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研究成果の概要（和文）：蛍光発現遺伝子を腸管上皮初代培養細胞に独自の手法で導入することにより、オルガ
ノイド内の細胞をランダムに蛍光標識した。その中でクリプト内に１細胞のみ蛍光標識された細胞を探索し、単
離した。１蛍光細胞からオルガノイドが樹立可能であったことから、幹細胞であることを確認した。そこで、１
蛍光細胞の分裂能、分化細胞系譜などを３次元で経時的に観察した。さらに蛍光陰性幹細胞と蛍光幹細胞との相
互関係を解析することで、一つの絨毛の形成に対する幹細胞同士の役割分担をマイクロアレイ解析にて評価し
た。またヒト腸管上皮初代培養を用いて１幹細胞の評価を開始しており、疾患患者由来の１幹細胞との比較検討
を行う基盤を構築した。

研究成果の概要（英文）：We did random labeling of fluorescence into the organoid cells by original 
method. We then found single fluorescence-labeled cell in crypt and isolated it. The organoids could
 be generated from single fluorescence cell, indicating that single fluorescence cell might be 
intestinal stem cell. We could therefore observe the cell division of single fluorescence stem cell 
and lineage tracing of differentiated cell in three dimensions. Moreover, we evaluated the role 
between stem cells for the formation of one villus by analyzing the mutual relations with the 
fluorescence-negative stem cell and fluorescence stem cell. In addition, we started the evaluation 
of single stem cell using human intestinal organoids to estimate the regulation of single stem cell 
derived from the patients.

研究分野：消化器内科学
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１．研究開始当初の背景 
	
 これまで申請者は難治性炎症性腸疾患の病

態解明のための基盤研究を行い、免疫制御破

綻における過剰応答と粘膜障害における腸管

上皮再生不全の両面が疾患の本態であること

を明らかとしてきた。特に腸管上皮細胞は局

所免疫制御及び粘膜バリアー機能の双方に関

与することから、上皮細胞再生を主眼とした

治療法の確立が炎症性腸疾患患者の生活体系

を根本的に改善できると着想した。そこで「腸

管炎症における上皮細胞機能の解明」研究を

精力的に進め、炎症の成因・維持機構を上皮

細胞機能との関連という視点で明確にした。

一方で腸管の機能的修復における粘膜治癒の

重要性に着目し、上皮再生に関する研究を展

開した。腸管上皮細胞内のWnt/Notchシグナ
ル間の全く新しいクロストーク分子機構が存

在し、炎症性疾患における上皮再生破綻機構

であることを明らかとするなど世界的に高い

評価をうけた。さらに、独自に大腸上皮細胞

の初代培養法を確立し上皮幹細胞を同定した

のみならず、マウス大腸への移植により全て

の分化細胞と増殖細胞を含む組織学的に正常

な大腸上皮が再生することを世界で初めて報

告した(Nat Med 2012)。以上より、幹細胞機
能維持が腸管上皮細胞恒常性維持に深く関わ

ることが示唆されたが、小腸では一つの腺管

内に約 14個の陽性細胞が存在しており、個々
の幹細胞の機能判別や、幹細胞同士の相互作

用を解析することは困難である。幹細胞マー

カーである Lgr5プロモーター下に GFPを発
現する遺伝子組み換えマウスにおいても

GFP により可視化される幹細胞が同一腺管
内に複数存在するため、同一腺管内の１つの

幹細胞を区別して可視化・認識することが出

来ない。さらにヒト検体においても幹細胞を

可視化する手法は未だ確立されていないこと

から幹細胞の機能を評価する上で幹細胞の分

裂能、幹細胞からの分化系譜制御、腸内環境

による幹細胞の形質転換など、１幹細胞の動

態を解析することが困難な状況である。 
２．研究の目的 
本研究では独自に開発した手法を用いて１
幹細胞を可視化し、個別の幹細胞解析・機能
評価を構築することで、１幹細胞の運命決定
制御機構を明らかとすることを目的とする。
さらに正常の腸管上皮幹細胞機能制御を理
解した上で消化管疾患特異的な幹細胞病態
を明らかとすることで、最終的には幹細胞を
標的とした画期的治療法の開発への基盤を
確立することを目的とする。 
３．研究の方法 
蛍光発現遺伝子を腸管上皮初代培養細胞に
独自の手法で導入することにより、オルガノ
イド内の細胞をランダムに蛍光標識する。そ
の中でクリプト内に１細胞のみ蛍光標識さ
れた細胞を探索し、単離する。１蛍光細胞が

幹細胞であることを確認した上で、蛍光細胞
の分裂能、分化細胞系譜などを経時的に観察
する事で評価が可能である。さらに蛍光陰性
幹細胞と蛍光幹細胞との相互関係を解析す
ることで、一つの絨毛の形成に対する幹細胞
同士の役割分担を評価できる。さらに細胞内
シグナル動揺による幹細胞動態を経時的に
観察・解析可能であることから、シグナルに
よる幹細胞機能制御を明らかとし、最終的に
は病態擬似モデルを構築した上で疾患特異
的な幹細胞機能異常を同定する。またマウス
を用いて評価法を確立した後に、ヒト腸管上
皮初代培養を用いて１幹細胞の評価を行い、
疾患患者由来の１幹細胞との比較検討を行
う。	
 
４．研究成果	
 
マウス小腸上皮細胞の初代培養を導入し、
mCherry 遺伝子の導入を行った。蛍光発現遺
伝子を腸管上皮初代培養細胞に独自の手法
で導入することにより、オルガノイド内の細
胞をランダムに蛍光標識した。その中でクリ
プト内に１細胞のみ蛍光標識された細胞を
探索し、単離した。１蛍光細胞からオルガノ
イドが樹立可能であったことから、幹細胞で
あることを確認した。そこで、１蛍光細胞の
分裂能、分化細胞系譜などを３次元で経時的
に観察した。さらに蛍光陰性幹細胞と蛍光幹
細胞との相互関係を解析することで、一つの
絨毛の形成に対する幹細胞同士の役割分担
をマイクロアレイ解析にて評価した。またヒ
ト腸管上皮初代培養を用いて１幹細胞の評
価を開始しており、疾患患者由来の１幹細胞
との比較検討を行う基盤を構築した。	
 
マウス小腸上皮細胞の初代培養は既に確立
し、mCherry 遺伝子の導入を行った。	
 
以上より、当初の予定通り概ね順調に遂行し
たと考える。	
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