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研究成果の概要（和文）：　本研究は、母乳オリゴ糖の腸管上皮幹細胞ニッシェを形成する腸管上皮幹細胞と
Paneth細胞への作用を解明することで、腸内環境の正常化を標的とした新規疾患予防法を開発することを目的と
する。本研究の腸管上皮エンテロイドのライブイメージング解析とマウスへの投与実験の結果により、オリゴ糖
の直接的な腸管上皮幹細胞ニッシェへの活性作用が、腸内細菌叢形成を介して上皮組織形成や修復に関与するこ
とが示唆された。本研究成果は、腸管上皮幹細胞ニッシェを標的とした新規疾患予防法開発に貢献する。

研究成果の概要（英文）：　This study aims to elucidate the effects of breast milk oligosaccharides 
on intestinal epithelial stem cells and Paneth cells, which form the intestinal epithelial stem cell
 niche, and to develop novel disease prevention methods targeting the normalization of the 
intestinal environment. The results of live imaging analysis using intestinal epithelial enteroids 
and administration experiments in mice suggest that the direct active effect of oligosaccharides on 
the intestinal epithelial stem cell niche is involved in tissue formation and repair via the 
modulation of the intestinal microbiota. This study will contribute to the development of novel 
disease prevention methods targeting the intestinal epithelial stem cell niche.

研究分野： 粘膜免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　母乳中に含まれるオリゴ糖が乳児期の健全な腸内細菌叢形成を促し、子の将来のさまざまな疾病リスク軽減に
寄与することが知られている。これまで母乳オリゴ糖の機能はビフィズス菌の選択的資化など共生側（細菌）の
解析が中心に示されており、宿主側の腸管上皮細胞への作用は全く検討されていない。本研究の成果により、オ
リゴ糖の腸管上皮幹細胞ニッシェを形成する腸管上皮幹細胞とPaneth細胞に対する活性を介した腸内細菌叢形成
および腸管組織形成への関与が示されたことで、腸管上皮幹細胞ニッシェ機能の活性化の誘導による腸内環境の
正常化を標的とした、新規疾患予防法の開発が促進す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（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
腸内細菌研究の発展に伴い、乳幼児期の腸内細菌叢形成が脳神経や免疫の機能発達に関与し、

その破綻が肥満症をはじめとする生活習慣病や自閉症などの精神疾患の発症リスク上昇に関与
することが示唆されている。また、乳幼児期の健全な腸内細菌叢形成において母乳栄養の優位性
が示され、特に主たる母乳成分である母乳オリゴ糖の腸内細菌叢制御作用の重要性が注目され
ている。母乳摂取後、腸管内腔において母乳オリゴ糖は、共生側である腸内細菌と宿主である腸
管上皮細胞に曝露される。これまで母乳オリゴ糖の腸内細菌叢制御メカニズムについては、プレ
バイオティクスとしての効果において多くの研究結果が示されているが、腸管上皮細胞に対す
る作用やそれを介した腸内細菌叢と腸管組織の発達・形成への影響については未だ全く明らか
にされていない。研究代表者はこれまで、腸管上皮幹細胞ニッシェを構成する Paneth 細胞が分
泌する抗菌ペプチドαディフェンシンが、選択的殺菌活性による腸内細菌叢制御によって宿主
の生体恒常性維持に有利な役割を果たすことを明らかにしてきた。また、腸管上皮幹細胞は
Paneth 細胞と分化・増殖制御において強い相互関係が知られており、上皮組織の構造や細胞比
率決定により代謝機能や細胞間接着、さらには腸内細菌叢制御に関与することが示唆されてい
る。さらに、Paneth 細胞は食成分によってもαディフェンシン分泌が誘導されることや、腸管
上皮幹細胞の食成分へのセンシング機能も報告されている。以上より、母乳栄養による子の健康
体質の優位性は、母乳オリゴ糖の共生側への資化作用のみではなく、腸管上皮幹細胞ニッシェ機
能の発達すなわち、Paneth 細胞αディフェンシンの分泌誘導や幹細胞の分化・増殖制御を介し
た適切な腸内細菌叢形成および腸管組織形成誘導による宿主側への作用が重要なのではないか
と考えられ、その分子メカニズムの解明は、より母乳と機能的に同等な乳児用調整粉乳開発の基
盤技術へと発展し、人工乳栄養による児の健康維持と疾患リスク低減への貢献が期待できる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、母乳オリゴ糖の幹細胞と Paneth 細胞に対する作用に着目し、宿主因子を介した腸

内細菌叢形成および腸管組織形成のメカニズムをはじめて解明することで、腸管上皮幹細胞ニ
ッシェ機能の修復および活性化の誘導による乳児の腸内環境発達機構の正常化を標的とした、
革新的な新規疾患予防戦略を構築することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）3次元培養体腸管上皮エンテロイドを用いた腸管上皮幹細胞ニッシェ活性の解析。 
C57BL/6 の空腸を摘出し、陰窩を単離した。得られた単離陰窩を Matrigel で包埋し、EGF、

Noggin、R-spondin1 を含む培地にて培養しエンテロイドを得た。培養 3–4 日目のエンテロイド
を共焦点レーザー顕微鏡(A1、Nikon)下、time-lapse 撮影しながらエンテロイド内腔へ needle を
刺入し、空圧マイクロインジェクターにより加圧することで乳糖由来オリゴ糖 500mg/mL を注入
した。注入開始から 30 分間にわたりタイムラプス撮影し、内腔に分泌される Paneth 細胞の顆粒
数を測定した。 
（2）オリゴ糖投与による腸管上皮幹細胞ニッシェ活性の解析。 
C57BL/6JJcl (7w, male, 各 n = 6)に乳糖由来オリゴ糖を 4週間毎日 20 g/kg/day 経口投与し、
経時的に体重測定と便をサンプルによる 16S リボソーム RNA 配列解析、また投与 4 週に小腸の
組織的解析を行った。 
（3）DSS 大腸炎モデルにおける、オリゴ糖の腸管上皮幹細胞ニッシェ保護効果の解析。 
C57BL6/6JJcl  (7w, male, 各 n = 6)に乳糖由来オリゴ糖を 3週間毎日 20 g/kg/day 経口投与
後、3.5% デキストラン硫酸ナトリウム (dextran sodium sulfate: DSS)を 7 日間自由飲水させ
経時的に体重を測定した。 
（4）統計学的解析 
測定値は平均±標準誤差で示した。統計学的解析は 
Student’s t-test または One way ANOVA 
を行い、危険率 5%未満 (p < 0.05) を有意とした。One-
way ANOVA で差が認められた場合、事後 検定として 
Tukey's multiple comparison test を行った。 
本研究におけるすべての 動物実験は、国立大学法人

北海道大学動物実験に関する規定に基づいて行った。 
 
４．研究成果 
（1）乳糖由来オリゴ糖をマイクロインジェクション法
にてエンテロイド内腔に導入したところ、Paneth 細胞内
顆粒の活発な内腔への分泌が示された。一方、コントロ
ールとして導入したPBSにおいて顆粒分泌は観察されな



かった。この結果より、オリゴ糖の腸内細菌叢を介さ
ない腸管上皮幹細胞ニッシェへの直接的な活性誘導
効果が示された（図 1）。 
（2）乳糖由来オリゴ糖をマウスに４週間毎日経口投
与したところ、オリゴ糖投与群と非投与群において
経時的な体重変動に差は見られなかった(図 2)。腸内
細菌叢はβ多様性解析において、投与開始 1 週後か
ら４週にかけて投与群と非投与群で異なる腸内細菌
構成を示した(図３)。Phylum レベルでの相対占有率
解析において、投与群は、非投与群と比較して、投与
開 始 ３ 週 か ら Bacteroidetes の 減 少 と
Actinobacteria の上昇を示した(図４)。投与開始４
週に小腸の組織学的に解析したところ、投与群は非

投与群と比較して絨毛長と陰窩長の延長、
Paneth 細胞数の増加が示された（図５）。この
結果より、オリゴ糖の腸管上皮幹細胞ニッシェ
への活性化による上皮構造の増強と Paneth 細
胞数増加に伴う腸内細菌叢変動の可能性が示
された。 
（3）大腸炎モデルに乳糖由来オリゴ糖を経口
投与することで、オリゴ糖の腸管上皮細胞ニッ
シェ活性化を介した、急性炎症への予防効果を
評価した。DSS 投与 10 日目に投与群は非投与群
と比較して、体重の減少を抑制した（図４）。こ
の結果より、オリゴ糖の腸管上皮幹細胞ニッシ
ェへの活性化による上皮構造の増強がDSSによ
る上皮構造崩壊を保護することが示唆された。 

 
以上の結果より、オリゴ糖の腸管上皮幹細胞ニッ

シェを形成する腸管上皮幹細胞と Paneth 細胞に対
する活性作用を介した腸内細菌叢形成および腸管
組織形成への関与が示された。本研究成果により、
腸管上皮幹細胞ニッシェ機能の活性誘導による腸
内環境の正常化を標的とした、新規疾患予防法の開
発が促進することが期待される。 
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