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研究成果の概要（和文）：腸の粘膜はおよそ１週間で全ての細胞が入れ替わるほど普段から活性化しています。
細胞を供給する源として幹細胞が存在し、正常に分化することで粘膜を保っています。その制御が崩れると潰瘍
となり、出血や感染を引き起こします。特に最近日本で患者さんが増えている炎症性腸疾患は腸に慢性で治りに
くい潰瘍を作る病気ですが、潰瘍になる原因や潰瘍を直接治療する方法は見つかっていません。今回の研究で
は、我々が独自にヒトの腸の細胞を体外で培養することに成功し、様々な検討をした結果、炎症によって幹細胞
が機能低下する原因や、粘膜が再生して幹細胞の機能が回復する仕組みを見つけました。

研究成果の概要（英文）：Intestinal mucosa is always activated so that all epithelial cells are 
replaced in approximately one week. Intestinal stem cells supply intestinal epithelial cells to keep
 normal mucosa by orderly differentiation system. When the control collapses, it becomes the ulcer, 
resulting in bleeding and infection. Especially, intractable ulceration is often shown in the 
patients with inflammatory bowel disease (IBD) whose number are increased in Japan. The treatment 
for the ulcer has however not been established. In this study, our original culturing system of 
human intestinal epithelial cells as organoids led to clarify the molecular mechanisms for stem cell
 dysfunction under chronic inflammation and for stem cell regeneration against inflammation. These 
results might be useful for the development of novel drugs targeting mucosal healing in IBD. 
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腸の細胞を体外で安定し培養することは、様々な環境を再現したモデルを簡単に作成することができます。今回
は慢性炎症や再生粘膜を試験管内で再現させることで、幹細胞の機能を解析し、病気の原因や再生の仕組みを明
らかにしています。これらの成果は今後炎症性腸疾患に対する新しい治療薬の開発に結びつくことが期待されま
す。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
これまで当教室では難治性炎症性腸疾患の病態解明のための基盤研究を行い、免疫制御破綻
における過剰応答と粘膜障害における腸管上皮再生不全の両面が疾患の本態であることを明ら
かとしてきた。特に腸管上皮細胞は局所免疫制御及び粘膜バリアー機能の双方に関与すること
から、上皮細胞再生を主眼した治療法の確立が炎症性腸疾患患者の生活体系を根本的に改善で
きると着想した。そこで、「腸管炎症における上皮細胞機能の解明」研究を精力的に進め、腸管
上皮細胞がサイトカイン IL-7 を分泌し、IL-7 が腸管局所免疫調節に必須の役割を担うこと、
この機構の破綻が大腸炎の発症に関わることを明らかにし、炎症の成因・維持機構を上皮細胞
機能との関連という視点で明確にした。一方で腸管の機能的修復における粘膜治癒の重要性に
着目し、上皮再生に関する研究を展開しており、腸管上皮細胞内の Wnt/Notch シグナル間の全
く新しいクロストーク分子機構の存在や、骨髄細胞の消化管上皮細胞への分化機構の存在、炎
症性疾患における上皮再生破綻機構を明らかとするなど世界的に高い評価をうけた。さらに、
独自に大腸上皮細胞の初代培養法を確立し上皮幹細胞を同定したのみならず、マウス大腸への
移植により全ての分化細胞と増殖細胞を含む組織学的に正常な大腸上皮が再生することを確認
した。また、マウス腸炎モデルへの上皮細胞移植により腸炎の改善を認めたことから、細胞移
植による上皮再生医療の臨床応用へ十分期待できるものであり、Nature, Science 各誌にトピ
ックスとして取り上げられるなど世界的にも大きな評価を得ている。この成果は、ヒト臨床応
用のため AMED による「再生医療実現拠点ネットワークプログラム『疾患・組織別実用化拠点 B』」
に採択され平成 25 年度より実現化への検討を開始している。しかしながら、腸管上皮細胞の機
能は非常に多彩で緻密に制御されているがその詳細は未だ明らかではなく、細胞移植における
物理的な組織修復は可能でも真の機能的修復までされるか不明である。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では独自に構築した初代培養系と移植モデルをさらに発展させ、腸管上皮幹細
胞の運命決定機構による腸管機能の多様性獲得及び生体恒常性維持機構の解明を目的とする。
すでにマウス胎児期の腸管上皮幹細胞が出生直後に成人上皮幹細胞へ運命変換することを発見
しており、幹細胞の運命決定機構が生体恒常性と連動することを世界で初めて示した(Cell 
Stem Cell 2013)。腸内環境疑似モデルにおける幹細胞運命変動を解析することで生体恒常性を
腸管からコントロールするという画期的なモデルを提唱するものである。 
 
３．研究の方法 
本研究遂行にあたり、下記３項目の課題を設定し、具体的な手法について記載する。 
（１）初代培養オルガノイドによる擬似腸内環境モデルの構築 
 ・樹状細胞・上皮間リンパ球と腸管上皮細胞共培養による相互作用解析系の樹立 
 ・オルガノイド管腔内への細菌もしくは菌体成分注入による腸内細菌叢モデルの樹立 
 ・オルガノイド食餌負荷モデルの構築 
（２）腸管上皮幹細胞機能評価法の確立 
 ・１幹細胞可視化による幹細胞動態解析 
 ・腸管上皮幹細胞内シグナル解析 
 ・腸管上皮幹細胞運命決定制御解析 
（３）全身疾患での腸管上皮異常機構解析と治療標的探索 
 ・高効率上皮細胞移植モデルの構築 
 ・慢性疾患モデルマウスにおける腸管上皮幹細胞の機能異常解析 
 ・生活習慣病患者の腸管上皮幹細胞培養と上皮細胞異常機構解析 
 
４．研究成果 
当初に計画した項目について大きな成果を上げており、当初の目的をほぼ達成している。 
（１）初代培養オルガノイドによる擬似腸内環境モデルの構築 
① 樹状細胞(DC)、上皮間リンパ球(IEL)と腸管上皮細胞共培養による相互作用解析系の樹立 
マウス小腸上皮オルガノイドと上皮間リンパ球をそれぞれ単離し、３次元培養にて培養を行っ
た。種々の条件を検討し、リンパ球が長期間上皮細胞と共培養される条件を発見した。さらに
リンパ球の遊走を可視化し、リンパ球活性化を定量的に評価するシステムを開発した（J. 
Gastroenterol. 2016）。体外での異なる２種類の初代培養法は独創的であり（特許申請中）、腸
内環境擬似モデル確立への大きな発展となった。 
② オルガノイド管腔内への細菌もしくは菌体成分注入による腸内細菌叢モデルの樹立 
 マウス大腸上皮オルガノイドを用いてサイトカイン、細菌菌体成分添加による上皮応答を確
認した。添加のみでも十分な免疫応答が得られることを確認し、最大限の炎症応答が得られる
条件を最適化した。さらに、１年以上の持続的な炎症刺激を行い経時的な解析を行った。興味
深いことに、炎症刺激時間依存的に上皮オルガノイドの炎症シグナル応答が増幅・蓄積される
ことを発見した（J Crohns Colitis. 2017）。上皮細胞を体外で経時的に解析可能な系は世界で
初めてであり独創的である。さらにヒト大腸オルガノイドにまで発展させ、大腸オルガノイド
における炎症応答レセプター発現を検討した上で炎症刺激条件を決定した。持続炎症刺激にお
けるオルガノイドの遺伝子発現プロファイルを IBD 患者生検検体における発現遺伝子データベ



ースと比較検討したところ、類似性を確認できたことから体外の IBD 上皮モデルであることが
示唆された（J Gastroenterol.2018）。 
③ オルガノイド食餌負荷モデルの構築 
上記のモデル確立を基盤として、食餌負荷モデルに着手した。高脂肪食マウスでは興味深い結
果を得ており、今後論文発表する予定である。さらに腸管オルガノイドによる高脂肪培養条件
を決定し、高脂肪体外モデルの構築を施行している。 
 
（２）腸管上皮幹細胞機能評価法の確立 
①１幹細胞可視化による幹細胞動態解析 
 幹細胞マーカーである Lgr5 は 1陰窩内に 14 個存在するとされており、Lgr5 陽性細胞を可視
化した解析は多く報告されているが、1 幹細胞の挙動に関しては未知である。そこで、幹細胞
マーカーに寄らない可視化を試みた。mCherry 遺伝子をレンチウイルスにてマウス小腸オルガ
ノイドに導入したところ、一部の細胞に蛍光発色を認めた。１年以上の培養にても蛍光は維持
され、１細胞のみ蛍光を有するオルガノイドの同定に成功した（BBRC 2014）。現在、ヒト小腸・
大腸へのレンチウイルスを用いた遺伝子導入を確立しており、ヒト小腸上皮オルガノイドにお
いても 1幹細胞の可視化に既に成功した。 
 また、ヒト小腸・大腸の内視鏡生検検体により、ヒト腸管上皮オルガノイドを安定的に樹立
する技術を構築した。小腸オルガノイドを単細胞まで分離し、シングルセル PCR により各細胞
の発現遺伝子をクラスター解析したところ、二つの幹細胞分画の存在を発見した。さらに、IBD
患者検体の解析により幹細胞分画の差異を発見するなど、ヒト腸管上皮幹細胞の機能評価を構
築した（J Gastroenterol.2018）。これらの幹細胞では異なるシグナル制御が予想され、各分画
におけるシグナル解析差異を明らかとすることで、後述する幹細胞相互制御による運命決定機
構の解明に繋がると期待している。 
② 腸管上皮幹細胞運命決定制御解析 
前述の１幹細胞可視化により、経時的観察にて上皮細胞の供給過程を追跡が可能となった。ラ
イブイメージングにより、１幹細胞が静止期から分裂期に移行し陰窩に細胞を供給する系譜動
態を世界で初めてを報告した（BBRC 2014）。これは蛍光有無の２種類の幹細胞が 1陰窩内で細
胞供給を補完する現象であり、1 陰窩内で幹細胞同士の相互作用が存在することを初めて示唆
したものである。マウスモデルにおいては、分化細胞の一部が幹細胞形質を有することを初め
て発見し、炎症環境下においては脱分化することにより、幹細胞の補給を行うことを初めて報
告した（Stem Cell Reports, 2018）。また、幹細胞運命決定機構を細胞外基質に着目し、コラ
ーゲン成分が幹細胞内の YAP シグナル伝達を変容させ幹細胞を若返りすることにより再生段階
へと転換することを発見した。IBD 患者の再生粘膜においても同様の制御機構が機能している
ことを初めて報告した（Cell Stem Cell, 2018）。さらに、上記したヒト大腸オルガノイドでの
慢性炎症モデルにおいて、幹細胞支持細胞に発現している REG4 の発現低下により幹細胞機能が
低下することを明らかとした。さらに治験薬の添加により REG4 発現が回復し、炎症環境下にお
いても幹細胞機能を維持することまで確認できた（J Gastroenterol.2019）ことから幹細胞運
命決定機構の解明は新規治療標的となる可能性を示唆している。 
 
（３）全身疾患での腸管上皮異常機構解析と治療標的探索 
① 高効率上皮細胞移植モデルの構築 
腸管上皮幹細胞による全身への影響を解析するためには、効率の良い腸管粘膜の置換が必要で
ある。これまでは、薬剤投与による粘膜障害モデルを用いていたが、潰瘍面積が小さく、部位
も散在していたことから大規模置換には不適であった。そこで、バルーンカテーテルを用いて
腸管内に EDTA を標的の部位に固着させることに成功し広範囲の粘膜脱落モデルを確立した。さ
らに、このマウスにオルガノイドを散布すると大腸の広範囲にオルガノイドが移植可能であっ
た。この系を利用して広範囲の大腸粘膜脱落部位に小腸オルガノイドを移植したところ、腺管
及び分化した細胞は小腸組織と同等であることを発見した。つまり、大腸環境であっても小腸
上皮幹細胞は小腸上皮細胞に分化することであり、小腸上皮幹細胞運命決定は周囲の環境に依
存しないことを世界で初めて明らかとした。広範囲腸粘膜置換技術は種々の幹細胞移植による
腸内環境変化及び生体恒常性への影響を解析できる非常に有用なツールであり、プレスリース
を行うなど大きなインパクトを与えた。これらの系を応用して、ヒトオルガノイドのマウスへ
の移植技術の構築に成功した（Cell Stem Cell, 2018）。これはヒト細胞をマウスへ移植するこ
とにより、in Vivo での解析も可能としたことから、慢性疾患モデルヒト細胞での in Vivo 解
析を進めている。 
② 慢性疾患モデルにおける腸管上皮幹細胞の機能異常解析 
 計画(2）で確立させた持続炎症モデルにより幹細胞形質転換を評価した。その結果、炎症物
質を除去しても炎症シグナルが遷延し不可逆状態となることを発見した（J Crohns Colitis. 
2017）。これは長期炎症の細胞形質転換を初めて明らかとしたものであり、炎症性腸疾患（IBD）
患者の長期病歴を模倣していると考えられ、再発機序解明に期待できることからプレスリリー
スを行った。さらに炎症刺激により、Wnt シグナル非依存性の幹細胞不死化を認めたことから
炎症発がんの過程を模倣していることが示唆された。上述したヒトオルガノイドへの炎症刺激
によるモデルのみならず、現在 IBD 患者からオルガノイドを樹立しており、病変部を模倣した



モデル構築を進めている。また、生活習慣病に関しては、高脂肪負荷マウスから腸管オルガノ
イドを樹立し幹細胞形質転換機構の解析を進めており、今後論文化する予定である。 
 以上の成果から、当初予定した計画をほぼ全て遂行したと考える。 
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