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研究成果の概要（和文）：ES細胞由来小腸組織（ミニ腸）を利用した短腸疾患治療技術を確立するために、まず
ミニ腸を加工した細胞組織を免疫不全マウスへ移植し生着したミニ腸の特性について評価した。移植したミニ腸
の成熟化におけるホスト由来血流の影響を評価するために、大網部へミニ腸を移植すると移植2日目には移植下
層部にヒト間葉陽性が一定の厚みを持った組織を構築しその上にヒト上皮陽性が組織化された。またミニ腸由来
組織内部には微量ながらマウス由来の血管組織が浸潤する様子が確認できたものの、粘膜突起の成熟にまでは至
らなかった。また短腸モデルマウスにおいては皮下に温生食を一定量投与による生存率が向上する作製法を確立
させた段階である。

研究成果の概要（英文）：To establish a technology for the treatment of short intestinal disease 
using ES cell-derived small intestinal tissue (mini-intestine), we first transplanted  engrafted 
mini-intestine into immunodeficient mice and evaluated the characteristics  them. To evaluate the 
effect of host-derived blood flow on the maturation of the transplanted mini-intestine, when the 
mini-intestine was transplanted into the large net, human mesenchymal-positive tissue with a certain
 thickness was constructed in the lower layer of the transplantation on the second day, and human 
epithelial-positive tissue was organized on top of it. Although a small amount of mouse-derived 
vascular tissue was observed infiltrating the mini-intestine-derived tissue, it did not reach the 
maturation of the mucous membrane process. In the short intestine model mice, we are in the process 
of establishing a method to improve the survival rate by subcutaneously administering a certain 
amount of warmed saline solution.

研究分野：消化器外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
短腸症候群はクローン病や腸間膜梗塞などの治療のために実施する小腸の広範切除に起因し残存小腸の長さおよ
び機能に依存することが知られ、有効な治療法の一つとして小腸移植が期待されている。しかし小腸移植は拒絶
等が起こりやすく十分な治療効果ができていないため、生体外で作製した小腸組織を移植させる再生医療研究が
着目されている。本研究では生育センターより提供されたES細胞由来小腸組織（ミニ腸）を用いた短腸症候群治
療に向けた治療法の確立を試みた。移植したミニ腸由来組織において小腸様構造の形成を確認しており、移植部
位並びに移植法を確立することで新たな治療法の確立ができるのではないかと期待している。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
短腸症候群はクローン病や腸間膜梗塞などの治療のために実施する小腸の広範切除に起因して
いる。生じる症状は残存小腸の長さおよび機能に依存し、脂肪、脂溶性ビタミン、およびビタミ
ン B12 などの栄養欠乏、免疫機能の著しい低下が生じる。さらに、回腸末端および回盲弁の切除
は、腸内細菌異常増殖の素因となる可能性がある。このように小腸の広範切除で様々な副作用を
引き起こしやすいため、予後改善治療の確立が必要である。現状の予後改善治療としては生涯に
わたった中心静脈栄養(TPN) による処置、水分/電解質（カルシウムおよびマグネシウムなど）
の集中モニタリング等が必要であり、長期 TPN の対象ではない患者に適応が認められない場合、
小腸移植が推奨される。しかし小腸移植は 5 割程度という低い 5 年生存率により、近年では生体
外で作製した小腸組織を移植させる再生医療研究が着目されている。また、小腸組織自体は内胚
葉由来の腸管上皮細胞、中胚葉由来の平滑筋細胞、外胚葉由来の腸管壁内神経叢、さらには血管
によって構築される複雑な組織体であるため、十分な栄養吸収能を持たせることが困難といっ
た多くの問題を抱えている。加えて、小腸はリンパ組織が多く拒絶作用が起こりやすく、一定期
間の拒絶反応による機能不全が起こりやすいため人工肛門を作製し数年の検査による安定性の
確認を行わなければならない。そのため長期的治療期間が必要であり、患者への負担が大きいこ
とが懸念されている短腸症候群においては「小腸のような栄養吸収能を持たせる」、「腸内細菌の
異常増殖を抑制させる」ことが重要である。つまり、失われた大量小腸を新しい細胞、組織にも
再生し、機能を回復させ、日常生活に復させることができるのかという学術的問いが存在する。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は短腸症候群に対して ES 細胞を用いた細胞シート移植を行い失われた小腸機能を補う

ことで、安全かつ短期間での短腸症候群の予後改善ができるのではないかと発想した。これまで
行われてきた治療法として大腸間置（大腸の一部を摘出し小腸の代わりを担わせる治療法）ある
いは腸管延長術などが挙げられるが小腸として十分な吸収能を担わせることができていない。
また切除/吻合箇所が多いため、「腸内細菌の異常増殖」による免疫反応を誘導させる可能性があ
る。さらに小腸移植術も行われるが、生存率が低いことから普及には至っていない。そこで本研
究では小腸組織の移植による大腸の小腸化に着目した。小腸組織を構成する腸管上皮細胞はほ
かの消化器系の細胞（肝細胞や膵β細胞など）に比べ、生体からの細胞分離並びに細胞培養技術
が十分に確立できておらず十分な細胞源を確保できていなかったが、近年、再生医療や創薬研究、
バイオ人工臓器等に利用されている ES/iPS 細胞で腸管上皮細胞を含む多くの消化器系細胞への
分化誘導技術が確立され、iPS 細胞を分化誘導させながら臓器の元となる組織体を生体外で構築
する培養技術が確立されている（T, Takebe. et al. Nature, 2013.: H, Koike. et al. Nature, 
2019.他）。しかし小腸オルガノイドをそのまま再生医療に用いる場合、目的部位に細胞を定着さ
せることが困難であるという問題があった。一方、本研究の研究協力者である国立成育医療研究
センターの梅澤教授らは安定的に ES 細胞から腸オルガノイド（小腸細胞組織）作製に成功（H, 
Uchida. et al. JCI Insight, 2017.）し、細胞シートの形態での提供を可能とした。そこで本
研究では ES 細胞から作製された腸オルガノイドという複雑な組織体をシート状組織（ES cell–
derived Organoids Sheet: ESOS）に加工し大腸へ移植することで大腸の小腸化を図り、短腸症
候群による低栄養患者の QOL の改善を目指す。本研究の独自性としては ES 細胞由来腸オルガノ
イドから作製したシートの移植による小腸化大腸の構築といったこれまでにない世界初の治療
技術の確立させる点である。 
 

 

３．研究の方法 

既報の分化誘導法に則って ES 細胞よりミニ腸を国立成育医療研究センターにて作製し、室温下
で長崎大学へ輸送した。輸送したミニ腸は CO2 インキュベータ内で数日培養を行った後に ES 細
胞由来ミニ腸をメス等で切断しピンセットにて広げ ESOS を作製した。作製した ESOS は免疫不
全マウスの大網ならびに小腸粘膜へ移植を行った。また移植モデルである短腸症候群モデルの
作製においては免疫不全マウスを開腹後、小腸を摘出・腸管吻合を実施し生存率等を評価した。 
 
 
４．研究成果 
（1）ESOS の製造ならびに移植 
ミニ腸は図１a のように室温下で輸送され、到着後 CO2インキュベータ内で培養を行った。ミニ
腸は到着１週間において死細胞は確認されなかったものの、２週間以降では内部にて細胞死が
確認されたため１週間以内にて移植実験等に利用することとした。また ESOS へと加工したミニ
腸の構造解析を行った結果、上皮細胞（CK19）と間質細胞（Vimentin）がセパレートされた構造
をしてしていた（図 1b）。つまり分化誘導にて作製したミニ腸は小腸様の構造を維持しており細



胞シート化によって２層構造
体を構築することが示唆され
た。 
そこで免疫不全マウスの盲

腸粘膜を EDTA にて剥離させ
ESOS の移植を行った結果、移植
２日目には ESOS 由来の組織が
確認でき、その組織内部におい
て腸粘膜系上皮細胞であるヒ
ト Pan-cytokeratinが粘膜側に
て確認された。また粘膜下層部
においてはミニ腸由来の間質
細胞であるヒト Vimentin が高
い細胞増殖性を示したものの、
１週間以降にはミニ腸由来細胞
が確認できず十分な細胞生着が
できなかった（図２a）。小腸粘
膜はターンオーバー傘幹細胞
領域であるため、既報の幹細胞
移植とは異なり細胞増殖性が
低い成熟化した粘膜上皮細胞
では長期的な細胞生着が促せ
なかったことが考えられる。次
に成熟細胞の高い細胞増殖性
を促すために血流が豊富な移
植部位である大網部へミニ腸
のまま移植させ、細胞生着性な
らびに生着後の構造を評価する
と、ミニ腸は大網部ならびに肝
臓部に生着（あるいは癒着）し１
週間以上の細胞生着を確認し
た。生着した構造を免疫染色に
て確認すると、ミニ腸のような
球状組織の外側に CK19ならびに
CK20 陽性の上皮細胞が粘膜のよ
うな構造を構築しヒト vimentin
陽性の間質細胞ならびに微量な
マウス CD31 陽性の血管内皮細胞が存在していた。つまり血流が豊富な移植環境下では高い細胞
生着性を促すとともに、腸管組織の高次元化を促すことが示唆された。 
 
（2）短腸症候群モデルの評価 
免疫不全マウスを開腹させたの
ちに小腸全体の 60％に相当量を
摘出・腸管吻合させた。閉腹時に
温生食水の皮下注射の有無によ
るマウスの生存性を比較した結
果、温生食水を投与した群は非
投与群に比べ高い生存を確認し
た（図 3）。モデル作成において
は出血等による脱水ならびに低
体温などの初期症状によって生
存性を劇的に低下する可能性が
あるが、温生食水によって緩和されたものの、それ以降においては吸収能の低下によって生存率
が著しく低下した。今後はこのモデルに対して ESOS あるいはミニ腸移植を行い生存率の変化に
ついて評価を行う予定である。 
 

 

図 2.ESOS ならびにミニ腸移植。（a）ESOS の盲腸粘膜部への移植、(b)ミニ腸

の大網移植と POD7における免疫染色画像。 

図１.輸送されたミニ腸の生存性（a）と ESOS の構造（b） 

図 3.短腸モデルの作製における温生食水の影響。 
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