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研究成果の概要（和文）：小腸癌細胞株SIAC1細胞とマウス正常小腸細胞からオルガノイドを作成し、分化や増
殖における成長因子依存性について検討した。小腸癌オルガノイドは正常小腸細胞に必須であったEGFやRspo1な
どの増殖因子非依存性であった。Notch阻害薬はSIAC1細胞の分化マーカーの発現を増加させたが、大腸癌治療薬
であるcetuximab、bevacizumabはSIAC1オルガノイドの細胞内シグナル、増殖ともに抑制作用を示さなかった。
正常小腸オルガノイドにおいてE-cadherinをノックアウトすると、増殖不能となった。これらの結果より小腸癌
の治療法として、分化誘導療法と接着因子阻害療法の有用性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To model small intestinal diseases, we used SIAC1 cells, which we have 
established from small intestinal adenocarcinoma, and mouse small intestine as sources of organoids.
 Organoids from SIAC1 cells proliferated independent of growth factors, such as EGF and Rspo1, which
 were indispensable for the growth and maintenance of mouse small intestinal organoids. Notch 
inhibitors increased differentiation marker expression in SIAC1 organoids, while cetuximab or 
bevacizumab, molecular targeting drugs against colorectal cancer, failed to inhibit SIAC1 xenograft 
growth. In mouse organoids, E-cadherin was indispensable for normal proliferation, as the 
conditional deletion of cdh1 gene in organoids disrupted the crypt-like structure. These results 
suggest the therapeutic potential of differentiation induction or adhesion inhibition against small 
intestinal adenocarcinoma. 

研究分野： 小腸疾患
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
平均寿命の延伸による患者の高齢化と服薬
の多様化、診断技術の進歩などから小腸疾患
の頻度は増加傾向である。また内視鏡を使っ
た治療手技も進歩しており、我々も早期小腸
癌治療例も経験した。しかし、小腸癌は胃癌
や大腸癌など他の癌腫にくらべると治療法
が限られ予後も極めて不良である。また近年
報告が増加している原因不明の消化管出血
は、その大部分がびらんや血管異型性などの
小腸病変と考えられているが、依然として診
断と治療が困難であり、その発生機序につい
ては明らかになっていない。この小腸疾患の
難治性には希少性に加え基礎的検討を可能
とするモデルが欠如していたことも関与し
ている。近年まで胃や大腸などのように培養
可能な細胞株を用いた研究ができないため
に、小腸疾患の分子生物学的な解析は困難で
あった。我々は以前の助成事業において小腸
癌の細胞株(SIAC1 細胞)を世界に先駆けて樹
立し、その分子異常を詳細に検討することに
よって小腸癌に対する新たな治療法を提案
した。このように培養細胞を用いて小腸疾患
の適切なモデルを作成することができれば、
小腸疾患の研究は飛躍的に進歩すると考え
られる。非腫瘍性小腸粘膜の培養法としては、
佐藤らが報告した単離正常腺管を EGF や
R-spondin1、Noggin などの特殊な増殖因子と
細胞外マトリックスに包埋して培養する三
次元培養法（オルガノイド）が確立されてお
り、腺管の分化研究に大きく貢献している。 
 
２．研究の目的 
本研究ではマウス小腸幹細胞とヒト小腸癌
細胞株を応用して癌、潰瘍などの難治性小腸
疾患のモデルを作成し、疾患発生の機序を解
明し、分化誘導など新規薬剤による治療効果
を検討する。さらに新規治療法の臨床応用に
おける問題点の克服のため、これら難治性小
腸疾患の臨床的特徴を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)小腸幹細胞オルガノイドの作成 
既報で樹立した小腸癌細胞 SIAC1 細胞、お
よび野生型マウスの小腸粘膜から EDTA に
よって分離した腺窩をマトリゲル内に包埋
し た 。 EGF/R-spondin1/Noggin お よ び
B27/N2 を加えた培養メディウムでこれら細
胞/腺窩を培養、分化させ、オルガノイドを作
成した。小腸癌由来オルガノイドと正常小腸
細胞由来オルガノイドの遺伝子発現を
Q-PCR で検討した。 
(2)小腸オルガノイドの増殖、分化条件の検討 
樹立したオルガノイドの培養メディウムか
ら、EGF/Rsondin1 などのニッチ因子を除外
して培養を行い、Q-PCR や免疫染色法によ
ってこれらの因子が増殖、分化に与える影響
を検討した。 
(3)小腸癌オルガノイドの生体モデルを用い
た薬物治療効果の検討 
小腸癌細胞 SIAC1 細胞からオルガノイドを

作成し、ヌードマウスに移植して腫瘍を作成
した。種々の抗癌剤を用いて in vitro におけ
る薬剤効果と生体における薬剤効果を検討
した。  
(4)小腸粘膜障害モデルの検討 
小腸オルガノイドに NSAID、放射線などの
刺激を加え、粘膜障害の機序を検討した。刺
激後のオルガノイドより蛋白、mRNA を抽出
し、検討した。またこれらの粘膜障害に関与
する遺伝子を解明するためにノックアウト
マウス由来のオルガノイドに同様の刺激を
加え、野生型小腸オルガノイドとの違いを検
討した。  
(5)小腸潰瘍症の臨床的検討 
原因不明消化管出血の原因となる小腸潰瘍
症の成因について臨床的な検討を行った。当
科および関連施設で原因不明消化管出血が
疑われ、カプセル内視鏡もしくはダブルバル
ーン内視鏡を施行し、小腸潰瘍と診断された
症例を対象として、その診断、予後に関連す
る因子を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)小腸幹細胞オルガノイドの作成 
既報で樹立した小腸癌細胞株 SIAC1 細胞お
よび野生型マウスの小腸腺窩をマトリゲル
に包埋し、EGF/Rspondin1/Noggin などを含
む complete メディウムで三次元培養すると、
腺窩を表す明確な出芽構造を形成して増殖
した。癌細胞由来の SIAC1 のみならず、野
生型マウスの小腸腺窩から形成したオルガ
ノイドも、５回以上の継代が可能であり、継
代中に有意な増殖抑制や細胞形態の変化を
きたさず、幹細胞性を有すると考えられた。 
これらのオルガノイドを抽出し、固定後にパ
ラフィン切片を作成し、免疫染色を行った。
図１に示すように小腸絨毛に存在し分泌系
細胞のマーカーであるUEA1やMuc2陽性細
胞が散見され、腺窩から作成したオルガノイ
ドに種々の細胞への分化がみられることが
分かった。 

 

 

図１小腸幹細胞オルガノイド 



(2)小腸オルガノイドの増殖、分化条件の検討 
小腸癌細胞株 SIAC1 細胞をマトリゲル内に
包埋し、メディウムから R-spondin1 を排除
して増殖に対する影響を検討した。図 2 に示
すように細胞増殖のスピードは complete メ
ディウムでの培養とほぼ同程度であり、
R-spondin1 非依存性の増殖が可能であるこ
とが分かった。 
一方正常細胞由来のマウス小腸オルガノイ
ドは R-spondin1 の排除により増殖をほとん
どきたさず、さらに出芽構造がほぼ消失した
球形に変形した(図 2)。すなわち、正常マウ
ス 小 腸オル ガ ノイド の 分化と 増 殖 が
R-spondin1 に依存していることが明らかに
なった。 

 
(3)小腸癌オルガノイドに対する薬物治療効
果の検討 
小腸癌に対する薬剤治療モデルの開発目的
で、SIAC1 オルガノイドをヌードマウスに接
種し、xenograft を作成した。接種後 2wk の
時点で径 5-7mm 程度の腫瘍を形成がみられ、
病理組織を検討したところ、小腸癌組織（図
3 上段）に類似した腺癌細胞であり、高倍率
で観察しても腺管構造の形成が類似してい
た（図 3 下段）。さらに、小腸癌組織でみら
れた MSH6 の発現低下や β カテニンの高発
現と核移行も xenograft で同様に再現されて
いることが分かった（図 3）。この xenograft
モデルに大腸癌の治療薬として用いられて
いる抗 EGFR 阻害剤である cetuximab、抗
VEGF阻害薬である bevacizumabを投与し、
その治療効果を検討した。図 4 に示すように
これらの薬剤投与は xenograft の縮小をきた
さないことが分かった。また in vitro でオル
ガノイド培養のSIAC細胞に cetuximabおよ
び bevacizumab を添加し、細胞増殖に対す
る効果を検討した。図 4 上段右に示すように
増殖抑制効果は見られなかった。またこれら
の薬剤の細胞内シグナルに対する効果を検
討した。リン酸化 ERK、c-Myc、cyclinD1
など MAPK 経路のシグナルは cetuximab と
bevacizumab の投与によって減弱しておら
ず、xenograft モデルにおいて治療効果が見
られない一因と考えられた。 

 
(4)小腸粘膜障害モデルの検討 
マウスオルガノイドにインドメタシンの投
与および放射線照射による障害を加え形態
変化を検討した。25μM のインドメタシンは
生体における投与と異なり、オルガノイドの
形態変化をきたさず、インドメタシンの粘膜
障害効果は上皮細胞以外、すなわち免疫細胞
や腸内細菌を介している可能性が示唆され
た。一方で放射線照射によるオルガノイド障
害におけるTNFαシグナルの影響を検討する
ために TNFR のノックアウトマウスから作
成した小腸オルガノイドに対する放射線照
射の効果を検討した。細胞死の抑制効果はみ
られず、放射線によるオルガノイド形態変化
に対するTNFαシグナルの影響は限定的であ
ることが示唆された。 
次に小腸粘膜における E-cadherin の働きを
明らかにする目的で、誘導性腸管 E-cadherin
ノックアウトマウス(Lgr5–creERT;CDH1f/f
マウス)からオルガノイドを作成し、in vitro
で 4OH-TAM を添加し、オルガノイドの
E-cadherin を欠損させた。図 5 に示すように
コントロールの CDH1f/f 由来のオルガノイ
ドは 4OH-TAM を添加後も正常な出芽構造
を維持していたが、E-cadherin のノックアウ
トオルガノイドでは、出芽部分、腺窩の細胞

 
図２オルガノイドの形態と増殖 

 
図３小腸癌オルガノイド xenograft 

 

図４xenograft に対する薬物治療効果の検討 

 



が球状に変形し脱落して、オルガノイドが縮
小した。細胞増殖も 4OH-TAM を添加後に停
止した。 
最後に薬剤による小腸粘膜の分化制御を検
討するために、マウス小腸オルガノイドにγ
secretase inhibitor の DAPT を添加した。図
5下段に示すようにDAPTによりオルガノイ
ド内で Muc2 陽性細胞の増加と Ki67 陽性細
胞の減少がみられた。これらのことから
DAPT は小腸上皮の粘液分泌細胞への分化
を促進すると考えられた。 

 
(5)小腸潰瘍症の臨床的検討 
2009年から2017年に当科および関連施設で
原因不明消化管出血が疑われ、カプセル内視
鏡もしくはダブルバルーン内視鏡で小腸潰
瘍性疾患と診断された症例は 68例であった。
平均年齢は 67 歳、男性が 62%であった。69%
が顕性出血を呈した。単発性の潰瘍は 26例、
多発潰瘍は 42例であった。内服薬としては、
低用量アスピリンが 13例、NSAIDが 15例、
その他の抗血小板薬は 13 例、抗凝固薬は 6
例、副腎皮質ステロイドは 5 例、プロトンポ
ンプ阻害薬は 28 例に投与されていた。小腸
潰瘍の成因としては、NSAID 潰瘍が最多で
32%、腸管術後の吻合部潰瘍が 13%、虚血性
小腸炎が 10%、小腸癌が 6%、放射線性腸炎、
リンパ腫、クローン病がそれぞれ 1.5%であ
った。これらの潰瘍性病変のうちでバルーン
内視鏡がその診断に有用となる因子を解析
したところ単発性の潰瘍の診断で有用であ
ることが分かった。また再出血に関連する因
子を検討したところ、低用量アスピリン服用
者、および多発性潰瘍症例において有意に再
出血が多いことが分かった。 
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図５小腸粘膜障害モデルの検討 


