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研究成果の概要（和文）：肺気管支が、長さと太さに関して階層的な構造を形成するメカニズムについて、実験
観察と数理モデルを組み合わせた研究を行った。その結果、発生が進むにつれて上皮組織のシグナル分子応答性
が変化することを見出し、これが分岐枝の長さを調節するという予測を得た。さらに分岐枝径と分岐枝長の調節
機構として、細胞変形の重要性を示した。

研究成果の概要（英文）：The mechanism by which the pulmonary bronchi form a hierarchical structure 
with respect to length and diameter was investigated. Experimental results showed that the FGF 
signaling responsiveness of epithelium changes depending on the developmental stage, which regulates
 the branching frequencies, as shown by a mathematical model. I showed the importance of cell shape 
regulation as a modulator of branching formation when branch diameter is varied.

研究分野：数理生物学

キーワード： 形態形成　肺　分岐形成　計算機シミュレーション　数理モデル　発生生物学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
分岐理論研究の中で、本研究の特徴は、2つの異なる分岐原理を組み合わせた点にある。ひとつは上皮の突出部
で成長が進むこと、もうひとつは頂端収縮を介した自発曲率変化である。本研究はFGFとWntがこれらの制御を介
して分岐スケールを決定していることを示した。定量的実験に基づいた高次分岐のシミュレーションにより、上
皮の性質が肺のメソスケール構造をどのように制御しているか新しい視点を提供した。

※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 
 肺は、消化管から分かれ出た気管上皮が、伸長しながら規則的に
分岐を繰り返すことで形成される。どの枝にいくつの分岐がどのく
らいの角度であるか、種ごとにほぼ決まった形を取る。基部側から
末端側になる程、管径も分岐間の距離も短くなるが、肺で見られる
この傾向は、分岐が起きた時点から顕著であり、制御機構の存在が
示唆される（図１）。管腔径と分岐枝長は、肺の構造を決定する要素
だが、器官形成の中でどのようにプログラミングされているのか分
かっていない。 
 気管支の構造は、上皮管腔の「分岐」と「伸長」の繰り返しにより
形作られるものであり、この２つの制御を大域的構造決定の核と捉
えることができる[1]（図１）。上皮枝の伸長と分岐は、数理モデル
研究において「突出した部分ほど早く成長する（ラプラシアン成
長）」という性質から説明されてきた[2−4]（図２）。これは FGF10 濃
度依存的な上皮の応答に基づくもので、「上皮枝の先端は成長が比
較的早いため、枝は伸長し、いずれ先端が肥大化し曲率が低下する
と、形状が不安定化しやすくなるため分岐が起こる」と考えられて
きた。つまり分岐は、成長の盛んな先端部分の中で成長速度の違い
が生じるもので、上皮側の反応性が重要であると推測できる。間葉
を取り除いたマトリゲル培養系でも、上皮は分岐を形成できること
から、上皮の自律性の解析が肺の形態形成の解明に必要であると考
えた。 
 本研究の予備検討として、マウス胎仔肺における FGF10 下流の
MAPK 活性を測定したところ、上皮組織の突出部ほど活性が亢進して
いることを確認できた。このような組織曲率に応じた FGF10 シグナ
ル活性の変化率は、発生ステージが進むにつれて低下していた（図
３上）。そこでラプラシアン成長の数理モデルを構築し予備検討を
行ったところ、曲率依存性が低下するにつれて枝長が短くなること
が分かり、実際の枝長の階層性と一致した（図３下）。一方で管径に
ついては、細い枝ほど枝長が長くなり、実際の気管支の特徴と矛盾
する結果となった。 
 またこの解析と平行して、FGF と並んで肺発生に重要な制御因子である Wntに注目した検討を
行ってきた[5]。研究代表者は、連携研究者の麓勝己助教（大阪大学）と共同して、Wntシグナル
による頂端収縮が細胞間応力を生み出し、組織の自発曲率を上昇させることで分岐を調節して
いることを明らかにした[6]。細胞変形による組織変形の数理モデルを構築したところ、頂端収
縮が分岐を促してサイズの小さい管腔を形成することが示された（図４）。このような頂端収縮
を介した自発曲率制御による分岐形成と、上述のラプラシアン成長による分岐形成の連関を調
べることで、管径の制御について理解が深まる可能性がある。 

  
 
 
 
 
 

図２ ラプラシアン成長の概念。
ラプラシアンは曲率（凹凸度合
い）を計算する演算子を指す。上
皮組織の突出した（曲率の高い）
部分はFGF10 シグナルをより強
く受け取る。曲率依存的成長によ
る分岐パターン形成は氷晶やバ
クテリアコロニーの樹状パター
ン形成にも当てはまる。 

図３ ラプラシアン成長の実験的検証(上)と数理モデル(下)。(上)マウ
ス肺上皮における FGF10 シグナル活性。突出部では活性が高く、陥
入部では活性が低い。胎生 12.5 日と比較して胎生 14.5 日には活性
の曲率依存性が大きく低減した。(下)成長する上皮管腔を二次元平面
上にモデル化し、曲率依存的に成長させると、成長に伴って自発的に
分岐構造が現れた。成長（増殖と運動）の曲率依存性を変えることに
より枝長の違いが再現された。 

図４ 自発曲率モデルにおける上皮シスト成
長の表現。上皮細胞に頂端収縮が働くと、組織
は高い曲率で安定化する。成長して組織が大
きくなると、曲率が低下して不安定化が起こ
り、複数の bud が生じる。 

図１ マウス肺上皮の先端分
岐（[1]より加筆）。分岐と分岐の
間の距離（白矢印）は、基部側
で長く、先端側で短い。 

lateral branches (Fig. 1b). The spacing of branches in each row and the
order in which rows trigger (Fig. 2c) are the same as in the L lineage,
but the proximal–distal positions at which rows initiate and the

number of branches in each row are not. For example, the first
dorsal branch (RCd.D1) forms proximal to the first lateral branch
(RCd.L1), whereas in the L lineage the first dorsal branch (L.D1)
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Figure 1 | Branching morphogenesis of the mouse bronchial tree. a, Whole-
mount lungs (ventral view) at the embryonic day indicated immunostained
for E-cadherin (green) to show the airway epithelium. Dotted lines show the
right cranial (RCr), right middle (RMd), accessory (RAc), right caudal (RCd)
and left (L) lobes. Scale bar, 500mm. b, Reconstructing branching dynamics
using three E12 specimens ,3 h apart in age. Lateral secondary branches
L1–3 (dots in b, c) sprout in a proximal-to-distal order from the left (L)

primary branch, as do the lateral secondary branches L1 (box in b, c) and L2
from the distal (RCd) portion of the right (R) primary branch. Scale bar,
200mm. c, Branch lineage diagram for the oldest lung in b. Branch names
indicate the lineage, for example, RCd.L1 is first lateral secondary branch
off RCd. d, Lineage diagram of RCd.L1 showing 250 descendant branches
at E15 (box in a). A, anterior; D, dorsal; L, lateral; M, medial; P, posterior;
V, ventral; asterisk, orientation can vary.
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Figure 2 | Branching modes in lung development.
a–c, Domain branching. a, Schematics of lateral and
dorsal secondary branches budding from L. Lateral
secondary branches (L1–5) bud in proximal-to-
distal order. Proximal-to-distal branching begins
again in the second domain (projecting into the
plane of the figure) to form a row of dorsal
secondary branches (D1–4, dashed circles). Right
panel, E14 schematic rotated 90u to show dorsal
branches. b, Lineage diagram of secondary branches
from L. Branches form in four domains: lateral (L),
dorsal (D), medial (M) and ventral (V), indicated by
blue bars. c, Schematic cross sections through L and
the three other branches indicated, showing
positions of domains and the order (arrows) in
which domains are used. d, Planar bifurcation.
Ventral view of the branch L.L2 in a series of fixed
specimens from E13 to E16, showing sequential
bifurcations along the A–P axis. E15 and E16
specimens were stained with anti-smooth muscle
a-actin to highlight early branch generations, which
are surrounded by smooth muscle. Dotted lines
outline bifurcations. Right panel, lineage of L.L2
descendants formed by planar bifurcation;
branches not yet formed in the E16 specimen are in
grey. Scale bar, 100mm. e, Orthogonal bifurcation.
End-on (dorsal) views of branches indicated in a
developmental series of E13 and E14 specimens.
L.D2 bifurcates along the L–M axis, and its
daughters along the A–P axis, whereas RCd.D1
bifurcates along the A–P axis and its daughters
along the L–M axis. Scale bar, 100mm. f, Schematics
of branching modes. The first bifurcation in a series
is classified retrospectively based on the orientation
of the subsequent bifurcation. Icons show
patterning and morphogenesis operations inferred
for each mode: proximal–distal periodicity
generator, circumferential domain specifier, branch
bifurcator, and bifurcation plane rotator.
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２．研究の目的 
 管腔伸長と分岐形成という現象が積み重なって出来上がる階層構造の制御原理を明らかにす
ることを目的とした。実験的に枝長や管径を変化させた研究結果は蓄積があるが[7−9]、多くの
シグナル経路は多様な作用を持って絡み合っており、形態形成への因果関係や原理の理解につ
なげることは容易ではない。そこで本研究では、上皮細胞の代表的な挙動として「運動・増殖・
変形」を取り上げ、数理モデルを用いてこれらが「形態」に与える影響を調べた。上皮組織の形
態形成はこれまで上皮−間葉相互作用を中心に据えた解析が行われてきたが、本研究では上皮組
織の自律性という観点で実験観察を行うものとした。発生ステージにわたる上皮の応答性の変
化に注目した研究は知られていない。上皮枝の近位と遠位端は Sox2 と Sox9 により成長が制御
されているが[10]、形状の階層性がどのように生み出されるかは精査できていない。頂端収縮に
よる分岐形成はトリにおいて報告されているが[11]、我々は Wnt による調節機構を明らかにし
ており[6]、これを遠位側の管径の制御に結びつけられるか検討が必要であると考えた。 
 肺の分岐形成の数理モデルは多数発表されているが、枝長と管径の階層性に注目したものは
知られておらず、いずれも枝の太さはほぼ均一で長さの階層性も再現されていない[3,4]。肺上
皮では、分岐した先の枝はより細くなり、分岐形成時から階層性が現れている（図１）。このこ
とについて発生初期ほど増殖や運動が盛んであると仮定するだけでは、形成速度が変化するの
みで、長さと太さの階層性を説明できない。本研究はこれまで見過ごされてきた新しい問題提起
に基づくものであり、上皮組織の構築原理について力学的観点から理論的枠組みの創造を狙っ
た。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス胎仔肺上皮の FGF シグナル分布の観察 
 分岐が形成される腺様期の肺上皮について、組織曲率を FGF シグナル活性を調べる。FGF シグ
ナル活性は、MAP キナーゼ活性をモニターする FRET バイオセンターを発現させたトランスジェ
ニックマウスを用いて検出した。肺上皮は、dispase 処理により間葉から分離し、FGF10 を添加
した Matrigelに埋め込んで培養した。共焦点レーザー顕微鏡により取得した蛍光像から、局所
的な組織曲率とシグナル活性を計測した。また、シグナル活性の FGF10 濃度依存性の検定のた
め、小径で球状の上皮シストを用いてシスト毎のシグナル活性を取得した。上皮細胞内への
FGF10 の取り込み量を調べるために、蛍光標識した FGF10 を Matrigelに添加し細胞内での蛍光
シグナルを観察した。細胞内の蛍光シグナルが FGF10 タンパク質の局在を反映していることは
抗 FGF10抗体を用いた免疫組織染色により確認した。 
 
（２）ラプラシアン成長モデル 
 組織成長の曲率依存性により分岐パターンがどのように変化するか調べた。細胞を円と見立
て、これをつなぎ合わせた構造により、上皮組織の断面を表現するモデル系を、研究代表者は構
築しており[12]、これを応用した（図３）。細胞を増やすことで増殖を、移動させることで走化
性を表し、増殖頻度および走化性の強さは局所的な組織曲率に依存すると仮定した。予備検討か
ら、このモデルを用いて高次の分岐構造を表現できると確認した。また、曲率依存性の違いによ
って枝長が変化することもわかった（図３）。本研究ではさらなる検討として、増殖と走化性の
それぞれの曲率依存性と他のパラメータがどのように枝長や管径を変化させるか調べた。 
 
（３）頂端収縮モデル 
 頂端収縮を含めた細胞変形が上皮組織形態をどのように変化させるか調べた。細胞を四角形
と見立てて、これをつなぎ合わせた構造により、上皮組織の断面を表現するモデル系を、研究代
表者は構築しており[6]（図４）、これを応用した。このモデル系に曲率依存的成長を組み込むこ
とで分岐形成が表現できるか検討した。 
 また頂端収縮が誘導する分岐の理論解析として、上皮シストの変形（分岐と定性的に類似する
形態不安定化）について数理解析を行った。上皮シストにおいて全周的な頂端収縮が起きた場合
に最も安定なシスト形状を数値計算により求め、シミュレーション結果と比較した。 
 
（４）細胞形状の観察 
 数理モデルとの比較のため、肺上皮細胞の形状を調べた。E-cadherin 抗体を用いた免疫組織
染色を行い細胞形状を観察し定量した。 
 
（５）細胞形状制御を導入したラプラシアン成長モデル 
 これまでの観察結果および数理モデル検討結果を踏まえて、曲率依存的な成長と細胞変形を
組み込んだ数理モデルを構築した。（３）のモデルを基に、曲率依存的な成長を導入した。この
モデルを用いて高次の分岐形成を表現し、各パラメータがどのように分岐形態を変化させるか
調べた。 
 
４．研究成果 
（１）マウス胎仔肺上皮の FGF シグナル分布の観察 



 

 

 E12.5、E13.5、E14.5の肺上皮シストについて FGF10 シグナル活性の空間的分布を調べた。上
皮組織の曲率の高い領域ほどシグナル活性が高いという傾向、および発生初期ほど活性の曲率
依存性が強いことを確認した。また他の FGF ファミリー分子によるシグナル活性化についても
調べたところ[13]、曲率依存性は FGF1 でより高く、FGF7でより低かった。これに対応するよう
に、FGF1 では突出部の曲率の変化が急峻であり、FGF7では突出部の曲率が低く穏やかに変化し
ていた。 
 FGF10 に関して、シグナル活性化の用量依存性も調べたところ、発生初期ほど用量依存性が高
いことがわかった。また、シストが小さく曲率が高いほど活性化が強いことが確認された。FGF10
に暴露しない場合にはシストが拡大し細胞の丈が増すことも明らかになった。蛍光標識 FGF10 の
細胞内への取り込みにも用量依存性が確認された。一方で、細胞内への取り込みには曲率依存性
は確認されなかった。以上の結果から、発生初期の肺上皮ほど FGF10への応答性が高いが、組織
内での活性化状態に違いは細胞内への FGF10 の取り込み量の差では説明できないことがわかっ
た。 
 
（２）ラプラシアン成長モデル 
 分岐形成のモデルにおいて、増殖および遊走の曲率依存的を変化させたところ、どちらについ
ても曲率依存性が高いほど分岐枝が長くなることを確認した。同じ検討をシストにおける bud形
成のモデルで行ったところ、遊走の曲率依存性が高い場合には細く長く突出した bud が形成さ
れ、増殖の曲率依存性が高い場合には丸みを帯びた緩やかな budが形成されることがわかった。
このことから、異なる FGFファミリー分子にで見られた上皮シスト形態の違いは、増殖と遊走へ
の作用の違いに起因する可能性が示唆された。 
 分岐形成のモデルについては、他のパラメータの影響も調べた。組織の曲げ弾性を高めた場合、
上皮枝先端の budの曲率が下がるが、このとき分岐枝の長さはより短くなった。このことは、予
備検討において細い枝ほど枝長が長くなることと関連している。ここでの検討から、長くて太い
分岐構造が形成されるためには、高い曲率依存性と高い曲げ弾性が共存する必要があると推測
された。 
 
（３）頂端収縮モデル 
 細胞形状を表現するモデル系を用いて、曲げ弾性が組織のどのような要素に起因して生じる
か調べたところ、個々の細胞の力学的性質を等しく仮定した場合でも、細胞の丈が高いほど組織
の曲げ弾性が高まることがわかった。 
 頂端収縮による分岐形成に関して数理解析を行ったところ、シストの細胞数が、最適な曲率か
ら計算される細胞数を超えると、変形が起きることが明らかになり、計算機シミュレーションの
結果ともよく一致していた。分岐後の管径は、細胞の丈と頂端収縮の程度から決定されることも
分かった。 
 
（４）細胞形状の観察 
 肺上皮細胞のサイズと丈を計測したところ、発生初期ほど細胞が大きく、発生が進むにつれて
小さくなること、サイズに比して細胞の丈がも低くなることがわかった。また、上皮枝先端の bud
領域では、duct領域に比べて細胞の丈が低くなっていた（図５A）。このことは、（１）において
FGF シグナル活性化と細胞の丈の関連が観察されたことと符号する。（２）および（４）の数理
モデルの結果と合わせて考察すると、発生が進むにしたがって、成長の曲率依存性に加えて、細
胞のサイズおよび丈が変化することで、分岐構造の階層性が制御されている可能性が考えられ
た。 

 
図５ マウス肺上皮枝先端の細胞形状と、細胞形
状制御を導入したラプラシアン成長モデル。
(A)E14.5 マウス肺の E-cadherin 染色。矢印は
duct 領域の丈の高い細胞、＊印は bud 領域の丈
の低い細胞を示す。(B)Cell type switching の仮
定。高曲率領域の細胞は bud 型と仮定し、増殖、
遊走、頂端収縮を行う。低曲率領域の細胞は、丈
の高い duct 型に切り替わる。(C)成長の曲率依存
性が高く、細胞の丈も高い細胞を仮定した場合の、
上皮管腔の成長の計算機シミュレーション結果
（snapshot）。大きいスケールの分岐構造が現れ
る。(D)成長の曲率依存性が低く、細胞の丈も低い
細胞を仮定した場合。小さいスケールの分岐構造
が現れる。 
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（５）細胞形状制御を導入したラプラシアン成長モデル 
 曲率依存的シグナル応答、細胞のサイズ、細胞の丈について、実験観察結果を反映させた数理
モデルの構築を試みた。検討した結果、（４）で観察された bud領域と duct領域の細胞形態の違
いを導入することで、高次の分岐形成が表現できることがわかった。すなわち、曲率の高いとこ
ろでは細胞の丈が低く（bud領域）、曲率の高いところでは細胞の丈が高い（duct領域）と仮定
することで（図 5B）、bud領域が成長するにつれて形態が不安定化し、分岐を生じるという過程
が繰り返される様子をシミュレーションすることができた。また、発生過程において見られる曲
率依存的シグナル応答と細胞の丈の変化によって、初期の太く長い分岐構造と、より後期の細く
短い分岐構造が再現された（図５C,D）。 
 
 以上の成果は学術誌掲載に向けて査読を受けており、受理に先んじて bioRxiv にて公開して
いる(10.1101/2023.03.23.533381)。形態形成分野においては、本研究で取り上げたような力
学的な観点が急速に広まってきた。上述の主要テーマで構築した数理モデルを応用して他の様々
な現象について力学的形態形成の数理モデルを提案した。分岐研究の発展として、肺とは別の原
理が想定される血管形成のモデル化を行った。血管内皮細胞の運動特性による分岐形成モデル
系を構築し、マウス胎仔脳に特徴的な血管パターンの制御ルールを予測した[14]。その他、肺胞
嚢形成(連携研究者の麓勝己氏との共著)[15]、細胞コロニー成長[16]、植物根毛形成[17]、葉表
皮細胞変形[18]の数理モデルを発表した。 
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