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研究成果の概要（和文）：ヒトの胃の粘膜筋板形成については、これまで研究がなされていない。我々は、既報
を参考にヒトiPS細胞から粘膜筋板を伴った胃オルガノイドを作製し、経時的解析で上皮由来の因子が粘膜筋板
形成に関わっている可能性を考えた。この粘膜筋板を伴った胃オルガノイドを用いて上皮由来ヘッジホッグシグ
ナルとTGF-βシグナル、基質の機械的環境が粘膜筋板形成に関わっていることを明らかにした。TGF-βシグナル
は、ヘッジホッグシグナルと機械的環境にも影響を与える可能性が示された。さらに、ヒトのESD後切除検体か
らTGF-βシグナルは潰瘍瘢痕上皮で発現頻度が有意に高く認められた。

研究成果の概要（英文）：Human gastric development has not been well studied. The generation of human
 pluripotent stem cell-derived gastric organoids (hGOs) comprising gastric marker-expressing 
epithelium without an apparent smooth muscle structure has been reported. We modified previously 
reported protocols to generate hGOs with muscularis mucosa (MM) from hiPSCs. Time-course analyses 
revealed that epithelium development occurred prior to MM formation. Sonic Hedgehog (SHH) and TGF-β
1 were secreted by the epithelium. HH and TGF-β signal inhibition prevented MM formation. A 
mechanical property of the substrate promoted MM formation around hGOs. TGF-β signaling was shown 
to influence the HH signaling and mechanical properties. In addition, clinical specimen findings 
suggested the involvement of TGF-β signaling in MM regeneration. HH and TGF-β signaling from the 
epithelium to the stroma and the mechanical properties of the subepithelial environment may 
influence the emergence of MM in human stomach tissue.

研究分野： 病理診断学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトiPS細胞由来胃オルガノイドを用いて、粘膜筋板形成に胃上皮由来のヘッジホッグシグナル、TGF-βシグナ
ル、基質の機械的環境が協同的に作用していることを初めて明らかにした。また、TGF-βシグナルは粘膜筋板再
生の際にも作用している可能性が示唆された。今後、胃癌において粘膜筋板が再生することなく粘膜下層に浸潤
するメカニズムを明らかできる可能性があり、新たな胃癌治療の標的を探索することができるものと考えられ
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 
(1)胃粘膜筋板は、粘膜と粘膜下層を分ける平滑筋の薄い層で、腺管内容物の排出を促したり、
胃上皮と胃内容物との接触を高めて消化を促したりする役割がある。胃上皮の発生には、様々な
シグナル伝達経路が関与することが報告されているが、胃間葉系発生は十分に解明されておら
ず、ヒトの胃粘膜筋板がどのように誘導されるかは明らかにされていない。 
(2)ヒト多能性幹細胞（ES 細胞、iPS 細胞）から様々な組織が誘導できるようになり、ヒトの組
織発生過程とそのメカニズムを研究できるようになった。McCracken らによって、ヒト多能性
幹細胞から胃オルガノイドへの分化誘導が報告されたが、上皮下平滑筋組織である粘膜筋板は
みられなかった。 
 
２．研究の目的 
(1)ヒト iPS 細胞から粘膜筋板を伴った胃オルガノイドを誘導する。 
(2)(1)の胃オルガノイドを用いて粘膜筋板形成に関わる因子を明らかにする。 
 
３．研究の方法 

既報と同様にヒト iPS 細胞から分化誘導を行い、既報よりも３週間長い全８週間オルガノイ
ドを維持した。ヘッジホッグシグナルと TGF-β シグナル抑制実験では、ヘッジホッグシグナル
阻害剤であるシクロパミンと TGF-βR1 阻害剤である SB431542 をそれぞれ３週目から添加し、
８週目で胃オルガノイドを評価した。接着実験では３週目から接着プレートと低接着プレート
に移して２週間培養した。オルガノイドの評価は、組織標本を作成し免疫染色や in situ 
hybridization（ISH）、qRT-PCR、RNA シーケンス、ウェスタンブロットを施行した。ヒト ESD
後潰瘍での TGF-β1 発現実験では、神戸大学医学部附属病院病理診断科に提出された内視鏡的
粘膜下層剥離術（ESD）施行後胃切除標本と正常胃粘膜とで TGF-β1 免疫染色を行った。 
 
４．研究成果 
(1)粘膜筋板を伴う胃オルガノイドの誘導 

作製されたオルガノイドには腺管状構造を示す上皮が認められ、胃上皮マーカーである
MUC5AC および TFF-1 が陽性であった。経時的観察では、上皮下には αSMA 陽性の紡錘形細
胞が 6 週目に出現し始め、8 週目に粘膜筋板に類似した帯状構造を形成した。これらの結果か
ら、ヒト iPS 細胞由来の粘膜筋板を伴った胃オルガノイドを作製することができたと考えられ
た。 

RNA-seq を用いて経時的な遺伝子発現パターンを解析した。ヒートマップでは胃上皮と間葉
系発生・成熟マーカー、平滑筋マーカー発現は 8 週目に向かって増加傾向を示し、最終的に胃と
類似した発現を示した。興味深いことに、胃上皮マーカーの発現は平滑筋マーカーの発現より先
に認められた。このことから、胃の上皮成熟後に上皮下平滑筋細胞が分化を開始しており、その
分化には、上皮由来の因子が関与しているという仮説を立てた。 

 
(2) ヘッジホッグシグナル発現解析とその阻害剤による胃オルガ
ノイドの粘膜筋板形成抑制 

まず、免疫染色と ISH で、胃オルガノイド誘導中の Sonic 及び
Indian hedgehog 発現を確認すると、分化誘導開始後 3 週から 8
週目にかけて上皮内で増加していた。このことから上皮由来のヘ
ッジホッグシグナルが上皮下の細胞分化に関わっている可能性が
示唆された。3 週目からヘッジホッグシグナル阻害薬であるシクロ
パミンを培地に添加すると、αSMA 陽性の上皮下紡錘形細胞が減
少した。これらの結果から、上皮由来のヘッジホッグシグナルが、
αSMA の発現を亢進させ、粘膜筋板形成を正に制御していると考
えられた。 
 
(3) TGF-βシグナル発現解析と TGF-βR1 阻害剤による胃オルガノイドの粘膜筋板形成抑制 

免疫染色と ISH にて、胃オルガノイドの上皮で TGF-β1 の発現が認められ、3 週から 8 週目
にかけて増加した。免疫染色にて、そのレセプターである TGF-βR1 発現も上皮では増加し、上



皮下細胞でも 3 週目以降発現を認めた。TGF-βR1 阻害剤 SB431542 を 3 週目から投与すると、
オルガノイドの αSMA 陽性の上皮下細胞は認められず、TGF-βシグナルの阻害により胃オルガ
ノイドの粘膜筋板形成が抑制されることが示された。上皮由来の TGF-β シグナルが粘膜筋板形
成に寄与していると考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(4) 機械的環境による上皮下 αSMA 発現の亢進 
接着プレートで培養したオルガノイドは低接着プ

レートで培養したものと比べて周囲に αSMA 陽性紡
錘形細胞がみられ、ウェスタンブロットおよび qRT-
PCR でも αSMA 発現が増加したことが確認された。
3 週目の胃オルガノイドには、間葉系幹細胞マーカー
である CD146 や CD44 が免疫染色にて陽性を示す上
皮下細胞があり、上皮由来 TGF-β の下で機械的環境
の影響を受け、平滑筋細胞へと分化したことが示唆さ
れた。 
 
(5) TGF-βシグナルがヘッジホッグシグナルや細胞外基質の機械的性質に及ぼす影響 

TGF-βは、様々なヒトの細胞や癌細胞株において、ヘッジホッグシグナル下流の GLI2 の発
現を誘導することが報告されている。qRT-PCR にて、GLI2 の発現は、SB431542 によって減
少し、胃オルガノイドの GLI1 陽性上皮下紡錘形細胞が免疫染色にて減少したことから、TGF-
βシグナルとヘッジホッグシグナルが、胃オルガノイドにおける粘膜筋板の誘導に協調的にも作
用することが示唆された。 

胃オルガノイド誘導での TGF-β シグナル阻害による反応をみるために RNA-seq を行ったと
ころ、SB431542 の添加により、70 以上の遺伝子において log2TPM 値が 10 以上亢進し、66 遺
伝子において抑制されていた。これら発現変動遺伝子についてパスウェイ解析を行うと、細胞外
基質などに関わるカテゴリが含まれていた。さら
に、Gene Set Enrichment Analysis の結果、
“Collagen Fibril Organization” と “Extracellular 
Matrix Structural Constituent”に関する遺伝子セ
ットが有意に変化していた。これらの結果は、TGF-
β シグナルが、細胞外基質の硬さに寄与し、その結
果、胃オルガノイドの粘膜筋板形成を促進する可能
性があることを示唆した。 
 
(6) 胃粘膜筋板の再生 

ESD 後の胃粘膜では粘膜筋板の再生に先行して上皮の再生
がみられ、上皮由来の因子が粘膜筋板の再生にも関与している
可能性が示唆された。TGF-β1 が粘膜筋板の再生に関与してい
るか調べるため、ESD 後の潰瘍標本に対して TGF-β1 免疫染
色を行った。正常胃粘膜では 24 例中 4 例、ESD 後の潰瘍や潰
瘍瘢痕で 18 例中 13 例が陽性を示した。上皮由来の TGF-β1 が
発生過程だけでなく、成人の組織損傷後の胃粘膜筋板の再生に
も関与していることが示唆された。 
 
(7)まとめ 

上皮由来のヘッジホッグシグナルと TGF-βシグナル、上皮下の機械的性質が、胃オルガノイ
ドの上皮下細胞の平滑筋分化、粘膜筋板形成に関与していることを本研究で明らかにした。さら
に、TGF-βシグナルは、粘膜筋板の発生だけでなく、再生でも作用していることが示唆された。
今後の研究により、これらの因子と粘膜筋板が再生することなく、胃癌が粘膜下層に浸潤する仕
組みとの関連を明らかにできる可能性がある。 
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