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研究成果の概要（和文）：本研究では消化管内視鏡検体から樹立したヒト腸上皮オルガノイドを用い、分泌系細
胞への分化誘導法の検討と同細胞を用いた機能解析を実施した。その結果、40症例以上の患者検体より小腸・大
腸オルガノイドを樹立し、解析可能なライブラリを構築した。またガンマセクレターゼ阻害剤の短時間曝露と
Wnt3a, SB202190, Nicotinamideの減量・除去を組み合わせた培地条件で、ヒト腸オルガノイドの分泌系への分
化誘導が可能である事が示された。さらに分泌刺激因子PGE2及び消化管ホルモンVIPに対する腸オルガノイドの
応答を定量的に評価する系を構築し、両因子が有する生体内体液調節作用を明らかとした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the method to induce secretory-lineage 
differentiation of cultured human intestinal organoids, and also performed some functional analyses 
of those organoids. Consequently, we successfully established over 40-lines of human small 
intestinal- or colonic-organoids from endoscopic biopsy specimens. Short-term exposure to a 
gamma-secretase inhibitor, combined with depletion of Wnt3a, SB20190 and Nicotinamide, certainly 
directed human intestinal organoids towards secretory cell-lineage differentiation. We also 
established a quantitative analysis system to evaluate the response of human intestinal organoids to
 a secretagogue, PGE2, or an enterohormone, VIP, and showed their properties to regulate the 
body-fluid balance.

研究分野：消化器内科学
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１．研究開始当初の背景 
(1)消化管上皮は消化・吸収のみならず、人
体最大の内分泌組織として多くの消化管ホ
ルモンを分泌し、生体の恒常性維持に重要な
役割を担っている。同機構は厳密に役割分担
された特定の「分泌系」上皮細胞系譜が生体
内環境を感知し適切な応答を行うことによ
り、その機能が制御されている。従って、特
定系譜の上皮分泌機能の欠失・破綻は消化管
運動不全・吸収機能障害等の消化管特異的機
能の破綻に加え、耐糖能異常・肥満といった
全身恒常性の破綻とも直結している。 
 
(2)しかしながら、これら消化管内分泌系細
胞の機能的破綻に対し、体外で大量に分泌系
細胞を調製し疾患治療のリソースとして利
用する技術の開発は未だ皆無である。その理
由として、1)正常ヒト腸上皮細胞を体外で長
期に培養・維持する技術、2)分泌系細胞へと
高効率かつ安定して分化誘導する技術が何
れも全く未確立であった事、3) 個別消化管
ホルモンが有する機能を効率よく定量的に
評価する方法が未確立であったことが挙げ
られる。 
 
(3)研究代表者らは腸上皮細胞の増殖・分化
機構を追求する過程で、マウス腸管上皮細胞
を体外で長期培養・維持する独自の技術を開
発した(Nat Med, 2012)。同技術をヒト腸上
皮へと展開し、培養・分化誘導に関する以下
の項目を既に実証済みである。①ヒト生検組
織から幹細胞を含む腸上皮細胞を単離し、基
底膜側を再外側に向けた一層の上皮細胞か
ら成る球状３次元構造体である「オルガノイ
ド」として培養維持が可能であること。②同
オルガノイドは十二指腸〜直腸に至る消化
管全部位から同等に樹立可能であること。 
 
(4)研究代表者らが独自に有する上記成果は、
系譜特異的機能を獲得した腸上皮細胞を体
外で再構築し、腸上皮の機能解析および治療
リソースとして利用することを可能とする
画期的な技術であると考えている。 
 
２．研究の目的 
本研究では従って、研究代表者らが有するヒ
ト腸上皮培養技術を発展させ、(1)消化管ホ
ルモン産生に特化した細胞集団を含む消化
管分泌系細胞の分化誘導する手法の開発、及
び(2)ヒト腸上皮オルガノイドを用いて分泌
刺激と成る生理活性補物質や個別消化管ホ
ルモンが有する機能を効率よく定量的に評
価する方法の開発、を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)本学医学部倫理審査委員会の承認を得た
臨床研究計画に則り、同意を得た患者より得

られた消化管生検組織を用いて消化管各部
位よりヒト腸上皮オルガノイドの樹立を行
った。 
 
(2)同オルガノイドを用いることにより、
LY411575・DBZ等の分泌系細胞への誘導因
子を用いて効率良い分化誘導が可能となる
培養条件の探索を行った。 
 
(3)腸上皮の分泌刺激作用を有すると想定さ
れる候補物質や個別消化管ホルモンについ
て、樹立済みのヒト腸上皮オルガノイドを用
いることにより、各因子の作用を定量的に評
価する手法の開発を行った。開発に際し、培
養ウェル内のオルガノイド形状・サイズを迅
速に測定可能な 3次元スキャナーを用いた手
法について主に検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1)内視鏡生検組織を開始材料としたヒト腸
上皮ライブラリの構築 
研究期間において同意を得られた患者が小
腸内視鏡あるいは大腸内視鏡を施行された
際、複数個の内視鏡生検組織を培養開始材料
とし、ヒト腸上皮オルガノイドの樹立を行っ
た。いかなる種類の消化管ホルモンを産生す
るかは由来する消化管部位により厳密に規
定されていることが知られており、従って小
腸及び大腸の各部位より複数症例の腸上皮
オルガノイドを樹立し解析することが有用
と考えられた。これに基づき「ヒト腸上皮ラ
イブラリ」の構築を進めた結果、累計 40 例
以上の症例より腸上皮オルガノイドを樹立
し(小腸 24 例・大腸 17 例)、保存・解析す
ることが可能であった。 
 
(2)ヒト腸上皮オルガノイドの分泌系細胞へ
の効率良い分化誘導法の探索 
前記(1)により樹立したヒト小腸オルガノイ
ドを用い、分泌系細胞への分化誘導に適した
培養条件の検討を行った。候補化合物として、
ガンマセクレターゼ阻害効果を有する
LY411575 及び DBZ について検討を行った。こ
れらのうち、DBZ については、①DBZ 添加(10
μM)に加えて②培地中の組換え型Wnt3aの減
量(通常添加量の 10%に減量),③SB202190 及
び Nicotinamide の除去それぞれについて効
果を比較した。この結果、(i)DBZ を添加し
(48h),(ii)SB202190 及び Nicotinamide を除
去した場合に、分泌系への分化の指標となる
Atoh1mRNA の発現が最も高く誘導されること
が定量 PCR 解析にて明らかとなった。しかし
ながら、DBZ を 48 時間持続添加することによ
り、オルガノイドの形態保持能の低下・生存
細胞数の減少も見られたことから、より短時
間での薬剤曝露による分化誘導効果につい
ても検討を実施した。このため、上記②,③
の条件に加え、(a)DBZ(5μM)を 96 時間持続
添加した場合、および(b)DBZ(5μM)を 3時間
のみ添加した場合のそれぞれの分化誘導効



果について比較検討を行った。この結果、②
及び③に加えて(b) DBZ を 3 時間のみ添加し
た場合にAtoh1mRNAの発現が最も高く誘導さ
れることが定量PCR解析にて明らかとなった。
従って Wnt3a の減量、SB202190(p38 MAPK 阻
害薬)及び Nicotinamide の非存在下にて
DBZ(5μM)を短時間曝露することにより、分
泌系への分化誘導が可能となることが示さ
れた。更に個別の内分泌系細胞に特化した分
化誘導については、異なる細胞内シグナル経
路の段階的制御等により分化誘導できる可
能性が考えられた。 
 
(3)ヒト腸上皮オルガノイドを用いた分泌刺
激候補因子・個別消化管ホルモン作用の定量
測定系開発 
前記(1)により樹立したヒト小腸オルガノイ
ドを用い、機能的な分泌系細胞に対して分泌
刺激因子となり得る生理活性物質・消化管ホ
ルモンの作用を定量的に評価する手法の開
発を試みた。候補因子の１つである PGE2 を
ヒト小腸オルガノイドに添加したところ、オ
ルガノイド径の急速な拡大・膨張現象が誘導
可能であることが明らかとなった。同現象は
Cl-が欠如した培地条件では全く誘導されな
かったことから、Cl-分泌機能を反映した現象
であるものと考えられた。同様の現象を誘導
する作用を有する生理活性物質等の探索を
行ったところ、消化管ホルモンである VIP(血
管作動性消化管ペプチド)も同等の作用を有
することが明らかとなった。一方、IFN-を含
むサイトカインやセロトニンには同様の効
果は認めなかった。 
PGE2 及び VIP が腸オルガノイドの Cl-分泌
機能を促進する効果を定量的に評価するた
め、3 次元スキャナーを用いた測定系の構築
を行った。適切に設定したスキャン条件で
96-ウェルプレートに播種したヒト腸オルガ
ノイドを撮影・画像解析することにより、経
時的に変化するオルガノイド断面積を迅
速・容易に定量可能であることが確認された。 
確立した定量系を用い、ヒト小腸オルガノイ
ドおよびヒト大腸オルガノイドに対して
PGE2 及び VIP が有する効果について、定量的
な解析を行った。この結果、PGE2 および VIP
それぞれについて用量反応曲線を描くこと
が可能となり、これに基づき logEC50 を算出
することが可能であった(ヒト小腸オルガノ
イド=-8.36、ヒト大腸オルガノイド=-8.53)。
また、PGE2 および VIP の最大膨張値は同等で
あることも示された。また PGE2 および VIP
は正常腸管粘膜由来小腸・大腸オルガノイド
のみならず、潰瘍性大腸炎患者由来の大腸オ
ルガノイド、およびクローン病患者由来の小
腸オルガノイドにおいても同様の活性を発
揮し得ることが示された。本解析に用いたオ
ルガノイド急速膨張の測定系を用いること
により、消化管ホルモン等による生体内体液
調節機能を迅速・定量的に評価することが可
能となった。 
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