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研究成果の概要（和文）：本研究ではOotaniらが報告したマウス小腸管幹細胞培養の手法が食道扁平上皮でも応用可能
かを検証することが目的であった。その結果、①本研究で用いた培養手技によりマウス食道をin vitroで長期間培養す
ることが可能であった、②ヒト食道はマウスと同様の培養メディウムでは培養できなかったが、メディウムをES細胞培
養メディウムに変更することで30日間、増殖能を保った状態で培養が可能であり、形態学的に食道扁平上皮粘膜層、ケ
ラチンをin vitroで形成していた。現時点で得られたマウス、ヒト食道in vitro培養手技の確立に関する論文を作成し
現在、国際英文雑誌に投稿中である。

研究成果の概要（英文）：Our study led to two new findings: (1) The intestinal epithelial culture method of
 Ootani et al. (Nat Med. 2009 Jun;15(6):701-706) can be applied to mouse and human esophageal cultures. (2
) Esophageal organoids are rod-like luminal structures lined with fibroblasts, and regeneration of the eso
phageal mucosal surface can be almost completely achieved in vitro. 
The method described in the generation of long-term cultures of human esophageal cells without the need fo
r gene transfer for immortalization. Due to autologous myofibroblasts from a collected specimen are used a
s a niche, feeder cells are not required for plating. In addition, the matrix gel, in which cells are embe
dded, and the culture medium are commercially available. These merits are important for clinical applicati
on of our method.Therefore, we believe that this new method has the potential to be an important tool to a
dvance research in intestinal biology, carcinogenesis, and regenerative medicine in both mice and humans.
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１． 研究開始当初の背景 

食道は重層扁平上皮細胞からなる管

腔臓器であり、手術、炎症、誤飲、内視

鏡治療後などの粘膜損傷後に狭窄を来

すことがある。特に早期食道癌に対して

近年、内視鏡的粘膜下層切除術（ESD；

endoscopic submucosal resection）が

積極的に行われるが、全周性または亜全

周性の食道癌のESD後に難治性の狭窄を

来すことは臨床的に問題である。そのよ

うな食道狭窄の予防のために食道粘膜

の再生技術の進歩、臨床応用に期待が集

まっている。 

一方、腸上皮（小腸、大腸）は 5-7 日

のターンオーバーで急速に自己複製す

る臓器であり、その自己複製能は陰窩底

部に存在する Lgr5+細胞が腸管幹細胞と

して機能することで保たれていること

が明らかとなった。しかし腸管幹細胞が

同定できても in vitro では腸管細胞の

分化能、増殖能を維持することは容易で

はなく、その培養システムの構築に多く

の試みがなされてきた。その最大の問題

点は腸管ニッチから取り除かれた腸管

上皮は数時間以内に急速なアポトーシ

スを誘導され元の腸管上皮形態を維持

することはできないことある。そのため、

従来は腸管細胞の形態を保ったまま分

化能、増殖能を維持する in vitro 培養

法は困難と考えられていた。 

2009 年、Ootani らはマウス小腸、大

腸の腸管幹細胞を in vitro で培養維持

することが可能であることを明らかに

した（Ootani et al. Nature med. 2009）。

この培養法の特徴は大きく 2 つあり、1

つ目は腸管ニッチとして機能する筋線

維芽細胞と腸管を一緒の3次元培養する

こと、2 つ目は幹細胞シグナルとして注

目されている Wnt のアゴニストである

RSPO-1 を投与することである。この培養

技術をヒト食道再生技術に応用し、臨床

応用することができれば、ESD 後の狭窄

予防や難治性食道狭窄に対する画期的

な治療ツールとなることが期待される。 

 
２． 研究の目的 

本研究の目的は Ootani らによって報告

されたマウス小腸・大腸の in vitro 長

期培養法が①小腸・大腸ではない管腔臓

器のマウス食道に応用可能か、②その手

法がヒト食道にも応用可能か、以上の 2

点を明らかにすることである。この研究

によりヒト食道再生、食道疾患モデル研

究が in vitroにおいて飛躍的に進歩し、

将来的に再生臓器を臨床応用するため

の重要な基礎データになりうると考え

ている。 

 
３． 研究の方法 

３－１ マウス食道の採取、plating、培養

手技の確立 

1)生後2日以内のマウスから重層扁平上

皮である食道、前胃を採取する、 

2)清潔な培養皿、ハサミを用いて採取し

た腸管をペースト状になるまで細かく

し、腸管幹細胞と腸管ニッチ（筋線維芽

細胞）を一緒にマトリゲルに包埋する。

その際、細胞を混ぜたマトリゲルを下面

がメッシュ構造のチャンバー（innder 

dish)に plating する。 

3)Culture medium (F12 medium + 20％

FBS + antibiotics)を outer dish に加

え培養する。 

３－２ 培養食道の形態、分化能、増殖能の

評価 

マウス食道を上記の手法で長期培養し

たあとは 

①扁平上皮の形態を保っているかを検

証 

②免疫染色を用いて分化能、増殖能、上

皮マーカー発現、幹細胞マーカー発現を



検証 

 
３－３ ヒト食道での in vitro 培養法の確
立 
 

1) ヒト正常食道粘膜の採取、plating、

培養手技の確立 

 ヒト食道癌手術検体から正常食道を

採取し、マウスと同様の手技で培養する。

その際にマウスと同様の medium では長

期培養が困難であったため ES 細胞培養

medium に変更した。 

 

2) 培養食道の形態、分化能、増殖能の

評価 

①扁平上皮の形態を保っているかを検

証 

②免疫染色を用いて分化能、増殖能、上

皮マーカー発現、幹細胞マーカー発現を

検証 

 
４． 研究成果 

 

１）マウス食道を用いて in vitro 腸管

培養法を施行した結果、キノコ型のオル

ガノイドを形成し、内腔は扁平上皮、ケ

ラチンが存在。 

 

２）食道癌手術検体の正常食道を用いて

in vitro ヒト食道培養を施行したがマ

ウスと同様の手技ではオルガノイドの

維持、成長は困難であった。 

 

３）マウス用メディウムを ES 細胞用培

養メディウムに変更した結果、ヒト食道

オルガノイドは 1 か月間成長を続けた。

またその形態はマウスと同様にキノコ

型で内腔には扁平上皮、ケラチンが存在

し食道粘膜の形態を維持していた。 

 
上記研究成果を以下に示す学会で発表、報告

してきた。また、本研究の手法を応用し食道
癌、肺癌における癌細胞株における遺伝子機
能解析実験を行いその成果も報告している。 
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