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研究成果の概要（和文）：研究代表者らが独自に有する正常腸管上皮培養法を展開することにより、腸上皮幹細胞やそ
の娘細胞を可視化する技術としてレンチウィルスを用いた幹細胞標識法や遺伝子改変マウスを利用した特定の娘細胞系
譜の可視化に関する技術を確立した。また、腸管特異的機能に関する生物学的活性を簡便かつ定量的に測定可能な評価
系としてP-glycoproteinの基質輸送を可視化・定量する系に加え、体液調節機能(水・電解質調節機能)についても定量
的な測定系を確立した。腸管上皮幹細胞の増殖・分化を制御する天然物リガンドのスクリーニング系としてA02班の石
橋教授との共同研究を通じ、Notch受容体経路の活性測定系を確立した。

研究成果の概要（英文）：Based on our culture method for primary human intestinal cells, we developed 
methods by which we can visualize and trace stem cells by lentiviral infection, or visualize their 
daughter cells through genetic modification in mice. Also, we developed our quantitative measurement 
system to evaluate the fluid/anion transport by intestinal epithelial cells, in addition to the system 
dedicated to measure the function of P-glycoprotein. Finally, through our collaborative work with 
professor Ishibashi of A02 group, we established an activity measurement system for Notch-receptor 
mediated signaling.

研究分野： 消化器内科
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１．研究開始当初の背景 
腸管は消化・吸収を司る主たる臓器である

ばかりではなく、人体最大の免疫･末梢血管･
末梢神経組織を有し、多くの神経･消化管ホル
モンを分泌する巨大な内分泌器官でもあるこ
とから、腸管の機能が即ち全身の恒常性を支
配していると言っても過言ではない。研究代
表者らは前記概念を発展させ、腸管を構成す
る主たる組織であり2-3日という生体内で最
も短い周期で更新される腸上皮は、「全身の
ホメオスターシスを監視・統合･決定する生体
センサーの役割を担っている」という仮説を
立て、これに基づく独自の研究成果を提示し
てきた。即ち腸上皮が全身免疫応答と組織再
生の司令塔の役割を果たす事を独自に提唱し
てきた。 

さらに、研究代表者らは腸上皮の機能と恒
常性を維持する「幹細胞システム」に着目し、
幹細胞が増殖・分化を繰り返し、種々の分化
形質を有する細胞群から成る立体構造を構築
し維持する同システムが病的環境、即ち組織
修復及び発癌において如何なる機能的変容を
来しているか、追求してきた。この成果から、
幹細胞システム」を構成するシグナル・分子
を機能的にモニターする事により、生体恒常
性の破綻から回復に至る過程を簡便且つ鋭敏
に検出する「センサー細胞」として、腸上皮
細胞の有用性を追求し証明してきた。 

しかしながらこれまで腸上皮を用いた生
体応答の研究は、大腸癌由来株化細胞を用い
た解析に止まり、真に正常な腸上皮細胞によ
る「幹細胞システム」維持機構や、天然物リ
ガンドを初めとする外的因子への曝露に対す
る正常腸上皮細胞の細胞応答を解析し得た例
は皆無であった。これは、正常腸上皮を体外
で純化･培養する技術、即ち正常腸管上皮細胞
の初代培養技術が、世界的な試みが成されて
いたにもかかわらず全く未確立であったこと
に起因する。研究分担者らは 3 年を超える基
礎検討の結果、正常腸管上皮細胞を効率よく
単離し、無血清かつ無フィーダー条件で、単
層上皮細胞で構成されるオルガノイド構造と
して長期培養しうる画期的手法をマウス・ヒ
トで確立した。同方法により、正常腸上皮機
能を保持した腸上皮オルガノイドを 1 年以上
の長期に渡り継代・維持可能であるのみなら
ず、例えば消化管内視鏡生検検体の様な微小
ヒト検体から培養・増殖することも可能とな
る画期的新技術である。 
２．研究の目的 
本研究では上記概念に基づき、画期的技術

として開発に成功した正常腸上皮初代培養技
術を用い、これを領域内2班・3班との連携の
下、研究対象となる天燃物リガンド及び超活
性単純化アナログの生体活性評価へと応用・
展開することを目的とした。これにより、従
来全く不可能であった、正常腸管上皮の機能
制御に焦点を当てた生体活性機能評価系･高
効率スクリーニング系を確立し、疾患発症前
の生体恒常性維持機構へと生物学的評価の領
域を飛躍的に広げた画期的バイオスクリーニ
ング法の実現を目指した。本研究の推進によ
り、正常腸管上皮の機能を司る「腸上皮シス
テム」に対する個々の天然物リガンドが与え
る生理活性機能を迅速･高効率に評価可能と
するのみならず、同システムの制御機構理解

にも大きなインパクトを与えることが期待さ
れる。さらに腸上皮を起点とした全身恒常性
の制御機構の解明、同機構を調節する天燃物
リガンド及び超活性単純化アナログの探索･
同定を通じ、これまで全く不可能であった、
疾患発症阻止を目標とする「未病」の概念に
基づく高効率・高精度のリガンド生体活性ス
クリーニング法の創出へと発展する事が期待
される。 
３．研究の方法 

本計画研究では研究代表者らが独自に有
する前記の正常腸管上皮培養法を生物学的活
性評価系へと応用展開し、これを通じて正常
腸管上皮の分化･増殖･特異的機能について制
御活性を有する新規天然物リガンドを探索し、
標的分子の同定を目指した。具体的には、以
下に大別されるプロジェクトを挙げ、解析･
検討を推進した。 
(1) 腸管上皮幹細胞及びその娘細胞の可視
化：培養腸上皮オルガノイド構成過程におけ
る幹細胞あるいはその娘細胞をリアルタイム
で追跡可能な培養オルガノイドを樹立するこ
とにより、同過程の制御活性を有する天然物
リガンドスクリーニングが実施可能となる系
の構築を試みた。具体的には腸上皮幹細胞特
異的遺伝子LGR5ローカスにおけるコード領域
をEGFP-ires-CreERT2に置換した
LGR5-EGFP-CreERT2マウスを用い、同マウスの
腸管を用いた腸上皮オルガノイド培養を行う
ことにより、EGFPを指標とした腸上皮幹細胞
のリアルタイム追跡が可能であるか、検討し
た。更にROSA26アリルにloxP-STOP-loxP—
tdTomatoコンストラクトを挿入したトランス
ジェニックマウスとの交配により作出したマ
ウスから培養オルガノイドを作製することに
より、幹細胞から分裂増殖する細胞の動態を
リアルタイムで追跡可能な系の構築を試みた。 
(2) 腸管特異的機能に関する生物学的活性を
簡便･定量的に測定可能な評価系の構築：腸上
皮が有する特異的機能のうち、本研究計画に
於いては①薬物排泄機能、②水・電解質調節
機能に焦点を当て、両機能についてマウス及
びヒト培養腸上皮オルガノイドを用いて定量
的かつ簡便に評価可能な系の構築を試みた。 
(3) 腸上皮幹細胞の増殖・分化を制御する天
然物リガンドのスクリーニング：腸上皮幹細
胞の「幹細胞性」を維持する主たる分子機構
であるNotchシグナルに特に焦点を当て、腸上
皮において同シグナルの制御活性を有する天
然物リガンドの探索を行った。 
４．研究成果 
(1) 腸管上皮幹細胞及びその娘細胞の可視
化：LGR5-EGFP-CreERT2 マウスの腸管を用い
たオルガノイド培養を行い、幹細胞特異的に
発現する EGFP を指標としたリアルタイム追
跡を行った結果、小腸・大腸いずれにおいて
もオルガイド培養条件下において EGFP の発
現が保持され、タイムラプスイメージングに
より追跡可能であることが明らかとなった。
更に異なる増殖因子・添加因子の組み合わせ
に よ る 培 養 条 件 検 討 を 行 っ た 結 果 、
R-Spondin1、 Wnt3a、BSA、 EGF、HGF、Noggin
を含む独自の培地組成にて培養を実施するこ
とにより、EGFP 陽性細胞を高密度に保持した
オルガノイドとして培養維持が可能であるこ
とを明らかとした (Yui S. et al. Nat. Med. 



2012,18, 618-623)。一方、レンチウィルスを
用い、オルガノイドを構成する細胞をランダ
ムに蛍光標識した後、経時的に追跡すること
により、正常腸上皮幹細胞間の「不均一さ
(heterogeneity)」を描出可能であることも示
している(Horita N.  Biochem Biophys Res 
Commun 2014, 454, 493-499)。さらに上記マ
ウスと ROSA26 アリルに loxP-STOP-loxP—
tdTomatoコンストラクトを挿入したトランス
ジェニックマウスとの交配により作出したマ
ウスよりオルガノイド培養を行い、タモキシ
フェンによる誘導下に経時的な追跡を行った
結果、幹細胞から分裂・増殖する娘細胞の可
視化・追跡が可能であることも明らかとして
いる (投稿準備中)。 
(2) 腸管特異的機能に関する生物学的活性を
簡便かつ定量的に測定可能な評価系の構築 
①薬物排泄機能評価系の構築：腸上皮特異

的機能の１つである薬剤排泄機能に着目し、
その主たる機能を担う P-glycoprotein の基
質輸送を可視化・定量する系の構築を実施し
た。その結果、蛍光基質である Rhodamine123
を培地に添加することにより、時間依存的に
正常腸管上皮で構成されるオルガノイド内腔
に集積し、これを指標とした排泄能の定量化
が 可 能 で あ る こ と を 明 ら か と し た 
(Mizutani ,T, et al. Biochem Biophys Res 
Commun 2012, 419, 238-243)。同定量系に
P-glycoprotein の阻害剤である verapamil を
添加すると、濃度依存的に集積が抑制される
ことも確認済みであり、従って同測定系を用
いた P-glycoprotein 依存的輸送を調節する
天然物リガンドの探索が可能となる系の構築
に成功したものと考えている。②水・電解質
調節機能評価系の構築：腸上皮が有するもう
一つの機能である体液調節機能(水・電解質調
節機能)についても定量的な測定系の構築を
試みた。腸上皮による能動的な水排泄は主に
基底膜(basal)側から頂端(apical)側への Cl
イオンの輸送により担われているが、従来法
では困難であった「上皮層を介した水の移動」
の可視化・定量化を実現するため、ヒト腸上
皮オルガノイドにおける 「Swelling (膨張)」
現象を利用し、これを簡便・迅速に定量化す
る系の構築を試みた。同現象はリガンド活性
依存的な水の移動により 3 次元構造体である
オルガノイド内腔が膨張する現象であるが、3
次元スキャナーを用いて培養ウェル内の各オ
ルガノイドの膨張過程を経時的に記録し、断
面積の変化を追跡した結果、同スキャナーに
よる画像記録と解析により、簡便かつ迅速に
「上皮層を介した水の移動」の定量的な評価
が可能であることが明らかとなった。同法を
用い、複数の天然物リガンド・内因性生理活
性物質に対する応答を解析した結果、PGE2 と
並び、Coleus forskohlii より抽出された化
合物として知られる Forskolin が、ヒト小腸
及び大腸上皮に直接作用し、強力な水・Cl 排
泄促進活性を有することが明らかとなった
(Fujii S, in revision) 。3 次元スキャナー
を用いた同法は 96 ウェル・フォーマットでも
容易に Swelling 現象の評価・解析が可能であ
ることから、多数の候補リガンドから、ヒト
腸上皮による水・Cl 排泄促進活性を有する天
然物リガンドのスクリーニングを行い得る評
価系を構築したものと考えている。 

(3) 腸管上皮幹細胞の増殖・分化を制御する
天然物リガンドのスクリーニング：研究代表
者らによるこれまでの研究から、腸管上皮幹
細胞の分化・増殖を制御する主要な分子シグ
ナル系としてWnt及びNotchシグナルが重要
であることが示されている。これら知見に基
づき、Notch 受容体経路に着目し、同経路の
活性測定系を構築するため、A02 班の石橋教
授との共同研究を実施した。同研究において、
テトラサイクリン依存的に活性型 Notch 受
容体を強制発現するヒト大腸上皮由来培養
細胞に、RBP-Jk 依存的転写活性を高感度に
検出可能なレポーターコンストラクトを恒
常的に導入した細胞系の構築に成功した。同
細胞を用いリガンド探索を実施した結果、
Notch 受容体経路の調節活性を有する可能
性のある複数の候補化合物が得られている。
それらのうち、Coleus forskohliiより抽出
された化合物として知られる Forskolin に
ついては、前記の水・Cl 排泄促進活性に加
え、ヒト腸上皮における Notch シグナルの活
性増強作用も有する可能性を示す結果が得
られている。一方、A02 班の石橋教授におい
ては、領域内共同研究として同系を用いるこ
と に よ り Garcinia speciosa お よ び
Calotropis giganteaからの Notch シグナル
伝達阻害活性を有する天然物の探索を行い、
神経幹細胞分化促進活性を有する候補化合
物の同定に成功している。 
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