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研究成果の概要（和文）：炎症性腸疾患は，再燃，寛解を繰り返す慢性の難治性疾患である。現在、炎症抑制効
果のある薬剤治療が中心であるが、適切な炎症のコントロールにも拘わらず、上皮再生が障害されている患者群
が存在する。従って、腸上皮再生をもたらす根治療法の開発は極めて重要な研究課題である。本研究は，骨髄間
葉系幹細胞を用いてex vivoにおいてより生理的な腸上皮幹細胞(intestinal stem cell, ISC)ニッチを人工的に
再構築するために、ラットISC単離・培養技術の確立，EnteroidとMSCの共培養によるorganoidの作製に取り組
み、その手法を確立した。

研究成果の概要（英文）：Inflammatory bowel disease (IBD) is a chronic refractory disease repeating 
relapse and remission. Currently, drug therapy with an effect of suppressing inflammation is mainly 
used for patients with IBD, but despite adequate control of inflammation, there is a group of 
patients in which epithelial regeneration is impaired. Therefore, the development of curative 
therapy leading to intestinal epithelial regeneration is an extremely important research subject. In
 order to artificially reconstruct a more physiological intestinal epithelial stem cell (ISC) niche 
ex vivo using bone marrow mesenchymal stem cells, this research aims to establish the isolation and 
culture technology of rat ISC, We worked on the creation of organoid by co-culture of Enteroid and 
MSC and established the method.

研究分野： 下部消化管分野
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１. 研究開始当初の背景 

炎症性腸疾患(inflammatory bowel disease，

IBD)は，再燃，寛解を繰り返す慢性の難治

性疾患である。現在、炎症抑制効果のある

薬剤治療が中心となっている。しかしなが

ら、適切な炎症のコントロールにも拘わら

ず、上皮再生が障害されている患者群は存

在する。上皮細胞の再生異常は、腸管粘膜

バリヤー機能の障害をもたらす。その結果、

腸管炎症の持続につながる。このような観

点から、IBD 患者に対する腸上皮再生をも

たらす根治療法の開発は極めて重要な研究

課題である。  

 

２．研究の目的 

腸管上皮細胞が再生するためには、その足

場としての間質細胞が必須である。従って、

本研究では、骨髄間葉系幹細胞(cultured 

mesenchymal stem/stromal cells, MSC)を

用いた ex vivo における生理的な腸上皮幹

細胞(intestinal stem cell, ISC)ニッチを

人工的に再構築すること目的した。  

 

３．研究の方法 

(1)本研究では、ラットにおける 大腸クリ

プトおよび大腸上皮幹細胞の単離・培養を

確立する。 

(2)大腸上皮幹細胞の培養に共通の必須条

件は、基本培地に加え、EGF，Noggin，

R-spondin，WNT3A の 4 因子の存在であり、

ヒトでは、さらに，Gastrin，Nicotinamid e

に加え、A-83-01 (ALK4,5,7 inhibitor)，

SB202190 (p38 inhibitor) の低分子化合物

を要する。これらの薬剤を使用して検討を

行った。  

 

４．研究成果 

(1) 予備的検討では、(2)の薬剤の組み合わ

せでは、ラット大腸 Crypt の ex vivo 3 次

元培養法は不可能であった。そこで、Ootani

らの腸管上皮初代培養法(Nat Med 2009)と

TMDU 法（Nat Med 2011) を組み合わせ、

Transwell のゲル内にラット大腸組織のホ

モジネートあるいは、大腸組織ホモジネー

トの上清で長期培養が可能であることを明

らかとした。 

(2) 大腸組織ホモジネートの上清のタンパ

ク成分を疎水性，ゲルろ過および陰イオン

交換クロマトグラフィーによる粗分画・精

製した。その結果、278 タンパクが同定さ

れた。 

(3)活性分画に多く含有されたタンパクは7

つ存在する。このうち，paracrine 様式で

作用しうるものは EP-1 と Galectin-4 

(Gal4) の 2 つのみであった。 

(4)本研究では，PGE2，Gal4 に絞り込み, 

３次元培養における２つの分子の生理活性

の再現性を確認した。 

(5)PGE2，Gal4 を添加することにより、

enteroid と MSC の共培養において、MSC が

enteroidの外周に張り付くことが確認され

た(本研究ではこの状態を organoid として

定義し enteroid と区別した) 一方で、PGE2，

Gal4 が添加されていない共培養の群では、

そのような現象が確認されなかった。 

(5) 以上の結果から、MSC と ISC ニッチを

人工的に再構築するシステムならびに必要

とされる生理活性物質の同定に成功した。 
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