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研究成果の概要（和文）：本研究では、オルガノイド培養技術によりマウス腸管上皮幹細胞を培養・維持し、網
羅的な遺伝子発現やエピゲノム変化などを検討することで老化の分子機構の解明を試みた。若いオルガノイドが
旺盛な増殖能を示すのに対し、老化したオルガノイドでは増殖能および組織形成能が低下していた。また、幹細
胞マーカーでありWntシグナル経路の受容体であるLgr5が老化に伴いヒストンH3リジン27トリメチル化により抑
制されていることを示した。以上の結果より、老化したマウスの腸管上皮由来オルガノイドでは、幹細胞の増殖
能や組織構築能力が低下しており、これらの一連の変化はエピゲノム変化が重要な役割を果たしていることが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：To understand the molecular mechanism underlying aging, we established 
intestinal epithelial organoids derived from both young and aged mice and investigated gene 
expression profiles and epigenome alterations. We found that cell proliferation and tissue formation
 were significantly inhibited in intestinal epithelial organoids derived from aged mice. In 
addition, epigenetic modifications including suppression of Lgr5 by trimethylation of histone H3 
lysine 27 induced suppression of Wnt signaling. These findings indicate that epigenome alterations 
may lead to disabilities of cell proliferation and tissue formation during the process of aging.

研究分野： 消化器病学
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１．研究開始当初の背景 
（１）エピジェネティクスとは、DNA 塩基配
列の変化を伴わずに遺伝子発現を制御する
DNA やヒストンに対する化学修飾のことであ
り、通常、細胞分裂後も継承される変化であ
る。研究代表者らは、これまでにがん細胞に
おいて通常の遺伝子のみならず、タンパク質
をコードしない小さな RNA であるマイクロ
RNA の発現もエピジェネティクス機構によっ
て制御されていることを世界に先駆けて報
告した（Saito Y et al. Cancer Cell 9, 435, 
2006）。 
 
（２）近年、エピジェネティクスががんをは
じめとする疾患のみならず、加齢や老化にお
いても重要な役割を果たすことが明らかに
なってきた。例えば、一卵性双生児のゲノム
配列は同じであるが、その後の異なる生活環
境や生活習慣により、一方にだけ糖尿病やが
んなどの疾患が発生することや、両者で寿命
が異なることがしばしば認められる。これら
の変化は加齢により生じたエピゲノム変化
（エピジェネティクス変化の総称）が原因と
なっていると考えられる。異なる生活環境や
生活習慣の下で加齢していくことで、エピゲ
ノム変化が蓄積し、疾患の発症や寿命に影響
を与えていることが考えられる。 
 
（３）腸管上皮幹細胞などの組織幹細胞は、
永続的な自己複製能と多分化能を有し、組織
を構成する上で最も重要な細胞である。また、
このような組織幹細胞は一生を通じて自己
複製するため、老化の過程でのエピゲノム変
化などの蓄積を観察する上で、極めて良いモ
デルになると考えられる。連携研究者である
佐藤俊朗らが開発したオルガノイド培養技
術は、幹細胞の維持に必須な因子のみを加え
た無血清培地を用いてマトリゲル中で3次元
培養を行うことで、幹細胞が立体的な組織構
造体（オルガノイド）を形成しながら増殖す
ることを可能にした(Sato T et al. Nature 
459, 262, 2009)。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、以下の 2点について明らかに
することを目的とする。 
 
（１）腸管上皮幹細胞を用いて、加齢に伴う
食物抗原や腸内細菌などのストレスによる
遺伝子の発現変化およびエピゲノム変化の
網羅的解析を行う。加齢において鍵となる遺
伝子のエピゲノム変化を特定し、「老化」と
いう生命現象の分子メカニズムを明らかに
する。 
 
（２）エピゲノム変化が薬剤などにより可逆
的であることを利用し、がんなどの疾患の予
防を含めたアンチエイジング医療への応用
についても明らかにする。 
 

３．研究の方法 
本研究では、各週齢のマウスにおける腸管

上皮幹細胞を培養・維持するため、オルガノ
イド培養を行った。また、遺伝子発現やエピ
ゲノム変化の網羅的解析を行い、加齢制御遺
伝子を特定すると同時に加齢の分子メカニ
ズムを明らかにするため、以下の実験を行っ
た。 
 

（１）各週齢のマウスからの腸管上皮オルガ
ノイドの樹立 
 本研究の動物実験では、C57BL/6 マウスを
通常食と高脂肪食で飼育し、各週齢（1, 5, 10, 
20, 30, 40, 50 週）のマウスから腸管上皮幹
細胞を採取し、オルガノイド培養を行った。
組織を細かく処理した後、マトリゲルで包埋
し、EGF、Noggin、R-spondin 1 などの幹細胞
の維持に必須な因子のみを加えた無血清培
地を用いて 3次元培養を行った。それぞれの
週齢で樹立したオルガノイドにおける増殖
能や形態変化を詳細に検討した。 
 
（２）エピゲノム変化および遺伝子発現変化
の網羅的解析 
樹立したオルガノイドにおけるDNAメチル

化やヒストン修飾などのエピゲノムの変化
をバイサルファイト変換後およびクロマチ
ン免疫沈降（ChIP）後の DNA を用いて次世代
シーケンス解析を行うことで網羅的に探索
した。また、マイクロ RNA などの non-coding 
RNA を含む全遺伝子の発現変化をマイクロア
レイによって網羅的に解析した。 
 
（３）加齢制御遺伝子の探索とアンチエイジ
ング医療への応用 
 以上のマウスにおける腸管上皮幹細胞に
おける遺伝子発現プロファイルおよびエピ
ゲノム変化を解析し、加齢に伴う老化の過程
で重要な役割を果たす遺伝子を探索した。 
 また、特定された加齢制御遺伝子は、エピ
ジェネティクス機構によってその発現が制
御されていることが予想される。エピジェネ
ティクス変化は基本的に可逆的であるため、
樹立したオルガノイドにDNAメチル化阻害薬
やヒストン脱アセチル化酵素阻害薬などの
薬剤を添加することで、エピジェネティクス
変化を人為的に制御することが可能かを検
討した。 
加齢に関する重要な遺伝子の発現を制御

できることが可能になれば、エピジェネティ
ック治療がアンチエイジングを介してがん
をはじめとする疾患の新たな予防戦略とな
ることが期待される。 
 
４．研究成果 
（１）これまで、老化に関する研究がなかな
か発展しなかった大きな要因の１つとして、
in vitroで老化の本態を反映し、エピゲノム
から代謝産物に至る統合的な解析を行い得
る良いモデルが存在しなかったことがあげ



られる。申請者らは、オルガノイド培養技術
により、マウスの腸管上皮幹細胞を永続的に
培養・維持することに成功した。加齢に伴う
エピゲノム変化は、幹細胞に蓄積していくこ
とから、この 3次元の組織構造体（オルガノ
イド）は、老化の研究を行う上で極めて強力
な研究ツールとなることが期待される。 
 
（２）下図に示す通り、申請者らは、4 週齢
および 54 週齢の C57BL/6 マウスの腸管上皮
から幹細胞を分離・培養することに成功した。   
4 週齢のマウス腸管上皮由来のオルガノイ

ドは幹細胞が存在する突起状の陰窩コンパ
ートメントが認められるのに対し、54 週齢の
マウス由来のオルガノイドにおいては、陰窩
コンパートメントが認められず、培養開始か
ら8日目には細胞増殖が減退していく様子が
観察された。この結果は、若い幹細胞が旺盛
な増殖能を示すのに対し、老化した幹細胞で
は増殖能が低下し、老化に伴う幹細胞の枯渇
につながっていることが示唆された。 

 
 

（３）マイクロアレイおよびリアルタイム
PCR により網羅的な遺伝子発現解析を行った
ところ、幹細胞マーカーである Lgr5 の発現
が老齢腸管上皮由来オルガノイドで有意に
低下しており、Gene Set Enrichment Analysis 
(GSEA)により、老齢腸管上皮由来オルガノイ
ドにおいてWntシグナル経路が有意に抑制さ
れていることが示された。 
また、加齢に伴うエピゲノム変化について

解析を行ったところ、クロマチン免疫沈降
ChIP）アッセイにて Lgr5 のプロモーター領
域における遺伝子発現抑制系のヒストン修
飾であるヒストン H3リジン 27トリメチル化
（H3K27me3）が老齢腸管上皮由来オルガノイ
ドにおいて有意に亢進していた。ヒストンメ
チル化阻害薬である 3-deazaneplanocin A 
(DZNep) の投与により Lgr5 の発現は回復し
た。 
以上の結果より、老化したマウスの腸管上

皮由来オルガノイドでは、幹細胞の増殖能や
組織構築能力が低下しており、これらの一連
の変化はエピゲノム変化が重要な役割を果
たしていることが示唆された。 
 

（４）現在、これらの加齢に伴うエピゲノム
変化を薬剤や遺伝子特異的なエピゲノム編
集技術により制御することで、新たなアンチ
エイジング医療の開発に応用できるかどう
か検討している。これらの成果により、高齢
者の健康寿命を延長するシーズを創出でき
ることが期待される。 
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