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研究成果の概要（和文）：オルガノイド移植技術に手術を組み合わせ、ラットの一部大腸上皮を剥離し、小腸由
来オルガノイドの移植により上皮のみ小腸化した大腸グラフトを創出する技術を開発した。オルガノイドや、マ
ウス大腸に移植したヒト小腸上皮、ラットにおける小腸上皮化大腸グラフトの機能解析を行った。小腸上皮オル
ガノイドにより構築された上皮の小腸機能を示すとともに、短腸症候群モデル小動物に対するオルガノイド治療
コンセプトを確認できた。

研究成果の概要（英文）：Combining the organoid transplantation technique with surgery, we developed 
a technique to create small intestinalized colon grafts by removing a portion of colonic epithelium 
from rats and transplanting organoids derived from the small intestine. Functional analysis of 
intestinal organoids, human small intestinal epithelium transplanted into mouse colon, and small 
intestinalized colon grafts in rats was performed. We successfully demonstrated the small intestinal
 function of the epithelium constructed by small intestinal epithelial organoids and confirmed the 
concept of organoid-based therapy for a small animal model of short bowel syndrome.

研究分野： 消化器病学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
小腸上皮は移植した先の組織の構造を変化させ、小腸としての機能を発揮しうることが明らかになった。大腸の
上皮を小腸オルガノイドにより置換した小腸化大腸を移植するという新しい治療戦略は、今回コンセプトが確認
された小動物（マウス、ラット）と比較してサイズが大きなヒトにおいても応用可能と考えられる。今後、自己
の小腸オルガノイドと大腸組織を用いた自家移植を行うことで、免疫抑制剤を必要としない新規治療法の開発へ
とつながることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

腸管上皮幹細胞をオルガノイドとして永続的に体外培養可能となり、研究ツールとしてのみ
ならず、再生医療への応用も期待されている。とりわけ、十分な治療法がなく命を落とす患者の
多い短腸症候群などの難治性小腸疾患に対する革新的な治療法の開発が望まれている。しかし、
これまで、正常のヒト腸管上皮を in vivo で再構築する手段はなく、その形質や機能の解析は in 

vitro での検討に限られていた。最近、研究代表者らは大腸の上皮を剥離し、移植したオルガノイ
ドにより上皮を置換することで、免疫不全マウスの腸管内にヒトとしての形質、幹細胞ヒエラル
キーを保持したままヒト腸管上皮を再構築する技術の開発に成功した（Sugimoto et al. Cell Stem 

Cell 2018）。そこで、本技術を難治性小腸疾患に対する治療に応用できないかと考え、本研究の
着想に至った。 

 

２．研究の目的 

オルガノイド移植技術に手術を組み合わせ、ラットの一部大腸上皮を剥離し、小腸由来オルガ
ノイドの移植により上皮のみ小腸化した大腸グラフトを創出することで短腸症候群モデルラッ
トにおける小腸上皮化大腸グラフトの機能解析を行う。これにより、オルガノイドにより構築さ
れた上皮の小腸機能を示すとともに、短腸症候群に対する新規治療戦略を提案することを目的
とした。 

 

３．研究の方法 

(1) マウス腸管内で再構築したヒト腸管上皮細胞の解析 

 研究代表者らが開発した大腸オルガノイドの移植技術（同所異種移植）を小腸オルガノイド移
植へと応用し、再構築された移植組織の機能を検証した。事前に蛍光標識した細胞を移植し、マ
ウス腸管内における絨毛形成を確認する。小腸特異的な消化酵素（Sucrase-isomaltase など）や、
回腸特異的なレセプターの発現、電子顕微鏡下での微絨毛の形成など、移植片の小腸上皮再構築
能を評価する。蛍光コレステロール投与下での Whole-mount staining を行い、脂質吸収能を共焦
点レーザー顕微鏡によるイメージング技術を駆使して実証する。コントロールとして、正常大腸
オルガノイド移植を行い、比較検証や幹細胞機能解析を行う。 

 

(2) ラット小腸オルガノイド移植により創出した小腸グラフトの移植効果の検証 

ラットのオルガノイド培養法（Fujii et al. Cell Stem Cell 2018）を用いて、Lewis Luciferase 

Transgenic ラットから小腸および大腸オルガノイドを樹立、培養する。ラットにおけるオルガノ
イド移植を行い、移植片は Luciferase 発光により、経時的なモニタリングを行う。手術開発にお
いては、研究分担者と共同し研究を推進する。まず、栄養血管の血流を保ったまま大腸の一部を
切離する（図 1 左）。術中に、EDTA を用いた上皮剥離法により、切離した大腸の上皮を剥離す
る。同部位に小腸オルガノイドを移植し、上皮が成熟するまで腹壁に縫い付けてストマとし、便
の通過がない状態を維持する（図 1 中央）。手術を組み合わせることによって、腸閉塞をきたす
リスクを軽減しつつ広範な移植が可能となる。上皮が発育した後に、全小腸切除するとともに小
腸上皮が移植され発育したグラフトを本来の回腸末端部に移植する（図 1 右）ことで、その小腸
グラフトの移植効果、移植粘膜組織を評価する。手術実験における術者によるバイアスを低減す
るために、移植細胞をラットの小腸/大腸オルガノイドで割付することで術者および観察者への
移植細胞のブラインドを行い、客観的に移植効果を検証する。非移植群では生存しえない小腸全
切除モデルを使用することで移植片に
よる体重増加、生存という明確なエン
ドポイントにより比較する。長期観察
後、あるいは安楽死を要する基準に到
達した際には、体重の推移、血液検査、
腸内細菌叢などに加え、回収した組織
の病理組織学的検討、吸収能評価を行
い、その小腸機能評価を行う。移植細
胞が移植された部位でも幹細胞性を維
持していることを幹細胞マーカーであ
る Lgr5 in situ hybridization で、また、
Luciferase in situ hybridization と分化マ
ーカーの多重染色によって移植片にお
ける多分化能の詳細な検討を行う。     図 1 小腸オルガノイドによるグラフトの創出法 

                                    （Sugimoto et al. Nature 2021 より引用改変） 

 

(3) 移植組織を用いた機能解析と絨毛形成能の評価 

糖やペプチド、脂質といった栄養の吸収について、コントロールの回腸や大腸と比較しての小
腸上皮化した大腸における吸収能を評価する。乳び管の形成は、LYVE-1 染色や蛍光コレステロ



 

 

ールの取り込みとともに評価を行う。 

遊離した回腸を一時的にストマとし、食物や便が通過しなくなった状態での絨毛の変化を観
察する。また、腸内細菌の関与を検証するために、小腸切除ラットと、オルガノイド移植ラット
での腸内細菌叢解析結果を比較検証する。 

ヒト小腸および大腸のシングルセル RNA シーケンス解析データや様々な条件での RNA シー
ケンス解析データを活用し、絨毛化に関する知見を抽出する。また、ラットにおいても空腸、回
腸、大腸のオルガノイドの遺伝子発現パターンからその差異を検証する。 

 

４．研究成果 

マウス腸管内へのヒト小腸オルガノイドの移植 

まず、ヒト大腸オルガノイド移植で手法を確立した異種移植系を用いて、EDTA によりマウス

の大腸上皮を剥離し、ヒト小腸上皮オルガノイドの移植を試みた。その結果、移植された小腸上

皮は、大腸上皮の移植時に形成される陰窩構造とは異なる絨毛様構造を形成し、Sucrase-

isomaltase などの小腸特有の消化・吸収に関わるタンパク質の発現が確認された。また。吸収に

重要な微絨毛の形成も電子顕微鏡像で確認された。大腸ではリンパ管は粘膜固有層には認めら

れないが、小腸では絨毛の中心の粘膜固有層内にリンパ管が伸長し、乳び管と呼ばれる脂質吸収

に重要な小腸に特有なリンパ管構造がみられることが知られている。驚いたことに、小腸上皮の

移植によって LYVE-1 陽性の乳び管様構造がマウス大腸においてリモデリングされる現象が確

認された。経肛門的に注入した蛍光コレステロールは移植した小腸上皮から吸収され、この乳び

管様構造を経て粘膜下層のリンパ管へと流入していた。これにより、上皮置換により創出された

小腸化大腸は、栄養を消化・吸収し、乳び管様構造を通して体内に運搬できることが明らかとな

った。 

 

絨毛形成における管腔の流れの重要性 

生体内で再構築したヒト小腸上皮の吸収機能は確認できたものの、マウスの肛門に近い部位

の大腸に移植して形成されたヒト小腸上皮の絨毛構造は、本来の小腸絨毛と比較すると未熟で

あった。大腸の最後の部分にあたる直腸では腸液の「流れ」が乏しいことが一因ではないかと考

え、ヒト大腸と小腸のオルガノイドを 2D 培養する手法を用いて「流れ」の影響を検証すること

とした。培養液をシェーカーで攪拌して人工的に「流れ」を作り、その変化を観察したところ、

大腸オルガノイドでは平面のままであった一方、小腸オルガノイドは管腔側に突出する絨毛様

の構造を形成した。これにより、「流れ」に依存する小腸上皮に特有の絨毛形成メカニズムが存

在することが明らかとなった。「流れ」によって絨毛は経時的に成熟し、RNA シーケンスにおい

ても、従来の 3D 培養では発現の乏しい吸収上皮マーカーの発現がみられることが確認された。 

 

小腸オルガノイドによる短腸症候群ラット治療を実証 

これらの知見をもとに、小腸上皮オルガノイドを用いた短腸症候群の治療コンセプトを実証

するラット小動物実験のため、Luciferase transgenic LEW ラットの腸管よりオルガノイドを樹立

し、自家移植を想定した LEW ラットへの同系移植実験を行った。オルガノイドを移植した「流

れ」がないストマ状態では移植上皮は絨毛形成には至らなかった。その後、ラットの全小腸を切

除して短腸症候群を再現するとともに、「流れ」が存在する回腸末端部に小腸化大腸をストマか

ら移設したところ、「流れ」によって移植した上皮細胞が徐々に成熟し、絨毛が形成されること

が確認された。経時的にバイオイメージングで移植細胞の生着が追跡でき、通常では安楽死が必

要になるタイミングでも生存可能な個体を確認できた。手術実験における術者によるバイアス

を最低限とするため、術者および観察者らに、移植するオルガノイドが回腸由来か大腸由来かを

盲検化した移植実験を行った。その結果、回腸オルガノイド移植群では大腸オルガノイド移植群

に比して有意に生存期間が延長し、1 か月以上にわたって生存しうる個体が確認できた。それら

の個体では移植細胞の広範な生着、絨毛の形成が確認できた。回腸オルガノイド移植群の移植片

では、マウスでの実験結果と同様、乳び管、血管網が形成され、また、脂質、糖、ペプチドなど

の吸収能も確認できた。また、蠕動運動もみられ、機能的な小腸化移植片であるということが確

認できた。 

 

得られた成果の国内外における位置づけとインパクト、今後の展望 

以上より、小腸上皮は移植した先の組織の構造を変化させ、小腸としての機能を発揮しうるこ

とが明らかになった。大腸の上皮を小腸オルガノイドにより置換した小腸化大腸を移植すると

いう新しい治療戦略は、今回コンセプトが確認された小動物（マウス、ラット）と比較してサイ

ズが大きなヒトにおいても応用可能と考えられる。今後、自己の小腸オルガノイドと大腸組織を

用いた自家移植を行うことで、免疫抑制剤を必要としない新規治療法の開発へとつながること

が期待される。 
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