
への拡散が促進され，上皮近傍での濃度低
下を招き，その影響が現れると予想した。
震盪条件は，2cm 幅の往復運動，85rpm とし
た。 
 
(2) 抑制因子を調査するためのトライアン
グル培養 
 上皮１個を単独培養した場合，上皮は放
射状に均等に成長する。そこで，３個の上
皮をそれぞれ約 150μm ほど離して仮想正
三角形の各頂点に配置し，上皮単独培養を
おこなうことを考えた。各上皮が放射状に
均等に成長すると，三角形の中央では互い
に接近することになる。抑制的に働く因子
が自己分泌されている場合は，接近した上
皮間に反発行動が観察されると予想した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 分枝を促進する自己分泌型シグナル分 
 子の研究 
① 肺上皮をFGF10添加培地で静置培養と震
盪培養し，その結果を比較した。震盪培養
では，分枝の頻度が低下し，成長も悪くな
ることが観察できた（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 

図１ 11 日胚の肺上皮を FGF10(600 
ng/ml)を含む培養液中で(A)静置
条件と(B)震盪条件で２日間上皮
単独培養した。 

 
 同様の実験をFGF1添加培地でおこなった
ところ，両者に差が認められないことから，
震盪による機械的ダメージの可能性は排除
でき，差の原因は自己分泌型促進因子の濃
度低下が主であると考えられる。 
② 自己分泌型促進因子の候補分子として
FGFs（マウスでは 22種が現在報告されてい
る）のどれかが考えられたので，まず，肺
上皮での発現を調査した。FGF11−14 は細胞
外に分泌されないので，この 4 種を除いた
18 種についてプライマーを設計し，肺原基



 

 

から単離した上皮ならびに培養した上皮に
ついて，その発現を RT-PCR 法により調査し
た。その結果，11 日胚の肺上皮では FGF1，
-5，-9，-17，-18 の５種が発現しているこ
とが判明した。また，FGF10 添加培養された
肺上皮では，FGF1，-9，-18 の 3 種に FGF10
濃度依存的な発現上昇が認められた。 
③ 上記 5 種の FGFs に分枝誘導能があるか
を調査した。その結果，FGF1 と FGF9 に分枝
誘導能があり，震盪培養と静置培養との間
で差が無いことも判明した。 
 以上の結果は，外来性の FGF10 が上皮に作
用して FGF1 と FGF9の産生・分泌を促し，こ
れが自己分泌型で上皮に作用して分枝が誘
導されるという仮説を強く支持している。 
 
(2) 分枝を抑制する自己分泌型シグナル分 
 子の研究 
① 唾液腺上皮１個を培養する時，EGFファ
ミリーの Neuregulin (NRG)とその補助因子
である Lysophosphatidic acid (LPA)添加
条件では密な分枝が観察され，FGF ファミ
リーの FGF1 添加条件では分枝よりも伸長
が顕著で疎な分枝が観察される（Morita & 
Nogawa, 1999; Nitta et al., 2009）。そこ
で上皮３個をトライアングル培養したとこ
ろ，NRG+LPA 条件下では分枝しながら成長
し，各上皮は互いに接近するのに対して，
FGF1 条件下では互いに避け合いながら伸
長することが観察された（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 13 日胚の唾液腺上皮３個を離
して置き，(A)NRG (20 ng/ml)+LPA
と(B)FGF1(500 ng/ml)を含む培養
液中で２日間上皮単独培養した。
各赤線は培養開始時の３個の上
皮の輪郭と位置を示す。 

 接近した部位での上皮の増殖を BrdU の
取り込みで調べたところ，増殖の低下が観
察された。 
 これらの結果は，FGF1添加培養された上
皮は，NRG+LPA 添加培養された上皮と比較
して自己分泌型抑制因子を多く分泌してお
り，上皮どうしが接近すると抑制因子の濃
度が高まり増殖が抑えられ，上皮は濃度の
低い方向へ増殖・伸長することで分枝が疎
な形態をとることを示唆している。 
② 反発作用を担っている分子 (リペラン
ト)の候補を探索した。TGFβには上皮の増
殖を抑制する作用があることがこれまで多
く報告されているので，有力な候補分子の
１つと考えられる。その阻害剤 SB431542 
を培養液に加えてみたところ，反発作用の
低下は観察されなかった。残念ながら，研
究期間内にリペラントの解明には至らず，
現在も継続研究中である。なお，反発作用
は震盪培養の影響を受けないことから，リ
ペラントはマトリゲルと強く結合して拡散
し難い性質を持った分子と考えられる。 
 
(3) まとめ 
 以上の結果は，肺上皮の分枝形態形成へ
の自己分泌型FGFsの関与と唾液腺上皮の分
枝形態形成への自己分泌型リペラントの関
与を，高い確実性をもって証明したものと
考えている。材料を入れ替えての唾液腺上
皮での促進因子と肺上皮での抑制因子の関
与の研究を現在進めており，今後論文にま
とめて公表する予定である。自己分泌型シ
グナル分子の関与はこれまで考慮されてこ
なかったシグナル経路であり，分枝形態形
成において自己分泌型シグナル分子は脇役
どころでなく，主導的な役割を演じている
ことを本研究結果は強く示唆している。 
 肺，唾液腺以外の分枝器官（膵臓，腎臓，
乳腺，前立腺など）についても，この視点
に立ってその発生機構を解明することは興
味深く，また実り多い成果が期待できると
思われる。さらには，近年注目されている
再生医療においても，そこでは成体幹細胞
なりiPS細胞を出発材料として移植可能な
３次元臓器をインビトロで作製することが
研究開発途上にあるが，自己分泌型シグナ
ル分子の関与を考慮しておくことは，イン
ビトロ培養条件を確立する際に多いに役立
つはずである。したがって，今回の研究結
果は一部の器官の発生過程の研究だけに留
まるものではなく，他の器官への波及効果，
ならびに再生医療といった応用面への波及
効果も大きいものと思われる。 
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