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研究成果の概要（和文）：オランダHubrecht研究所のClevers Groupと共同研究を行った。Clevers Groupは2009
年に小腸組織の三次元培養（オルガノイド培養）に成功した（Sato et al, Nature 2009）。オルガノイド培養
はその後、様々な臓器、癌や遺伝性疾患を含む病変部からも組織培養を可能にしたため、新たな疾患モデルとし
て注目されている。共同研究では、オルガノイドがコラーゲン内で融合することに着目し、これまでミクロレベ
ルの大きさだったオルガノイドをマクロレベルで培養することに成功した。この成果は将来的にIn vitroの薬剤
評価系や移植複合体の開発に役立つことが期待される。

研究成果の概要（英文）：Principal investigator collaborated with Clevers Group (Hubrecht Institute, 
the Netherlands), where a three dimensional culture method for intestinal organoids has been 
established in 2009 (Sato et al, Nature 2009). In this study, we established macroscopic intestinal 
tubes from small cystic organoids by using floating collagen gels. The organoids cultured in 
soft-floating collagen fused together via collagen gel contraction and formed continuous tube 
structure. We found that the tubes contain stem and most types of the differentiated intestinal 
cells. In future, the macroscopic tubes might be used as an in vitro model of intestinal epithelium 
in investigations, such as drug effects and regenerative medicine.

研究分野： 分子病理学

キーワード： オルガノイド
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１．研究開始当初の背景 
 近年、癌の基礎研究分野においてはマイク
ロアレイや次世代シーケンス法などにより
遺伝子異常の網羅的解析が急速に発展して
おり、多数の癌関連遺伝子が同定・報告され
ている。しかし、それらを標的とした治療法
は動物実験レベルでの前臨床試験では一定
の効果が得られるものの、患者対象とした臨
床試験で良い成績を残せるのはほんのわず
かである。この原因として、阻害剤の開発段
階というよりは、前臨床試験を臨床試験につ
なぐためのトランスレーショナルリサーチ
の段階が不十分であることが挙げられる。つ
まり、開発された分子標的薬で効果が期待で
きる患者のスクリーニングが適切に行われ
ていないことが考えられる。代表者の基課題
「胃癌悪性化における DDX27 発現亢進の機
能的意義」も癌遺伝子に着目した治療法を目
指しているため、同様な課題が当てはまる。
私の受け入れ機関である Hubrecht Institute 
のClevers Groupはこの問題を解決するため
に、癌患者由来のオルガノイドによる薬剤ス
クリーニングのシステムを確立しつつある。 
 オルガノイドは幹細胞技術を応用した、組
織の三次元培養である。2009 年に Clevers 
group の佐藤らがマウス小腸のオルガノイド
培養を報告して以来（Sato et al, Nature 
2009）、大腸、胃、肝臓、膵臓、前立腺、乳
腺、などのヒトとマウスのほぼ全身臓器につ
いて上皮組織由来オルガノイドの培養法が
報告されている。さらに、癌患者、遺伝性疾
患などの組織からも高効率で（大腸組織・大
腸癌からは 80％以上の成功率）樹立すること
が可能であるため、従来の細胞株とは異なる
新たな疾患モデルとして注目されている。 
 
 
２．研究の目的 
 代表者は受け入れ機関の持つ技術を基課
題へ応用するために、まずはマウス腸管オル
ガノイド培養を使った新しいモデルの確立
を目指した。また、それと並行し、ヒト癌由
来オルガノイドを用いた培養技術の獲得と、
薬剤感受性試験の条件決定を試みた。
Clevers Group においてマウスおよびヒト由
来オルガノイドの取り扱いについて実験手
技的な部分だけで無く倫理面や臨床応用す
るためのストラテジーを経験することによ
り、国内におけるトランスレーショナルリサ
ーチの確立へ役立てたいと考えた。 
 
 
３．研究の方法 
 
①マウス小腸オルガノイド(SIorg)の単離 
1)マウス小腸を切り出し、内容物を洗い出し、
PBS で洗浄する。 
2)30 分乾 EDTA で処理をする 
3)激しく攪拌する。 
4)遊離した腺管(クリプト)をフィルターで

回収する。 
5)クリプトをカウントし、200 個を 20µlマト
リゲルで包埋する 
6)幹細胞のニッチ因子（Rspondin, Noggin, 
EGF）を含む幹細胞培地で培養する 
 
②マトリゲル培養 
1)マトリゲル内に包埋されたSIorgをガラス
キャピラリーで激しくピペッティングする 
2)破砕されたオルガノイドを懸濁する 
3)遠心し、マトリゲルへ包埋して培養する 
 
③コラーゲン培養 
1)マトリゲル内に包埋されたSIorgをガラス
キャピラリーで激しくピペッティングする 
2)破砕されたオルガノイドを培地で懸濁す
る 
3)遠心で回収し、軟性コラーゲン（0.75µg/ml 
Type I collagen）へ包埋する。 
4)コラーゲンと SIorg 複合体が固まった後、
チップから放出する培地にて複合体を浮遊
状態にし、培養する 
 
④免疫染色 
1)マトリゲルもしくはコラーゲンへ包埋し
たSIorgを4%パラホルムアルデヒドで固定す
る 
2)パラフィン包埋ブロックを作製し、そこか
らミクロトームで 4µmの切片を作製する。 
3)キシレンでパラフィンを取り除き、エタノ
ールで水和する。 
4)ペルオキシダーゼ処理 
5)ブロッキング 
6)一次抗体は以下の抗原に対するものを使
用した 
Ki67（細胞増殖マーカー）、βカテニン（Wnt
シグナル活性マーカー）、Lysozome（パネー
ト細胞マーカー）、Chromogranin A（内分泌
細胞マーカー） 
7)PBS 洗浄後、二次抗体反応 
8)DAB にて発色 
 
⑤リアルタイム PCR 
1)マトリゲルもしくはコラーゲンへ包埋し
た SIorg から RNA を回収する。 
2)回収した RNA を逆転写し、cDNA を作製する 
3) SYBR Green を用いて定量的 PCR を行う 
 
 
４．研究成果 
①SIorg のマトリゲル培養とコラーゲン培養
の比較 
 SIorg についてマトリゲルを用いた 3 次元
培養と浮遊性の軟コラーゲンを用いた培養
の比較を行った。図１に示されるように、マ
トリゲル内では多数のバディング構造が観
察されたが、コラーゲン内ではそれぞれの
SIorg が融合し、長い管構造を構築すること
が分かった。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②管構造形成のメカニズム 
 次に、コラーゲン内で SIorg が管構造を形
成するメカニズムを解析するため、オルガノ
イド融合の可能性を検討した。この実験では
2 種類のトランスジェニックマウス由来の
SIorg が用いられた。1 つは赤色の蛍光を持
ち、もう 1つは緑色の蛍光を持つ。これらを
混ぜ合わせることで、管構造を形成するのに
単一の細胞からの増殖が必要か、もしくはオ
ルガノイド同士の融合が必要か、を解析した。
図 2 に示すように、2 種類のオルガノイドは
互いに融合し合うことが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、融合のメカニズムとして、ゲル収縮
を検討した。図 3 に示されるように、SIorg
が包埋されていない場合、マトリゲルとコラ
ーゲンゲルはいずれも収縮しなかった。しか
し、SIorg を包埋すると、マトリゲルは全く
収縮が認められなかったのに対し、コラーゲ
ンゲルは 40%ほど収縮することが分かった。
以上の結果より、浮遊性軟コラーゲン内の
SIorg はゲル収縮により互いの距離が接近す
ることで融合が促進され、大きな管構造を形
成することが推測された。 
 
 
 
 
 
 
 
 

③管腔型 SIorg の細胞系譜 
 次に、管腔型 SIorg 内にどのような分化型
細胞が存在するか、免疫組織染色および電子
顕微鏡により観察した。図 4A に示されるよ
うに、管腔型 SIorg は空洞を維持しながら、
継ぎ目の無い構造であることが分かった。さ
らに、図 4B,C に示されるように、小腸上皮
を形成する主な細胞系譜を持つことが分か
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上の研究より、浮遊型軟コラーゲン内で
作製された管腔型SIorgは従来のマトリゲル
内で作製されるオルガノイドに比べ、大型で
ありながら、機能的な分化細胞および幹細胞
を持つことが示唆された。将来的に、In vitro
での薬剤評価系や機能を持つ移植細胞とし
て応用されることを期待する。 
 この研究を通してオルガノイド技術を身
につけるとともに、国際的な研究上の連携を
持つことに成功した。さらに、代表者は受け
入れ機関においてヒト癌組織からのオルガ
ノイド樹立法および薬剤感受性解析の方法
を取得した。今回形成された国際的な連携を
維持し、将来的に代表者が所属する機関で癌
オルガノイドによるトランスレーショナル
リサーチを展開する際に、レベルの高い国際
的な研究環境を維持していきたい。 
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