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研究成果の概要（和文）：ヒトIBD擬似モデルにおける腸管上皮幹細胞炎症塑性獲得機構解析においては、長期
炎症特異的因子群の発現からSLFN11を同定し、CRISPRでの欠損もしくは強制発現により動揺させた。また、IBD
患者臨床検体にても発現していることを確認した。また、本モデルで炎症によりテロメア長が短縮することを発
見した。ヒト細胞において炎症刺激のみでテロメアが短縮することを初めて発見した。炎症刺激除去後もテロメ
ア短縮は持続しており、IBD病態との関連が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In an analysis of the mechanism of intestinal epithelial stem cell 
inflammatory plasticity acquisition in a human IBD pseudomodel, SLFN11 was identified from the 
expression of long-term inflammation-specific factors and was disrupted by deletion or forced 
expression using CRISPR. It was also confirmed that it was expressed in clinical specimens from IBD 
patients. We also discovered that inflammation shortens telomere length in this model. We discovered
 for the first time that inflammatory stimulation alone shortens telomeres in human cells. Telomere 
shortening persisted even after removal of the inflammatory stimulus, suggesting a relationship with
 IBD pathology.

研究分野：消化器内科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
炎症性腸疾患の治療ゴールは粘膜治癒とされており、潰瘍を治すことにより病気の増悪を抑えることがしられて
います。しかし、潰瘍が治らない粘膜の異常の原因がわからず、粘膜を再生する仕組みもわかっていません。今
回の研究では、ヒトの第腸粘膜を用いて、IBDモデルを作成することに成功しました。IBDモデルの作成により、
粘膜が異常となる原因を発見し、治療薬の候補を見つけることができました。この成果は、粘膜再生治療薬の開
発に繋がり、IBDの増悪を予防することが期待されます。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
潰瘍性大腸炎（UC）・クローン病（CD）に代表される炎症性腸疾患（IBD）の特徴は、治療に
より一旦は症状が改善するも再燃を繰り返し最終的には手術により切除されることである。そ
のため、最近の治療ゴールは症状の改善のみならず潰瘍が治癒し粘膜で全て覆われるという「粘
膜治癒」に移行している。しかしながら、再燃の一因として炎症を標的とした治療により腸炎を
一時的に抑えても腸管上皮細胞の完全な機能回復にまで至らず、腸管上皮幹細胞の形質転換・塑
性による粘膜の脆弱性が示唆されている。事実として IBD 寛解後の病理では炎症細胞浸潤は認
めないものの、腺管の配列異常や杯細胞減少などの上皮細胞機能異常を認める。特に杯細胞は粘
液や IL-7サイトカイン産生により粘膜防御及び粘膜免疫に重要な役割を果たしていることから、
杯細胞減少の残存は IBD 再燃の危険因子として最も解決すべき課題である。一方短期的な感染
性腸炎などの寛解後では腺管の配列異常・杯細胞減少などは認められず完全に修復されている
ことからも、長期的な炎症刺激が不可逆的な上皮細胞形質転換・塑性を誘導し、機能不全が維持
されることが潰瘍再発による再燃に大きく寄与することが考えられる。申請者はこれらの破綻
機構は腸管上皮幹細胞での長期間による炎症ストレス蓄積が IBD 再燃機構の根幹であると構想
し、炎症ストレス蓄積機構の解明及びその機構を解除し幹細胞塑性をリセットすることで、再燃
抑制に大きな効果が期待できると着想した。そこで、申請者の教室で独自に構築したマウス大腸
オルガノイドを用いて体外にて炎症環境を模倣したモデルの構築を試みた。興味深いことに 1年
以上の炎症刺激により炎症シグナルである NFkB シグナルの経時的亢進を認め、長期炎症特異
的な標的遺伝子を同定した。さらに、炎症刺激物質を除去しても上皮細胞応答・酸化ストレスは
完全にリセット出来ずに脆弱性を維持したことから、長期炎症における上皮幹細胞塑性の確立
に成功した。さらに、申請者はマウスの系を発展させてヒト正常大腸オルガノイドの 1 年以上
にわたる炎症持続刺激に成功し、ヒト炎症刺激大腸オルガノイドを免疫不全マウス大腸に移植
すると、腺管のねじれ、杯細胞減少とUCの病理学的特徴を模倣したヒト腺管を認めたことから
不可逆的な上皮細胞の IBD病態形質を確認した。炎症刺激のみで大腸上皮は IBD病態形質を獲
得することを証明したが、長期炎症暴露による腸管上皮細胞の IBD 病態形質獲得機構および脆
弱性を解除する機構は未だ不明である。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、独自に構築したヒト腸管上皮幹細胞の長期炎症刺激モデルをさらに発展さ
せ、幹細胞 IBD 病態塑性獲得機構を解明すること、上皮病態形質塑性・機能不全をリセットす
る機構を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究においては 1）ヒト IBD 擬似モデルにおける腸管上皮幹細胞炎症塑性獲得機構解析、2）
ヒト IBD 擬似モデルにおける腸管上皮 IBD 病態形質獲得機構解析、3）腸管上皮細胞 IBD 病態塑
性リセット機構解析を中心課題に据え、3年で遂行する。 
2021 年 
1）ヒト IBD 擬似モデルにおける腸管上皮幹細胞炎症塑性獲得機構解析 
既に 3 名の正常大腸粘膜からオルガノイドを樹立し、60 週間の持続炎症刺激を行なった。その
後炎症刺激物質を除去しても、炎症応答は完全にシャットダウンしない。アポトーシス亢進、粘
液形質産生減少を維持していた。この炎症塑性オルガノイドをマウス大腸に移植すると腺管の
ねじれ、杯細胞減少と IBD 様の腺管を構築することを確認している。同一人物オルガノイドでの
長期炎症刺激有無の差異をマイクロアレイにて解析したところ、「長期炎症刺激にて発現上昇」、
「炎症刺激除去にても発現を維持する」条件にて探索したところ、遺伝子 Xを同定した。遺伝子
Xは実際に IBD 患者検体の解析にて発現上昇を確認したことから、この長期炎症刺激モデルは個
人差を排除した IBD 発症過程を模倣した体外モデルであることが示唆された（図 4）。そこで本
研究においては、このモデルを用いて幹細胞動態の解析に着手する。炎症のない正常なマウス大
腸粘膜を背景にしても長期炎症ヒト大腸オルガノイドは IBD 様腺管を呈したことから、腸管上
皮幹細胞自体が形質転換していることを示している。 
i）幹細胞標識による幹細胞分画抽出 
 ヒト Lgr5 プロモーター下に GFP を挿入したレンチベクターを所有しており、オルガノイドに
導入することで、幹細胞を可視化する。 
ii）長期炎症過程における幹細胞における網羅的遺伝子発現解析 
 炎症未刺激、炎症刺激過程、炎症除去後（炎症塑性）における幹細胞分画を抽出し、マイクロ
アレイにて発現遺伝子解析を行う。短期炎症では変化せず、長期炎症にて初めて発現上昇し、炎
症除去後も発現を維持する遺伝子を長期炎症特異的因子として抽出する。 
iii）遺伝子 X発現解析 
 本モデルにて同定した遺伝子 Xについて幹細胞での発現も確認する。発現している場合は、上
昇する炎症期間を特定し、幹細胞におけるアポトーシス亢進を確認する。 
iv）幹細胞テロメア長解析 



 本モデルで炎症によりテロメア長が短縮することを発見した。炎症を惹起されたマウスでは
テロメアが短縮すること、IBD 患者の大腸粘膜ではテロメアが短縮していることは既に報告され
ているが、ヒト細胞において炎症刺激のみでテロメアが短縮することを初めて発見した。炎症刺
激除去後もテロメア短縮は持続しており、IBD 病態との関連が試された。そこで、上皮幹細胞に
おけるテロメア長の炎症期間による推移を解析する。 
2）ヒト IBD 擬似モデルにおける腸管上皮 IBD 病態形質獲得機構解析 
ヒト IBD 擬似モデルでは粘液産生が低下し、マウス大腸への移植にて杯細胞が減少した腺管を
構築するなど IBD 病態を模倣している。杯細胞減少、粘液産生低下に関与する制御因子の同定を
目的とする。 
i）シングルセル解析による細胞クラスタリング解析 
オルガノイドをシングルセルに単離して RNA-seq を行い、1オルガノイド内の細胞種のクラスタ
リングを行う。同一人物での炎症刺激過程におけるクラスタリング推移を解析し、杯細胞・分泌
系細胞種への分化系譜の分岐点の変化を同定する。分化系譜クラスターにおいて炎症刺激過程
で変動する遺伝子を抽出する。また、IBD 患者由来オルガノイドを用いて、シングルセルクラス
タリング解析を行い、長期炎症刺激モデルとの比較を行う。 
3）腸管上皮細胞 IBD 病態塑性リセット機構解析 
i）プロスタグランジンシグナルによるリセット解析 
 炎症刺激オルガノイドにおいて、プロスタグランジンレセプターアゴニストである KAG-308 投
与にて REG4 を介した杯細胞分化誘導を報告している。本モデルにおいても KAG-308 を投与して
粘液産生回復、マウス大腸への移植による杯細胞回復を確認する。またシングルセルクラスター
解析にて分化系譜クラスターの正常化を確認する。 
ii）テロメア伸長によるリセット解析 
長期炎症刺激によるテロメア短縮を発見している。テロメラーゼ促進剤など種々のテロメア伸
長剤を検討する。既にヒト大腸オルガノイドのテロメアを伸長させる伸長剤を特定しており、テ
ロメア伸長剤にて杯細胞増加など炎症塑性オルガノイドの機能回復を確認した（図 6）。マウス
大腸への移植により組織学的に正常化するか確認する。 
2022 年 
1）ヒト IBD 擬似モデルにおける腸管上皮幹細胞炎症塑性獲得機構解析 
i）幹細胞に発現する長期炎症特異的因子機能解析 
前年度抽出した長期炎症特異的因子群の発現を CRISPR での欠損もしくは強制発現により動揺さ
せる。また、IBD 患者臨床検体にても発現しているか確認する。 
ii）幹細胞テロメア長解析 
 幹細胞におけるテロメア短縮を認める炎症時期において、テロメラーゼ活性及びテロメア制
御因子発現を解析する。 
2）ヒト IBD 擬似モデルにおける腸管上皮 IBD 病態形質獲得機構解析 
i）前年度に抽出した分化系譜分岐点の細胞クラスター発現動揺した遺伝子を抽出する。炎症塑
性オルガノイドにて CRISPR での欠損もしくは強制発現により発現を動揺させる。 
2023 年 
3）腸管上皮細胞 IBD 病態塑性リセット機構解析 
計画 1）2）にて同定された鍵分子の発現を動揺させた炎症塑性オルガノイドを樹立し、オルガ
ノイドの機能回復を形質遺伝子発現にて確認する。さらに、シングルセルクラスタリング解析に
て分化系譜スラスターの正常化を確認する。最終的にはマウス大腸への移植により、組織学的に
正常な腺管構造を呈するか確認する。以上の結果を誘導可能な因子を IBD 塑性リセット因子と
して同定する。 
 
４．研究成果 
1）ヒト IBD 擬似モデルにおける腸管上皮幹細胞炎症塑性獲得機構解析 
3 名の正常大腸粘膜からオルガノイドを樹立し、60 週間の持続炎症刺激を行なった。その後炎症
刺激物質を除去しても、炎症応答は完全にシャットダウンしないことを確認した。さらに、アポ
トーシス亢進、粘液形質産生減少を維持していた。この炎症塑性オルガノイドをマウス大腸に移
植すると腺管のねじれ、杯細胞減少と IBD 様の腺管を構築することを確認した。同一人物オルガ
ノイドでの長期炎症刺激有無の差異をマイクロアレイにて解析したところ、「長期炎症刺激にて
発現上昇」、「炎症刺激除去にても発現を維持する」条件にて探索したところ、遺伝子 SLFN11 を
同定した。SLFN11 は実際に IBD 患者検体の解析にて発現上昇を確認したことから、この長期炎
症刺激モデルは個人差を排除した IBD 発症過程を模倣した体外モデルであることが示唆された。 
 本モデルにて同定した SLFN11 について幹細胞での発現を確認した。SLFN11 の欠損により、炎
症刺激環境下においてもオルガノイドの細胞増殖を確認し、マウス大腸への生着率の向上を認
めた。 
・幹細胞テロメア長解析 
 本モデルで炎症によりテロメア長が短縮することを発見した。炎症を惹起されたマウスでは
テロメアが短縮すること、IBD 患者の大腸粘膜ではテロメアが短縮していることは既に報告され
ているが、ヒト細胞において炎症刺激のみでテロメアが短縮することを初めて発見した。炎症刺
激除去後もテロメア短縮は持続しており、IBD 病態との関連が試された。 



 
3）腸管上皮細胞 IBD 病態塑性リセット機構解析 
テロメア伸長によるリセット解析 
テロメラーゼ促進剤など種々のテロメア伸長剤を検討したところ、ヒト大腸オルガノイドのテ
ロメアを伸長させる伸長剤を特定した。テロメア伸長剤にて杯細胞増加など炎症塑性オルガノ
イドの機能回復を確認した。マウス大腸への移植により組織学的に正常化することを確認した。 
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