
東京医科歯科大学・大学院医歯学総合研究科・寄附講座助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０２

基盤研究(C)（一般）

2020～2018

炎症性腸疾患病変部に共通する特異的本態の解明

The elucidation of common pathogenesis specialized in the lesion of IBD

１０７８３３６８研究者番号：

竹中　健人（Takenaka, Kento）

研究期間：

１８Ｋ０７９０２

年 月 日現在  ３   ５ １０

円     3,500,000

研究成果の概要（和文）：炎症性腸疾患（IBD）は主に潰瘍性大腸炎（UC）・クローン病（CD）に大別され、UC
は直腸、CDは回腸末端とそれぞれ好発部位を認める。本研究では腸管上皮細胞の機能破綻によるバリアー能低下
をきたす部位が疾患の好発部位となるのではないか？と考えました。そこで、同一患者の病変部と非病変部の手
術検体から上皮細胞を取り出し、オルガノイドとして培養しました。病変部と非病変部のオルガノイドの形質や
遺伝子の発現を解析し、病変部の特徴を明らかとしました。

研究成果の概要（英文）：Inflammatory bowel disease (IBD) is mainly classified into ulcerative 
colitis (UC) and Crohn's disease (CD). The lesion of UC and CD is often observed in the rectum and  
the terminal ileum, respectively. In this study, we considered that the site where the barrier 
capacity is reduced due to the dysfunction of intestinal epithelial cells may be the site where the 
disease occurs frequently. Therefore, epithelial cells were extracted from surgical specimens of 
lesions and non-lesions of the same patient and cultured as organoids. Organoid traits and gene 
expression in lesions and non-lesions were analyzed, resulting in clarifying the characteristics of 
lesions.

研究分野：消化器内科学

キーワード： 炎症性腸疾患　病変部特異的因子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
炎症性腸疾患（IBD）の好発部位は知られているが、なぜその部位に病変が発生するか不明である。今回の成果
により、病変部特異的な機構を明らかとする事で、疾患の発症予防に寄与することが期待できます。また、病変
の拡大や重症化の抑制にも有用であると考えています。

※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 
炎症性腸疾患（IBD）は主に潰瘍性大腸炎（UC）・クローン病（CD）に大別され、UC は直
腸、CD は回腸末端とそれぞれ好発部位を認める。消化管は全長約 10m と小腸・大腸の差異は
認めるものの基本構造は同じであるが、同一腸管の中で部位限定的に発病する機構は未だ不明
である。これまで IBDは炎症性の疾患であり免疫制御破綻が原因と考えられ、臨床においても
免疫を抑制することを主眼として治療薬が開発されてきた。しかし、炎症抑制のみでは容易に再
燃を繰り返すことが問題となり、粘膜を修復することが再燃予防・完治に重要であることが近年
提唱されている。特に粘膜の腸管上皮細胞によるバリアー機能が着目されており、バリアー破綻
が IBD 発症や再燃に密接に関わることが示唆されている。そこで腸管上皮細胞の機能破綻によ
るバリアー能低下をきたす部位が疾患の好発部位となるのではないか？と考え、好発部位特異
的腸管上皮細胞制御機構が IBD 疾患の「本態」に直結しないか？という学術的「問い」を設定
した。これまでは「疾患の本態」ではなく「疾患の病態」解析としてヒト臨床検体を用いる場合
には病変部と非病変部を採取し比較検討を行うことが通常である。炎症背景を加味した上皮細
胞「病態」評価としては有用であり、臨床検体を用いて炎症環境下での IBD上皮細胞病態を明
らかとしてきた。しかし病変部では炎症細胞浸潤やサイトカイン暴露などの炎症刺激により上
皮細胞は大きな修飾をうけるため、疾患発症の「本態」機構が埋伏され同定できないことが多い。
本教室では世界で初めてマウス大腸上皮細胞の初代培養及びオルガノイド形態での持続継代培
養に成功し、現在ではヒト臨床検体からの小腸・大腸上皮細胞のオルガノイド培養を確立させて
いる。オルガノイドは幹細胞を含むすべての分化細胞を保持した状態であり生体内を模倣した
系である。培地は無血清であることから、in vitro環境下では組織内での炎症背景を排除した腸
管上皮細胞のみの「IBD本態評価」が可能ではないかと着想した。さらに潰瘍性大腸炎・クロー
ン病の両疾患における病変部特異的機構を解析し、共通の因子を探索・同定することにより IBD
の根幹に関わる本態解明に迫れると考えた（図 1）。 
 
２．研究の目的 
本研究では 1）IBD患者
の病変部・非病変部の腸管
上皮オルガノイドにおけ
る機能差異、2）IBD病変
部共通の特異的遺伝子の
同定、3）IBD病変部特異
的遺伝子における上皮細
胞機能・疾患本態との関与
解析を中心課題とし、炎症
背景を除去した病変部特
異的且つ疾患に共通する
上皮細胞機能を抽出する
ことにより IBD 疾患の本
態を明らかとすることを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
1）病変部小腸・大腸オルガノイド機能解析 
 潰瘍性大腸炎に関しては同一人物病変部の直腸及び非病変部の上行結腸より大腸オルガノイ
ドを樹立する。クローン病に関しては同一人物病変部の回腸末端と非病変部の空腸より小腸オ
ルガノイドを樹立する。同一人物の病変部、非病変部由来のオルガノイドの機能解析を行う。具
体的には増殖、幹細胞分画、炎症刺激応答、炎症刺激耐性を評価し、上皮細胞機能の部位別差異
を解析する。評価項目としては、MTS assay による増殖能、幹細胞可視化による幹細胞分画数、
炎症刺激によるサイトカイン産生、酸化ストレス度、炎症刺激によるアポトーシス、ネクロプト
ーシス等とする。 
 
2）病変部特異的遺伝子の抽出 
 両部位オルガノイドのマイクロアレイにより発現差異を認めた遺伝子を抽出する。さらに、小
腸オルガノイドにおける病変部特異的遺伝子群も抽出する。同一人物由来 3 ペアを用いた部位
別オルガノイド解析により発現差異を確認する。 
 
3）病変部特異的遺伝子の生体での確認 
 バルーン内視鏡生検検体・手術検体組織を用いて、生体組織内でも病変特異的遺伝子の発現差
異が維持されているかを確認する。バルーン内視鏡生検検体、手術検体は RNA later 保存・凍結
切片保存済みであり、PCR、免疫染色にて発現差異を解析する。発現差異を認めた因子を候補群



として絞り込みを行う。 
 
4）病変部特異的遺伝子発現の動揺 
 病変部由来オルガノイドに Crisper/CAS9 システムを用いて、病変部特異的発現遺伝子を欠失
させる。もしくは、レンチウイルスを用いて非病変部由来オルガノイドに病変部特異的発現遺伝
子を発現させる。 
 
5）病変部特異的遺伝子動揺における細胞機能置換の確認 
 遺伝子動揺の後、病変部由来オルガノイドが非病変部由来オルガノイドの細胞機能に置換す
るか計画 1）に準じて評価する。また逆に非病変部由来オルガノイドが病変部由来オルガノイド
に置換するか評価する。特に炎症刺激耐性など IBD 病態と関与する機能の置換を確認する。機能
置換が確認できた因子を候補因子として絞り込む。 
 
6）IBD 共通の病変部特異的遺伝子解析 
 計画 1-5）において、小腸・大腸ともに有意な結果がえられた因子を疾患特異性本態因子とし
て決定する。さらに小腸と大腸で同じ因子がある場合には IBD 共通本態因子として同定する。共
通因子の機能解析としてマウスへの移植モデルを構築し、in vivo における機能置換作用を評価
する。 
 
7）IBD 共通の病変部特異的遺伝子を標的とした解析 
 計画 6）で明らかとなった因子に対する阻害作用薬を用いて上皮機能作用を確認し新規治療薬
候補としての評価を計画 1）に準じて行う。阻害作用誘導としては、mi-RNA を用いるのみなら
ず、ケミカルライブラリースクリーニングにより阻害作用を有する小化合物を抽出する。オルガ
ノイドで効果を認めた阻害薬はマウス腸炎モデルで in vivo での効果を確認する。 
 
４．研究成果 
1）病変部小腸・大腸オルガノイド機能解析 
 潰瘍性大腸炎に関しては同一人物病変部の直腸及び非病変部の上行結腸より大腸オルガノイ
ドを樹立した。クローン病に関しては同一人物病変部の回腸末端と非病変部の空腸より小腸オ
ルガノイドを樹立した。同一人物の病変部、非病変部由来のオルガノイドの機能解析を施行した。
具体的には増殖、幹細胞分画、炎症刺激応答、炎症刺激耐性を評価し、上皮細胞機能の部位別差
異を明らかとした。 
 
2）病変部特異的遺伝子の抽出 
 両部位オルガノイドのマイクロアレイにより発現差異を認めた遺伝子を抽出した。さらに、小
腸オルガノイドにおける病変部特異的遺伝子群も抽出した。同一人物由来 3 ペアを用いた部位
別オルガノイド解析により発現差異を確認した。 
 
3）病変部特異的遺伝子の生体での確認 
 バルーン内視鏡生検検体・手術検体組織を用いて、生体組織内でも病変特異的遺伝子の発現差
異が維持されているかを確認した。バルーン内視鏡生検検体、手術検体を PCR、免疫染色にて発
現差異を解析した。発現差異を認めた因子を候補群として絞り込みを行った。 
 
4）病変部特異的遺伝子発現の動揺 
 病変部由来オルガノイドに Crisper/CAS9 システムを用いて、病変部特異的発現遺伝子を欠失
させた。同時にレンチウイルスを用いて非病変部由来オルガノイドに病変部特異的発現遺伝子
を発現させた。 
 
5）病変部特異的遺伝子動揺における細胞機能置換の確認 
 遺伝子動揺の後、病変部由来オルガノイドが非病変部由来オルガノイドの細胞機能に置換す
るか計画 1）に準じて評価した。また逆に非病変部由来オルガノイドが病変部由来オルガノイド
に置換するか評価した。 
 
6）IBD 共通の病変部特異的遺伝子解析 
 計画 1-5）において、小腸・大腸ともに有意な結果がえられた因子を疾患特異性本態因子とし
て決定した。 
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