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研究成果の概要（和文）：多能性幹細胞からの組織誘導系を用いて種特異的発生様式を規定する分子機構を明ら
かにしようとした。マウスおよびヒトの大脳および網膜オルガノイド系を確立し、継時的なRNA-seqおよび１細
胞RNA-seqを行い発生過程の細胞分化動態を比較解析した。その結果、マウス網膜形成過程特異的に寄与する新
規の細胞とその形態形成における役割を明らかにした。また、ヒト網膜組織の形成過程に特異的に存在する神経
前駆細胞種を新規に同定した。さらに、多能性幹細胞から肢芽組織を誘導する方法を世界で初めて開発した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to elucidate the molecular mechanisms that 
define species-specificity in development using tissue induction systems from pluripotent stem 
cells. We established mouse and human cerebral and retinal organoid systems and performed sequential
 single-cell RNA-seq to compare the dynamics of cell differentiation during development. As a 
result, we identified novel cells that specifically contribute to the mouse retinal formation 
process and their roles in morphogenesis. In addition, we identified a novel neural progenitor cell 
type that specifically exists in the process of human retinal tissue formation. In addition, we 
developed the means to induce limb bud tissue from pluripotent stem cells.

研究分野： 発生生物学、幹細胞生物学

キーワード： 形態形成　多能性幹細胞　種特異的発生様式

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
世界で初めてマウス多能性幹細胞から自己組織化により試験管内で肢芽組織を誘導する技術を開発した。ヒトを
含む霊長類由来多能性幹細胞からも同様の肢芽様組織が可能となっており、失った手指の再生応用だけでなく肢
芽組織の種特異性の研究への貢献が期待される。また、将来の四肢欠損の再生医療の基盤技術という点でも社会
的意義は大きい。さらに、新たにマウス及びヒト網膜発生において種特異的に存在する細胞種及び遺伝子マーカ
ーを複数同定し、これらの機能解析により種特異的な神経組織形成機構の一端が明らかになった。これらの発見
をもとに、発生時間の種特異性についての分子基盤の理解が深まることが期待される。

※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 

発生の時間スケールは種によって異なる。例えば、マウスの妊娠期間は 20 日前後であるが、ヒ

トでは 280 日程度である。妊娠期間と個体サイズの間には相関があることが知られているが、

種特異的な発生時間スケールを生む分子基盤はほとんど明らかにされていない。研究代表者ら

はこれまでに、マウスおよびヒト ES 細胞から大脳組織や網膜組織を自己組織化的に誘導できる

分化培養系を構築してきた。そこでは種特異的な発生の時間スケールも同様に再現される。例え

ば視細胞が分化するまでに、マウス ES 細胞の場合は培養 20 日ほどかかるのに対して、ヒト ES

細胞の場合では 150 日以上の培養期間が必要である。つまり、多能性幹細胞からの分化誘導系

は種特異的な発生時間スケールの分子基盤を研究するための良いモデルとして捉えることがで

きる。研究開始当初は多能性幹細胞からの組織誘導モデルを用いて種間比較解析をする研究は、

神経堤などの一部の細胞を用いた報告のみであった。本研究では、神経オルガノイドを用いた種

間比較実験を行うことで種特異的な発生様式の分子基盤に迫ると同時に、これまでに報告のな

い組織の多能性幹細胞からの誘導系を確立することを目指した。 

 

２．研究の目的 

我々は、神経組織及び肢芽組織をマウス及びヒトを含む霊長類の多能性幹細胞から誘導する技

術を開発し、比較解析することで種特異的な発生様式の分子基盤を明らかにすることを目的と

した。 

 

３．研究の方法 

研究開始時点で、マウスおよびヒト ES/iPS 細胞から大脳組織、網膜組織の誘導技術を開発して

いた。種間比較のために、既存のマーカー遺伝子の発現パターンをもとに各組織の発生ステージ

の対応を調べた。対応する各ステージのマウスおよびヒト神経組織の１細胞 RNA シークエンス

を行った。さらに、網膜組織形成過程の数値シミュレーションと in vitro組織構築系を融合す

ることで、種特異的なサイズや形態形成動態を解釈できるシステムを構築した。さらに、これま

でに多能性幹細胞からの誘導報告のなかった肢芽組織を自己組織化的に誘導する技術を確立す

るために、発生学的知見に基づいた培養条件の検討を行った。 

 

４．研究成果 

オルガノイド培養系を用いてヒトおよびマウス網膜組織発生を継時的な 1細胞 RNAseqにより比

較解析した。その結果、マウス発生過程網膜において一過的に出現する細胞集団を同定した。こ

の細胞集団は、神経上皮組織由来にもかかわらず平滑筋とよく似た遺伝子発現パターンを示し

た。その中でもアクチン制御因子として知られる Tagln に注目し、その機能解析を行った。その

結果、Tagln の発現は細胞の力学的環境に制御されており、眼杯形成過程において上皮の厚さを

制御することで適切な形態形成に寄与することがわかった。このことは神経上皮を由来として

動的に収縮を繰り返す、平滑筋様の組織が形成されるという点において、形態形成の新たな知見

をもたらした（Seto et.al., in preparation）。 

 



 

 

また、数値シミュレーションと網膜オルガノイド培養系を組み合わせた研究によって、眼杯形

成機構についての力学フィードバック機構を明らかにした（Science Advances, 2018）。眼杯組

織の形作りでは、多くの細胞が増殖したり、死んだり、異なる細胞種へと分化したり、変形した

りしながら、組織全体の立体的な形を作る。このような複雑な形作りの仕組みを理解するため、

コンピュータを使って組織の立体的な動きを予測するシミュレーション技術を開発した。この

シミュレーション技術により、細胞の増殖、変形、粘性、細胞死、移動や力学的な特性など多様

な細胞現象を再現し、コンピュータ内のバーチャルな世界で器官の形作りを再現するだけでな

く、その細胞レベルの変形メカニズムを予測した（図１下）。さらに、シミュレーションによっ

て予想された変形機構を、ES 細胞から作製した眼杯組織（図１上）を使った実験で検証した。 

数値シミュレーショ

ンからの予測と ES 細胞

分化誘導系による実験

的検証の結果、眼杯組織

の丸い形は、図２のよう

な機構により作られる

ことが分かった。はじめ

に、脳から突出した神経

組織の内側の面には、ミ

オシンが集まり、内側の

面を収縮する力が働く（⓪）。

この時、突出した組織の先

端が網膜組織へ分化し、内側に溜まったミオシンの働きが弱まることで、網膜組織が自発的に内

側へ入り込む（①）。この網膜組織の自発的な入り込みにより、網膜組織と周辺の網膜色素上皮

との境界（カップの縁）の細胞は、外力により曲げられる（②）。この境界の細胞は、曲げられ

たことで生じる歪みを感じ取り、それをきっかけにして組織の厚み方向に沿って能動的に収縮

することで、網膜組織をさらに内側へ押し込む（③）。つまり、境界の細胞は、機械的な力を通

して、眼杯組織全体の変形度合いを感じながら、その丸い形を微調整していることが明らかにな

った。 

 

 

図２：１つ１つの細胞が機械的な力を通して眼杯組織全体の丸い形を調整する 

 

また、この組織形態の調節機構の発見により、本研究グループで開発したシミュレーション技術

が器官の形作りの予測に役立つことが示され、器官の形作りの理解に向けた新しいアプローチ

となることを提案した。また、この機構をうまく利用することができれば、試験管内での器官の

図１：シミュレーションにより再現した眼杯組織の形作り 



 

 

形作りをより正確に制御できる可能性も考えられる（Okuda et al., Science Advances）。 

さらに、世界に先駆けて多能性幹細胞から肢芽組織を自己組織化的に誘導する技術を開発した

（Nature Communications, 2019）。 

本研究では、四肢発生を模倣することでマウス多能性幹細胞から試験管内において四肢の原基

である肢芽組織への自己組織化を誘導する手法の確立を目指した。 

 四肢の発生は体幹から肢芽と呼ばれる突起状

の構造が形成されることから始まる。肢芽は体

表を覆う表皮外胚葉と側板中胚葉由来の間葉系

細胞の 2 種類の組織から構成される。肢芽発生

は古くから形態形成のモデルとして研究されて

きた。近年、ES 細胞や iPS 細胞などの多能性幹

細胞から試験管内で機能的な組織を誘導するオ

ルガノイドと呼ばれる技術が盛んに研究されて

いるが、肢芽のように複数の胚葉由来の組織を

試験管内で誘導することは困難であった。我々

はマウス胚性幹細胞（ES 細胞）の胚葉体に表皮外胚葉と側板中胚葉を同時に誘導することによ

り世界で初めて肢芽様組織の試験管内誘導に成功した。我々はこれまでに、網膜組織や大脳組織

などの外胚葉性の神経組織をマウスおよびヒト多能性幹細胞から誘導する方法論（SFEBq法）を

開発してきた。今回は、SFEBq法を中胚葉誘導に拡張することで、側板中胚葉と外胚葉組織を 1

つの胚葉体に誘導することを目指した。その結果、側板中胚葉組織誘導と表皮外胚葉形成のどち

らにも関与する BMP シグナルを制御すること

で、側板中胚葉由来の間葉細胞が表皮外胚葉

に包まれた肢芽に似た組織を誘導することが

わかった（図 1）。また、体幹の前後軸パター

ンに関与するレチノイン酸シグナルを制御す

ることで、前肢になる前方肢芽と後肢になる

後方肢芽へと選択的に誘導できることも示し

た。さらに、RNA シークエンスによりゲノムワ

イドな遺伝子発現パターンを様々な組織と比

較した結果、ES 細胞由来の肢芽様組織は、発

生過程の肢芽とよく似た遺伝子発現パターン

を示した（図 3）。 

 

さらに、人為的に局所的な背腹軸シグナルを

与えることで、肢芽先端部に形成される指パ

ターン形成のオーガナイザーである外胚葉性

頂堤（AER）の誘導にも成功した。最後に、ES

細胞由来の肢芽様組織は発生過程のマウス肢

芽に移植することで、正常な四肢形成を阻害することなく軟骨組織、および結合組織へと分化す

ることがわかり、ES 細胞由来の肢芽様組織が四肢を形成できる能力を有していることが示され

た（図 4）。 

図 3、RNA シークエンスによる遺伝子発現比較。ES 細胞

由来の肢芽様組織は、発生過程の肢芽とよく似た遺伝子発

現パターンを示す。 



 

 

今後は、ヒト多能性幹細胞にこの技術を応用し、ヒトの肢芽様組織を試験管内で誘導する技術を

確立するとともに、損傷した四肢の再生に貢献できる可能性を探りたい。本研究成果は Nature 

Coommunication に掲載された。 

 

 

 

 

図 4、ES細胞由来の肢芽様組織を発生過程のマウス肢芽に移植した（赤色）。移植された細胞は軟骨組織および結合

組織に分化し、正常な四肢形成に組み込まれた。 
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