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研究成果の概要（和文）：上皮管腔組織の形態異常を評価するため、正常発生中の上皮管腔組織各部における総細胞数
等の経時的な変化などの基本的情報を、組織計測的手法を含めた詳細な形態学的・数理解析により得て、遺伝子改変動
物との比較を含め新知見を報告した。また全身の上皮管腔組織において細胞周期に同期した上皮細胞核の位置移動 (in
terkinetic nuclear migration)が存在して組織幹細胞の増殖分化調節機構として働き、形態異常に関わることを明ら
かにした。
胚操作法である子宮外発生法を改良して研究成果を論文発表し、肉眼レベルと細胞組織レベルをつなぐ高精度かつ効率
的な立体観察のための標本透明化技術を開発した。
　

研究成果の概要（英文）：Basic morphological data on developing epithelial tubular structures were 
obtained applying mathematical methods as standards to evaluate abnormal development, and findings 
including those in Ror2 knockout mice were reported. Ｗe proved interkinetic nuclear migration (INM), a 
regulatory mechanism of stem cell proliferation/differentiation reported in the neural epithelium, in the 
developing epithelium of multiple organs of three germ-layer origins. We showed that INM is a general 
strategy for the regulated proliferation/differentiation of progenitor cells in the epithelial tubular 
structures, and also suggested a link between INM defects and malformation of organs.
We improved the exo-utero development method, an experimental analysis of organ histogenesis, and 
published the report and review papers. We also developed a kit for producing cleared biological 
specimens and method for producing cleared biological specimens for fine and effective 3-D observation.

研究分野： 発生生物学、先天異常学、解剖学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
奇形は、細胞レベルや組織レベルにおける

様々な極性現象(方向性)の異常が集積して、
全身の三次元体軸に対する各臓器の位置、形、
大きさなどの異常を生じるものである。管腔
臓器の奇形には、臓器自体の大きさに関わる
無形成、低形成の他に、体軸との関連におい
て、管腔が伸びる長さや方向に関わる臓器の
位置異常や左右交叉、管腔の太さに関わる狭
窄や巨大化、分岐や腔形成に関わる管腔の重
複など、様々なパターンが知られている。こ
れらの異常は、全ての臓器に必ずしも共通で
はなく、臓器特異性があることも知られてい
る。これらの奇形は、臓器が形成される過程
の各段階における何らかの異常が集積した結
果であると考えられるが、細胞レベルの知見
と最終像としての奇形の関係について、発生
機構の共通性と相違という観点から本格的に
検討されたことはなかった。 
研究代表者大谷は、臓器・器官の正常およ

び異常発生について、膨大なヒト胚子・胎児
からなる京都コレクション（京都大学大学院
医学研究科附属先天異常標本解析センター）
に属するヒトの標本の肉眼・光顕・電顕レベ
ルにおける詳細な観察と、それに基づく仮説
を踏まえマウス・カエル胚を用いた発生工学
的手法等による実験的証明を続けてきた。こ
の過程で、胎生中後期のマウス・ラットの胚
操作法である子宮外発生法を、部位・時期特
異的に簡便かつ自由度高く実験条件を設定で
きる系として確立した。詳細な観察に基づく
組織定量的解析法に加えて、様々な数理解析
的手法を導入し、全身の臓器や部分の発生に
おける関係性を俯瞰的・統合的に解析してき
た。さらに、分子レベルでは、Wnt5a/Ror2 シ
グナルが十二指腸の発生において細胞・組織
の極性現象に関与することを報告した。 
 
２．研究の目的 
上記の背景とこれまでの研究成果に基づい

て、全身の上皮管腔臓器に共通の、あるいは
異なる細胞レベルにおける極性制御機構の破
綻による異常が、組織・臓器・個体レベルの
異常・奇形につながる機構、ならびに臓器間
の共通性と相違が生じる機構について、各レ
ベルにおける形態学的特徴を明らかにし、全
身の上皮管腔組織からなる臓器について数理
解析を用いて比較解析することにより、統合
的な理解を得ることを目的とした。 
すなはち、全身の管腔臓器における発生異

常・奇形のパターンを、体軸・極性との関係
を含めて肉眼的レベルおよび細胞・組織レベ
ルにおいて、詳細に形態学的に明らかにする。
各臓器の肉眼的な発生異常のパターンと、そ
れぞれの臓器において管腔構造を形成する共
通および異なる機構との関係を、個体レベル
における観察、細胞・組織レベルにおける観
察・計測と実験的な解析、ならびに数理解析
の手法を用いることにより、統合的・俯瞰的
に分析する。これらの解析により、管腔構造

形成の過程における共通および異なる極性制
御機構の異常の集積が、全身の管腔臓器にお
ける共通および異なる奇形のパターンにつな
がることを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 発生過程の形態学的データの蓄積と解析 
発生異常を解析するための形態学的な基

準を得る目的で、ヒト胎児およびマウス胎仔
の消化器系、泌尿器系、中枢神経系、循環器
系などの上皮管腔組織を含む臓器の正常の
器官形成および組織形成について、詳細なデ
ータを得て解析する。 
①臓器各部の細胞の極性に基づく形態・配

列、ステレオロジーによる総細胞数計測など
の正確な局所的データを蓄積する。 
②経時的変化や部位間の関係性等につい

て、適切な数理解析手法を導入して解析する。 
③全身臓器間の「調和」的な組織形成に関

わる液性因子の組織、体液中における発現と
機能について解析する。 
 
(2) 上皮管腔組織における INM の解析 
神経管等外胚葉由来上皮幹細胞の増殖分

化調節機構として知られる、細胞周期に同期
した細胞の頂底軸に沿った核の位置移動 
(interkinetic nuclear migration: INM) が、
全身の上皮管腔組織にも存在し、その異同が
それぞれの臓器における組織幹細胞プール
形成の調節に関わるとの仮説に基づいて解
析する。消化管、尿管、気管など内・中胚葉
由来の上皮管腔組織について、BrdU 標識し
た細胞核を免疫染色して、核位置の経時的変
化を計測し、経時的な核位置の分布パターン
を多次元尺度構成法により数理解析し、細胞
周期と核位置変化が同期しているか、また時
期、臓器、部位による異同を調べる。 
 
(3) 遺伝子改変動物の解析 
上皮管腔組織の異常発生に関する実験的

解析として、細胞極性の調節と上皮管腔組織
の伸長・分岐に関わる遺伝子のうち、Wnt11
および Wnt5a/Ror2の遺伝子改変動物につき、
免疫組織化学、電子顕微鏡観察や組織定量的
手法を含めた詳細な形態学的解析を行い、上
皮管腔組織などにおける形態異常とその発
生機構を明らかにする。 
 
(4) 発生過程研究方法の活用と提供・開発 
①組織形成期における簡便かつ自由度が高
く汎用性の高い個体レベルの解析法として
確立している子宮外発生法を活用し、ホルモ
ンなどがマウス胎仔の組織形成に与える影
響を解析する。また本新学術領域内で方法論
を共有するため、総括班にて購入したソフト
による技術訓練法を開発し、マニュアルを作
成する。 
②肉眼レベルと細胞組織レベルの知見をつ
なぐために立体視は極めて有効であり、３次
元的な標本解析の効率と精度を高めるため



の標本の透明化技術を開発する。 
 
４．研究成果 
(1) 発生過程の形態学的データの蓄積と解

析 
①ヒト胎児およびマウス胎仔の正確な形態
計測による形態学的データを得て、定量的デ
ータに基づいた数理解析や詳細な定性的観
察をすることにより、腸管、膵臓、尿管
（Motoya et al. 2016; Yamada et al. 2013; 
Kawamoto et al. 2011）、脳（Hashimoto et al. 
2013; 2011）、心臓（Liang et al. 2013）、さ
らに絨毛間腔を管腔とする細胞極性を有す
る上皮組織である胎盤（Arikawa et al. 
2012）、極性を持った細胞増殖様式を示す間
葉組織である骨・軟骨（Inoue et a. 2014; 
Rafiq et al. 2012; Lundh et al. 2011; Zhang 
et al. 2011）について、全身臓器の発生異常
を解析する基準となる正常な発生過程に関
する形態学的な所見・新知見を得た。 
②数理解析により、臓器発生過程における
形態の経時的変化（Rafiq et al. 2012; Lundh 
et al. 2011; Zhang et al. 2011）や臓器間の
「調和」的な発生（Naito et al. 2014）につ
いての新知見を得た。 
③全身臓器の組織形成の調節に関わるホル
モン、成長因子として、corticotropin/ACTH
（Simamura et al. 2012; Kawamoto et al. 
2011）、GM-CSF（Matsumoto et al. 2011、
学会発表ならびに投稿準備中）の全身組織・
体液中ならびに胎盤を介した発現様式と組
織形成における機能について明らかにした 。 
 
(2) 上皮管腔組織における INM の解析 
外胚葉由来上皮組織において幹細胞増殖

分化調節機構として知られ、細胞極性制御と
細胞周期が連結する INM が、マウス胎仔の
十二指腸（内胚葉由来、Yamada et al. 2013）、
尿管（中胚葉由来、Motoya et al. 2016）に
存在することを実証し、かつ臓器、時期によ
り周期等の様式が変化することを明らかに
した。さらに腸管全長、食道、気管について
解析し、同様の結果を得た(学会発表、投稿
準備中)。これにより外胚葉由来上皮組織に
おける幹細胞増殖分化調節機構として知ら
れている INM が、全身臓器の組織形成の基
盤となる幹細胞プール形成調節機構として
機能することを示した（Yamada et al. 2013, 
Motoya et al. 2016, Otani et al. 2016）(図１)。
したがって INM が全身の三胚葉由来の上皮
管腔組織における共通の幹細胞増殖分化調
節機構として、時期・部位特異的に働くこと
により、臓器の位置、形、大きさ（ネフロン
など構造機能的単位の総数）の決定に極めて
重要な役割を果たす可能性が示された。 
 
これら(1)(2)で得られた成果は、本研究の目
的である細胞・組織レベルの異常から器官形
成・組織形成の異常への連続的解釈に必須で
ある。これらの準備に基づき、遺伝子改変動

物への撹乱実験を進めることで、細胞・組織
レベルから臓器・個体レベルへの異常の連結
について実験的証明が可能となる。 

図１上皮管腔組織における INM の解析 
全身の上皮管腔組織が従来記載されていた
重層上皮ではなく偽重層上皮であり、BrdU
標識した核の位置が細胞周期に同期して経
時的に移動すること(INM)を、形態計測と数
理解析により示し、幹細胞増殖分化調節機構
として外胚葉由来上皮で知られる INM が、
全身の上皮管腔組織にも存在し、臓器により
特異的な調整が行われていることが初めて
明らかになった。 
 
(3) 遺伝子改変動物の解析 
Wnt11, Wnt5a/Ror2 KO マウスの腸管等の形
態形成異常に、収斂伸長機構など細胞・組織
レベルにおける極性制御機構の異常が関わ
ることを、組織定量的な形態学解析、細胞核
分布の経時的変化の数理解析等により明ら
かにした（Nishita et al. 2014; Yamada et al. 
2013）。さらに INM の異常により肉眼的形態
形成異常（奇形）が生じることなどを腸管、
尿路系の例において示し、INM の調節と上皮
管腔組織・臓器の形・大きさの調節が連結す
ることを示唆した(図２)（Motoya et al. 
2016; Yamada et al. 2013）。これは、細胞レ
ベルの極性制御・幹細胞増殖分化調節機構の
破綻が、三胚葉由来の上皮管腔組織における
組織・肉眼レベルの形態形成異常に、臓器共
通あるいは特異的に関わる可能性を示した
端緒となるものである。 

 
図２Ror2KO マウス中腸における INM の異常
と肉眼的奇形との関連 
卵黄腸管遺残という肉眼レベルの奇形と、
BrdU で標識されない(INM をしていない)上
皮細胞塊が対応して存在することから、両者
の因果関係が示された。 
 



(4) 発生過程研究方法の活用と提供・開発 
①子宮外発生法の応用により、ACTH 産生腫
瘍細胞をマウス胎仔に移植生着させ、膵臓の
内分泌・外分泌部の大きさや構成細胞の比率
を変えることに成功した。骨、脳についての
同様の実験とあわせて、動物個体において着
目するシグナル系を撹乱させることにより
組織形成に影響を与える実験系の有用性を
立証した（Inoue et al. 2014; Kawamoto et al. 
2011; 他１件学会発表し投稿準備中）。 
同法に関する技術講習会を開催し、領域内

で方法論を共有するための技術訓練法とあ
わせて、概要を大谷の教室のホームページに
て公表した。さらに同法の精度、有効性を高
めるため、腎臓を対象として超音波ガイド下
の注入法を確立した。 
②肉眼レベルと細胞・組織レベルをつなぐ立
体的な観察を高精度かつ効率化するための
標本透明化技術を開発した（特許出願中）。 
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種類：特許 
番号：13850135.8 
出願年月日：2015 年 5月 28 日 
国内外の別： 国外 
 
名称：透明化生物標本作製用キット及び透明

化生物標本作製方法 
発明者：八田稔久 
権利者：学校法人金沢医科大学 
種類：特許 
番号：特願 2014-544550 
出願年月日：2015 年 4月 20 日 
国内外の別： 国内 
 
〔その他〕 
ホームページ等 

http://shimane-u-developmental-biolog
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