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研究成果の概要（和文）：　本研究では、より生体に近い系である腸管オルガノイドを用いて、デオキシニバレ
ノール (DON) やニバレノール (NIV) の幹細胞や腸管バリア機能に対する影響を調べた。その結果、基底膜側か
らのDONやNIVの暴露は幹細胞に負の影響を及ぼすことを示した。また、DONは管腔側からの暴露では影響はなか
ったが、基底膜側からの暴露において幹細胞数や腸管バリア機能を有意に低下することを初めて示した。さらに
マウスにDONを経口投与し、調製した腸管オルガノイドは、オルガノイドの形成効率や増殖が低下しており、in 
vivoでの結果がオルガノイドを用いたin vitro系でも反映されている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the effect of deoxynivalenol (DON) and nivalenol (NIV), 
which contaminate grain such as wheat, barley, and corn, on stem cells and intestinal barrier 
function using small intestinal organoids (enteroids), a system closer to the living body. As a 
result, the basolateral exposure of DON or NIV negatively affected stem cells in enteroids. We have 
also shown for the first time that the DON exposure from the luminal side did not largely affected, 
but that from the basolateral side significantly reduced the number of  stem cells and intestinal 
barrier function in enteroids. In addition, enteroids prepared after oral administration of DON to 
mice showed low enteroid forming efficiency and proliferative capacity, suggesting that the in vivo 
results may be reflected in the in vitro system using enteroids.

研究分野： 食品機能学、毒性学

キーワード： デオキシニバレノール　ニバレノール　腸管オルガノイド　幹細胞　腸管バリア機能　管腔側　基底膜
側　タイトジャンクション
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果の学術的意義は、これまでに報告のなかった腸管幹細胞に対するDONやNIVの影響を明らかにした点、
そしてDONに関しては管腔側からの暴露よりも基底膜側からの暴露の方が、幹細胞や腸管バリアへの影響が大き
いことを明らかにした点である。これにより、DONやNIVの毒性評価をする際の有用な情報となることが考えられ
る。また、マウスにDONを経口投与後に作成した腸管オルガノイドは、形成効率や増殖が低下したことから、in 
vivoでの現象が腸管オルガノイドを用いたin vitro系でも反映されていることが考えられ、腸管オルガノイドで
の安全性評価が動物での評価に変わりうる系である可能性を示唆した。

※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 

腸管は、体内への栄養素や水分の吸収、粘液分泌や抗菌物質の産生による有害物質の侵入阻止、
腸管内容物を認識して消化液を分泌するなど、多様な機能を併せ持っている器官である。このよ
うな多様な機能は、一つの幹細胞から生じる腸管上皮細胞 (吸収上皮細胞、杯細胞、内分泌細
胞、パネート細胞など) により担われている。これら腸管上皮細胞のほとんどは、腸管内腔に突
出した絨毛と呼ばれる部分に存在しており、パネート細胞と幹細胞は腸管内腔の凹んだ部分で
ある陰窩 (クリプト) に存在している (Fig. 1)。幹細胞は一生を通じて自己複製し続けるとと
もに、全ての腸管上皮細胞への分化能を持つ細胞と定義されている。しかしながら、腸管機能を
in vitro にて解析する実験系は限られており、これまで用いられてきた Caco-2細胞など大腸が
ん由来株化細胞も必ずしも生体内の腸管上皮細胞の機能を発現していない。また、腸管幹細胞の
機能を探るための実験系も確立されておらず、新しい実験系が待ち望まれていた。そのような中、
2009 年に腸管幹細胞の三次元幹細胞培養系（オルガノイド培養系）が開発された (Sato et al. 
Nature 459, 262-5 (2009))。この培養法で培養された腸管細胞は、生体内と同様に幹細胞の自
己複製と全ての腸管上皮細胞の産生が可能であり、まさにミニ腸管と呼べるものである。これに
より、これまで困難であった in vitro での腸管幹細胞実験が可能となり、種々の因子が腸管上
皮細胞に与える影響を解析できる道が開かれた。 

しかし、腸管オルガノイドを用いた食品成分、有害菌、毒素の影響を評価した研究は未だ少な
いのが現状である。そこで、我々がこれまでに研究してきたトリコテセン系カビ毒のデオキシニ
バレノール (DON) およびニバレノール (NIV) に着目した。これまでに、生体を反映した適切
な in vitro評価系が存在しなかったことから、腸管を担う細胞の起点となる幹細胞に対して DON
や NIVがどのような影響を及ぼすのかは未だ明らかになっていない。また、DONなどがタイトジ
ャンクションに影響を及ぼし、透過性を変化させることは知られている (Pinton and Oswald. 
Toxins 6, 1615-43 (2014)) が、腸管オルガノイドでの報告はない。そこで本研究では、ミニ腸
管とも言われる腸管オルガノイドを用いることにより、より生体に近い系で幹細胞や腸管バリ
ア機能に対する DONや NIVの影響を評価できるのではないかと考えた。また、現在の動物実験の
環境は、3R (Replacement:代替法への置換、Reduction:使用動物数の削減、Refinement:苦痛の
軽減) が求められている。腸管オルガノイド評価系の有用性を示すことができれば、3R の問題
を解消した動物に替わる新たな安全性評価系の構築につながると考えた。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、 
(1) DONや NIV が腸管の幹細胞やタイトジャンクションに対する影響を明らかにする 
(2) in vitro のオルガノイド評価系での結果と、DON を投与したマウスから調製した腸管オル
ガノイドにおける変化の結果を比較することで、腸管オルガノイドを用いた安全性評価系の有
用性を検討する 
ことである。 
 
３．研究の方法 

経口投与された DONは、腸管からも吸収されるが、胃で 88.5%が検出されたとの報告 (Dänicke 
et al. Arch Anim Nutr 58, 169-80 (2004)) があることから、胃から吸収され血液中に移行
し、腸管の基底膜側から暴露することも考えられた。したがって、経口摂取した DONおよび NIV
の暴露は、基底膜側と管腔側の両経路を考慮する必要がある。本研究では、腸管オルガノイドが
独自構造 (内側が管腔側、外側が基底膜側) を有するため (Fig. 2)、培地にカビ毒を添加する 
(基底膜側からの暴露) 系とマイクロインジェクションによりカビ毒を投与する (管腔側から
の暴露) 系を用いて、幹細胞や腸管バリア機能への影響を調べた。さらに、DON を経口投与した
マウスから調製した腸管オルガノイドにおける変化の結果と、in vitro オルガノイド系での結
果を比較し、腸管オルガノイドが動物に替わりうる安全性評価系であるのかを検討する。具体的
な研究方法は以下に示す。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                             Fig. 2 腸管オルガノイドの構造 

Fig. 1 小腸の構造と構成する細胞 
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(1) 基底膜側からの DONおよび NIVの暴露に対する腸管オルガノイドへの影響  

C57BL/6マウスから回収した空腸のクリプトをマトリゲルに包埋し、オルガノイド培養を行っ
た。培養から 3 日目に DON あるいは NIV を培地に添加し、24 時間後にオルガノイド自身の増殖
活性 (EdU assay)、幹細胞への影響 (Lgr5-EGFPマウス (幹細胞マーカーの Lgr5 が発現する細
胞が EGFPという蛍光タンパク質で標識されるマウス) から調製したオルガノイドを用いて蛍光
強度の変化を測定する)を調べた。 
 
(2) 管腔側と基底膜側からの DONの暴露に対する腸管オルガノイドへの影響の比較 
 (1) と同様に培養した腸管オルガノイドに、DON (1 uM) をマイクロインジェクションにて投
与した。また、基底膜側からの暴露と比較するために、(1) と同様の実験系を設け、同濃度の 
DON を培地に添加した。その後、オルガノイド自身の増殖活性 (EdU assay)、幹細胞数への影響 
(Lgr5-EGFPマウスから調製したオルガノイドを用いて幹細胞数の変化を解析する)を調べた。ま
た、DONに暴露させた腸管オルガノイドのタイトジャンクションに関わるタンパク質の発現変化
を蛍光免疫染色により解析した。さらに、バリア機能を評価するために、蛍光デキストランの流
入をモニタリングした。 
 
(3) DONを経口投与したマウスから調製した腸管オルガノイドにおける変化の解析  
 C57BL/6マウスに、溶媒であるリン酸緩衝生理食塩水 (PBS)（コントロール (Con) 群）、ある
いは 50 mg/kg body weight の DON（DON 群）を経口投与した。24時間後、当該マウス由来の空
腸オルガノイドを作製し、4 日間の培養後にオルガノイド形成効率（4 日目のオルガノイドの数
/0 日目のクリプト数)の変化ならびに増殖活性 (EdU assay) を調べた。以上の結果を、(2) で
行った in vitro のオルガノイド系の結果と比較検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 基底膜側からの DONおよび NIVの暴露に対する腸管オルガノイドへの影響 

腸管オルガノイドにおける細胞生存率は、DON、NIVともに 1 uM以上の濃度で有意に低下した。
また、DONは 1 uM以上、NIV は 0.05 uM 以上の濃度で、腸管オルガノイドの増殖活性を低下し
た。さらに、Lgr5-EGFPマウスから調製した腸管オルガノイドを用いて当該カビ毒を添加後、Lgr5
に由来する蛍光をタイムラプスで追跡した結果、DON (0.1 uM) で 18 h 後、NIV (0.05 uM) で
15 h 後に蛍光強度の低下が認められ、幹細胞に負の影響を及ぼすことが示唆された。 
 
(2) 管腔側と基底膜側からの DONの暴露に対する腸管オルガノイドへの影響の比較 

管腔側からの DON (1 uM, 72 h) の暴露では、ほとんど影響は認められなかったのに対し、基
底膜側からの DON (1 uM, 72 h) の暴露により、タイトジャンクションなどに関連したタンパ
ク質が崩壊し、腸管上皮の完全性が失われていた (Fig. 3)。また、蛍光デキストランを用いた
流入試験の結果、腸管バリア機能の低下が認められた (Fig. 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 4 管腔側あるいは基底膜側から

DON を暴露させた際に流入した蛍光デ

キストランの蛍光強度比(0 h に対す

る)の経時変化 Fig. 3 管腔側あるいは基底膜側から DONを

暴露させた際の腸管上皮の完全性の変化 



 

 

さらに、Lgr5-EGFPマウス由来の空腸オルガノイドを管腔側あるいは基底膜側から DON (1 uM, 
24 h) に暴露させた後、Lgr5 に由来する蛍光をモニタリングした。その結果、基底膜側からの
暴露後に、蛍光の減弱が認められた (Fig. 5)。また、0時間目と 24時間後の幹細胞数を測定し、
その割合を求めたところ、基底膜側からの暴露により有意な減少が認められた (Fig. 6)。加え
て、基底膜側からの暴露により、腸管オルガノイドの増殖活性も有意に低下した (Fig. 7)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

以上の結果から、なぜ基底膜側からの暴露の影響が大きいのかという理由を探るため、RNA-
sequence 解析を行った。その結果、発現変動遺伝子 (DEGs) のヒートマップが明確に異なって
おり、変動した発現変動遺伝子の数も多かった。さらに、DAVIDを用いたエンリッチメント解析
の結果、Focal adhesion pathway が最も変動が大きかった。 
 
(3) DONを経口投与したマウスから調製した腸管オルガノイドにおける変化の解析 

DONを経口投与したマウスから調製した腸管オルガノイドは、4日後に成長が低下しているよ
うに観察された (Fig. 8)。そこでオルガノイド形成効率を求めた結果、Con 群よりも DON群に
おいて有意に低下していた (Fig. 9)。また、4日目の増殖応答を EdU assay により調べた結果、
Con 群よりも DON 群において有意に低下していた (Fig. 10)。この結果を、(2) で得られた in 
vitro オルガノイドでの結果と比較した。その結果、基底膜側からの暴露で認められた幹細胞数
の減少や増殖活性の低下という結果と、今回の結果が一致していた。DON は胃や十二指腸で多く
吸収されるという報告 (Dänicke et al. Arch Anim Nutr 58, 169-80 (2004)) があることを踏
まえると、今回、経口投与した DONは、管腔側からの暴露よりも、吸収後に血液を介して基底膜
側から暴露した可能性が高く、DONを経口投与した際に生じた現象が腸管オルガノイドを用いた
in vitro 系でも反映されていたと考えられた。以上より、腸管オルガノイドを用いた安全性評
価系の有用性が部分的に示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 5 管腔側あるいは基底

膜側から DON を暴露させた

際の Lgr5由来の蛍光の変化 

Fig. 6 管腔側あるいは基底

膜側から DON を暴露させた 

際の幹細胞数の割合 (24h

後/0 h 後) の変化 

Fig. 7 管腔側あるいは基

底膜側から DON を暴露させ

た (24 h後) 腸管オルガノ

イド中の増殖細胞の割合 

Fig. 8 DON を経口投与した 

マウスの空腸より調製した 

オルガノイドの変化  

Fig. 9 DONを経口投与した 

マウスの空腸より調製した 

オルガノイドの形成効率 

Fig. 10 DON を経口投与し

たマウスの空腸より調製し

たオルガノイド中の増殖細

胞の割合 
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