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研究成果の概要（和文）：本研究はピロリ菌に感染した胃の疾患モデルの作製を目的とした。既にマウスES細胞
から機能的なミニ胃組織オルガノイドを作製する培養方法を開発しており、胃がんモデルオルガノイドの作製を
急ぐため、培養方法と前がん状態作製方法が確立しているマウスES細胞分化系でピロリ菌の主要病原性遺伝子を
発現誘導可能なノックインES細胞を樹立を進めた。しかし、ES細胞は徐々に外来遺伝子を発現しなくなる問題が
あり、発現誘導株の樹立に時間を要している。一方、ヒトiPS細胞を用いた胃オルガノイド作製は、胚様体形
成、内胚葉誘導条件、胃前駆細胞分化条件の培地の最適化を行い、前半部分の目途が立った。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to create an in vitro disease model of the 
stomach infected with H. pylori using stomach organoid. We had developed a culture method to produce
 functional mini-stomach tissue organoids and the precancerous state model of the organoids from 
mouse ES cells. In this research, we took advantage of this system to establish several knock-in ES 
cell lines capable of inducing the major pathogenic gene of H. pylori. However, these ES cells 
gradually decreased the induction of exogenous genes with unknown reasons. For the differentiation 
of mini-stomach tissue using human iPS cells, the medium and culture conditions for embryoid body 
formation, foregut endoderm induction, and gastric progenitor cell differentiation were optimized.

研究分野： 幹細胞生物学

キーワード： 胃　分化　幹細胞　遺伝子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では既に作製方法を確立済みのマウス胃オルガノイドを利用して、病原タンパク質を発現するES細胞を樹
立したが、徐々に発現量が低下する問題があり、原因究明中である。また、ヒトiPS細胞を用いた胃オルガノイ
ドの作製に関しては、胃の前駆細胞を作製する分化培養条件を最適化することができた。今後この研究を進める
ことで、将来的にはピロリ菌病原タンパク質を発現させたミニ胃組織（胃オルガノイド）を幹細胞からシャーレ
の中で作製し、ピロリ菌に感染した胃の細胞で起こる現象を詳細に解析することや新たな治療薬の探索が可能に
なると期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
胃がんはわが国では肺がんに次いで患者数の多いがんであり、毎年 10 万人が胃がんと診断さ
れ、5 万人が胃がんで死亡している。ピロリ菌は胃炎・胃潰瘍との関連が示されており(1)、長
年のピロリ菌感染が胃がんの重大なリスク要因であることがわかっている。ピロリ菌は世界の
半数が感染しているが、特に日本、韓国、中国をはじめ、東アジアで蔓延しているピロリ菌は
胃がんを発症しやすい菌種であり、早期のピロリ菌除去が胃がんの発症を抑制する有効な方法
であることが報告されている(2)。今後衛生状態の改善や抗生剤による除菌でピロリ菌感染者は
減少し、胃がんの発生も減少していくと考えられるが、昨今 20－40 代の若い女性で多い浸潤
性のスキルス胃がんや胃食道逆流症に由来するがんは依然として難治がんである。また胃がん
動物モデルは有用なものが少なく、胃がんの発症メカニズムの解明にも時間を要している。 
 
 我々はこれまでに、多能性幹細胞であるマウス ES 細胞からミニ胃組織（オルガノイド）を
試験管内で作製する培養技術を開発している。この胃組織は内側に胃腺構造を有し外側を平滑
筋組織に覆われた蠕動運動をする直径 2mm 程度の風船状組織であり、ペプシノゲンなどの消
化酵素やムチン粘液を分泌し、ヒスタミンに応答して胃酸を分泌する機能的な胃組織である。
我々はさらにこの機能的ミニ胃組織作製技術を応用して試験管内で胃がんの前がん状態に相当
するメネトリエ病モデルを作製している。本疾患は上腹部痛、嘔吐、下痢や低蛋白血症を示し、
進行すると胃酸やペプシンの分泌低下や低酸症が起こるが、腺萎縮と腺窩上皮過形成が特徴で
TGFαの増加も報告されている。実際に TGFαをミニ胃組織で高発現させると胃上皮の著しい
肥厚と粘液分泌増加、胃酸の減少が観察され、本病態を in vitro で再現することが可能である
ことを示している(3)。 
 
２．研究の目的 
 
そこで本研究では、我々のミニ胃組織作製技術をさらに発展させて、ピロリ菌感染依存的に発
生する胃がん初期形成過程のモデルを作製し、発がんメカニズムの解明を一段と加速すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、初期の胃がんモデルを作製する技術を構築するため、胃がんの発症メカニズムの
解明や将来的な治療薬候補のスクリーニングに用いることができる胃がん評価基盤技術の構築
を目指し研究を行った。特に本研究では、以下の Aと Bの２つの課題を解決し、胃がん初期発
症機構の解析を可能にする in vitro で作製したミニ胃がんモデルの構築を試みた。 
  
A．ヒトミニ胃組織作製技術の構築 
 
本研究では、我々のマウス胃組織分化培養方法を改良し、分化能力が低いヒト iPS 細胞でも安
定して胃組織へと分化させることができる培養プロトコルを構築する。具体的には、A1.胃組織
前駆組織の作製効率の向上、A2．作製した胃組織の成熟化方法の改良の２つの課題を解決する
ことで、ヒトミニ胃組織作製技術の構築を目指した。 
 
B. ピロリ菌感染胃組織の病態モデルの作製 
 
ピロリ菌の病原性遺伝子などを発現誘導するマウス ES 細胞やヒト iPS 細胞を樹立して、初期の
胃がん組織発症過程を模倣した胃組織を作製し、その病態モデルとしての有用性を検証する。 
 
４．研究成果 
 
A１. ミニ胃組織のもととなる胃組織前駆組織の作製効率の向上 
 
我々のこれまでの予備的検討では、ヒト iPS 細胞とマウス ES細胞はかなり性状が異なることか
ら、ヒト胃オルガノイドを作製には十分な条件検討が必要であることが分かっている。例えば、
マウスES細胞と同様にヒトiPS細胞を単一細胞までに解離すると細胞死を引き起こしやすいこ
と、またマウス ES 細胞に比べて細胞増殖速度が遅いため、iPS 細胞の培養にフィーダーとして
使用する線維芽細胞の混入が多くなると分化開始時の iPS 細胞胚様体の性状が劣化し、効率よ
く分化誘導できないことなどが分かっている。 
 
そこでフィーダー無しで培養したヒト iPS 細胞を様々な市販の基礎培地を組合せて比較検討し、
qRT-PCR で初期内胚葉マーカーの発現を解析することで胚様体形成培地条件を最適化した。そ
の結果、安定して胚葉体系性が可能な培地や胚葉体形成に最適な細胞数を見出した（図１）。さ
らにアクチビンなどの前方内胚葉誘導に使用する細胞増殖因子の処理条件を改変することで、



安定した初期分化誘導条件を構築した。また、分化培養系の再現性を高め分化培地コストを抑
えるため、ロット差が出やすい上に高価なタンパク質製品である細胞増殖因子を低分子化合物
に置き換えたプロトコル作りも進めており、低分子化合物の処理濃度や処理時間の検討を進め
ている。このようにして培養条件を最適化し、さらに 3次元培養することで立体的な胃前駆細
胞組織を作製できるようになりつつある（図２）。 
 

図１．最適化した培地で作製したヒト iPS   図２．三次元培養によりヒト iPS 細胞から 
細胞由来の胚様体（Day6）。           作製した胃前駆細胞組織。 
 
A2．作製した胃組織の成熟化方法の改良 
 
ES 細胞や iPS 細胞のような非常に未分化な多能性幹細胞は、in vitro の分化培養で胎児や新生
児の組織と類似の組織へと分化するが、大人の非常に成熟した組織までは分化しにくいことが
経験的に知られている。 
 
そこで本研究では、マウスの胎児の胃組織と大人の胃組織について次世代シークエンサーを用
いた発現比較解析を行っている。特に成体の胃組織で活性化しているシグナルを Gene Ontology
解析や Gene Set Enrichment Analysis などで解析することで、成熟化シグナル候補を選択中で
ある。さらにそれらバイオインフォマティクス解析でリスト化されたシグナル経路の真偽を in 
vitro のオルガノイド分化誘導系で検証することで、ヒト iPS 細胞から高い精度で高度に成熟
化した胃組織を作製する培養条件の最適化を進めている。 
 
B. ピロリ菌感染胃組織の病態モデルの作製 
 
我々は既に機能的な胃組織を分化誘導できているマウス ES 細胞を用いて、ピロリ菌の病原性遺
伝子などを発現誘導するノックイン ES 細胞株を樹立した。当初複数の細胞株の樹立に成功した
が、その後徐々に発現が低下し、ピロリ菌病原遺伝子の発現を観察することができなくなった。
この原因として発現誘導していない状態で僅かに発現したピロリ菌病原遺伝子が ES 細胞に悪
影響を与えているのではと考えているが詳細な原因は不明である。現在、分化した胃オルガノ
イドに病原遺伝子を発現させる新たな発現システムの構築を検討している。 
 
以上、胃がん初期発症機構の解析を可能にするミニ胃がんモデルの前半部分についてはヒト
iPS 細胞を用いて構築できたが、十分成熟化した胃組織の作製までは至っていない。今後、上
記解析で同定した成熟化シグナルの有効性を検証することで、ピロリ菌感染依存的に発生する
胃がん初期形成過程のモデルのベースとなる機能的な胃組織を 3次元培養の最終分化誘導によ
り in vitro で作製する予定である。さらに、ピロリ菌病原遺伝子を成熟化した胃組織で発現さ
せ、本研究の最終目的である病態モデルとしての有用性を検証する予定である。 
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