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研究成果の概要（和文）：同一患者の全結腸切除検体から左側の直腸及び右側の上行結腸より大腸オルガノイド
をそれぞれ樹立した。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
解析したところ、直腸由来のオルガノイドにおいて増殖能の低下を認めた。それぞれのオルのガイド特異的な遺
伝子を抽出し、手術検体の解析からヒトにおいてもその発現が保存されていることを確認した。さらに特異的遺
伝子の発現動揺により、オルガノイド機能の変容を確認したことから位置決定機能のみならず、細胞機能に大き
な影響をもつことを発見した。

研究成果の概要（英文）：I established human colonic organoids generated from the left rectum and the
 right ascending colon of colectomy specimens in the same patient, respectively. After evaluating 
cell function such as cell proliferation, stem cell fraction, inflammatory stimulation response and 
inflammatory stimulation tolerance, I detected the suppression of cell proliferation in the organoid
 derived from rectum. I also extracted the gene which was specifically expressed in each organdies. 
Moreover, I confirmed that the expression was stored in human by the analysis of the operative 
specimen. Furthermore, I discovered that these genes affect on a cell function as well as a position
 decision function.

研究分野： 消化器内科学

キーワード： 位置運命決定因子　病変好発部位　疾患感受性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在様々な疾患に関して病態解明が行われているが、好発部位を主眼とした病態解明は殆どない。特にIBDは炎
症を主眼とした免疫制御破綻の観点からの病態解明が多くされてきており、実臨床においても免疫抑制療法が主
流である。しかし、免疫抑制療法のみでは再燃が多く完治しないことが問題となり粘膜再生が重要視されるよう
になった。粘膜が再生すると上皮細胞による消化管バリアー機能が作動し再燃が抑制されることが提唱され、近
年腸管上皮細胞の機能が注目されている。逆に言えば、ある特定の部位の上皮が破綻すればその部位が病変部に
なることを示しており、IBD好発部位における上皮破綻機能の解明が疾患克服に繋がると期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 左右非対称などの臓器位置決定は発生段階で位置運命決定因子により制御されているが、臓
器位置が決定し成体となった後でも位置運命決定因子は発現し続けている。しかしながら成体
後の位置運命決定因子による制御機能はほとんど解析されておらず、特にヒトにおける作用は
全く不明である。申請者が専門としている炎症性腸疾患（IBD）では好発部位が知られており、
潰瘍性大腸炎では直腸、クローン病では回腸末端が初発となることが多いが、なぜその部位に
発症するか詳細な分子機構は不明である。疾患発症機序解明のため病変部と非病変部を比較す
る報告が散見されるが、手術検体や内視鏡検体を直接解析することから病変部の炎症による修
飾が大きいため病変部の病態は未だ明らかにされていない。そこで申請者は独自に構築したマ
ウス大腸オルガノイド培養をヒトに応用することを考案した。マウス大腸オルガノイドでは大
腸上皮初代細胞を 3 次元にて培養することにより腸内環境を模倣する系であることを確認して
いる。さらにヒト腸管上皮細胞にても培養可能とし、潰瘍性大腸炎の同一患者手術検体から左
側の直腸（病変部）と右側の上行結腸（非病変部）を採取しオルガノイドを樹立したところ、
この両部位由来オルガノイドの培養条件は同一のため長期間の継代培養により組織内での炎症
環境を排除した状態として解析可能であることが判明した。興味深いことに両部位由来のオル
ガノイドでは細胞増殖や炎症刺激耐性が全く異なることを確認している。特に、直腸由来オル
ガノイドは細胞増殖が遅く、炎症刺激に対する細胞死感受性が高いという結果を得たことから
直腸由来上皮細胞の炎症に対する脆弱性が潰瘍性大腸炎の好発部位であることの関連性が示唆
された。さらに、マイクロアレイによる網羅的遺伝子発現差異において予想しなかった位置運
命決定因子群が抽出された。そこで申請者は、位置運命決定因子は発生段階のみならず成体後
も臓器位置により発現が制御され、臓器位置特異的な機能制御を行うことで疾患感受性差異を
生み出し、病変好発部位が形成されると着想した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、腸管の異なる部位由来のオルガノイドでの位置運命決定因子発現を動揺させるこ

とにより細胞機能が置換されることを確認し、位置運命決定因子と疾患感受性の関連を明らか
とすることで病変好発部位形成の病態を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）位置特異的大腸オルガノイド機能解析 
 左側の直腸及び右側の上行結腸より大腸オルガノイドを樹立する。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。 
（2）位置運命決定遺伝子の抽出 
 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。 
（3）位置運命決定遺伝子の確認 
 手術検体組織を用いて、生体組織内でも位置運命決定遺伝子の発現差異が維持されているか
を確認する。 
（4）位置運命決定遺伝子発現の動揺 
 上行結腸由来オルガノイドに Crisper/CAS9 システムを用いて PITX, HOXB2 を欠失させる。も
しくは、レンチウイルスを用いて直腸由来オルガノイドに PITX, HOXB2 を発現させる。 
（5）位置運命決定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、上行結腸由来オルガノイドが直腸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。直腸由来オルガノイドも同様に置換を評価する。特に炎症刺激
耐性など IBD 病態と関与する機能が置換された場合には病変好発部位との相関を明らかとする。 
（6）小腸オルガノイドによる解析 
 大腸に準じて同一人物の左側空腸由来オルガノイド及び右側回腸由来オルガノイドを用いて
同様に解析を行う。 
 
４．研究成果 
（1）位置特異的大腸オルガノイド機能解析 
 同一患者の全結腸切除検体から左側の直腸及び右側の上行結腸より大腸オルガノイドをそれ
ぞれ樹立した。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
位別差異を解析したところ、直腸由来のオルガノイドにおいて増殖能の低下を認めた。 
（2）位置運命決定遺伝子の抽出 
 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。右側の上
行結腸由来オルガノイドでは PITX, HOXB2 の発現が左側の直腸由来オルガノイドよりも多いこ
とを確認した。 
（3）位置運命決定遺伝子の確認 
 手術検体組織を用いて、生体組織内でも位置運命決定遺伝子の発現差異が維持されているか
を確認する。手術検体の提供を受け、定量 PCR 及び免疫染色にて確認を行ったところ、オルガ
ノイドの発現差異が手術検体においても保存されていた。 
（4）位置運命決定遺伝子発現の動揺 



 上行結腸由来オルガノイドに Crisper/CAS9 システムを用いて HOXB2 を欠失させた。シークエ
ンスにてそれぞれの遺伝子に変異が導入されていることを確認し、機能的な欠失を確認してい
る。また、レンチウイルスを用いて直腸由来オルガノイドに PITX を発現させた。 
（5）位置運命決定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、上行結腸由来オルガノイドが直腸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。直腸由来オルガノイドも同様に置換を評価した。 
（6）小腸オルガノイドによる解析 
 大腸に準じて同一人物の左側空腸由来オルガノイド及び右側回腸由来オルガノイドを用いて
同様に解析を行った。小腸では Lefty1 が候補因子として抽出された。 
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