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研究成果の概要（和文）：嚢胞性線維症は、CFTR遺伝子の病的変異によりCFTRイオンチャネルの機能が喪失し、
気道、腸管、膵管などが粘稠な分泌液で詰まりやすくなる難病である。本研究では、嚢胞性線維症モデルマウス
の小腸、大腸、膵臓およびヒト正常大腸粘膜から腸管オルガノイドを作成し、CFTRに依存する腸液分泌を測定し
た。患者レジストリに2016～2018の3年間で18名を登録した。日本で最もよく見られるdele 16-17b変異の性質を
培養細胞（CHO細胞）を用いて調べたところ、蛋白は発現したが成熟化が不十分であり細胞膜に移行しなかっ
た。

研究成果の概要（英文）：Cystic fibrosis is caused by loss of CFTR function due to severe mutations 
in both alleles of the CFTR gene. It is an intractable disease that lumen of airway, intestine, 
pancreatic duct, etc. is obstructed with sticky mucus. To examine CFTR-dependent intestinal 
secretion, in the present study, organoids were established from small and large intestine and 
pancreatic duct of a mouse model of cystic fibrosis and samples of human large intestine. Principle 
investigator organizes the patient registry where 18 patients were registered during 2016-2018. When
 dele 16-17b-CFTR, the most frequent mutation in Japan, was expressed in CHO cells, maturation of 
CFTR protein was not sufficient and the mutant CFTR did not reach plasma membrane. 

研究分野： 消化器生理学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
嚢胞性線維症はヨーロッパ人種に多くアジア人種では稀な疾患であるが、日本の患者は重症が多く2018年現在の
平均生存期間は約23年である。原因となっている変異CFTRに対する分子治療薬の使用に向けて、基盤となるデー
タが必要とされている。本研究では、生体に近い条件で変異CFTRの性質を解析するために、患者の腸管粘膜サン
プルからオルガノイドを作成し、CFTRに依存する腸液分泌を測定する方法を確立した。また、患者レジストリの
事務局として蓄積した臨床データをもとにして診療の手引きを改訂し、主治医を含む医療関係者、患者とその家
族に還元した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（1）嚢胞性線維症（Cystic Fibrosis：CF）は、cystic fibrosis transmembrane conductance 
regulator（CFTR）遺伝子の変異を原因とする劣性遺伝性疾患である。CFTR タンパクは全身
の管腔臓器の上皮膜に発現し、Cl-チャネルとして働くだけでなく、様々なイオン輸送体を制御
する。CF では、CFTR の機能障害により、気道、腸管、膵管、胆管などの管腔内の粘液／分
泌液が酸性化し過度に粘稠となり、管腔が閉塞して感染し易くなる。典型例では、生直後に胎
便性イレウスを起こし、幼児期に膵臓が萎縮して膵外分泌不全による栄養不良を来たし、その
後、呼吸器感染を繰り返して呼吸不全となる。2015 年 7 月に難病に指定された。 
 
（2）研究代表者は、厚労科研難治性疾患対策事業の研究分担者として、CF を担当している。
日本の CF 患者は重症例が多く、平均生存期間は約 22 年と欧米（～35 年）に比べて予後が悪
い。2013 年より CF の基本的な対症療法薬が全て国内で処方できるようになる等の対策がとら
れているが、分子治療薬による根本的治療の実現が急務である。 
 
（3）CFTR 遺伝子変異は 2,000 種類を超え、人種によってスペクトルが異なる。それぞれの
変異により CFTR 機能障害の性質と程度は様々であり、従って、患者により重症度は多様であ
る。dele 16-17b を含むほとんどの日本人特有の CFTR 変異体については発現と機能の解析が
行われておらずクラス分類が不明であり、分子治療薬を使うための基礎データがない。 
 
２．研究の目的 
（1）本研究の主な目的は、CF 患者由来腸管オルガノイドを樹立し、日本人型 CFTR 変異体の
in vivo における分子病態を明らかにし、分子治療薬の効果を調べ、個別化治療に向けた基礎デ
ータを得ることである。 
 
（2）日本の CF 患者に見られる変異 CFTR タンパクの発現、成熟化、膜／細胞内局在、Cl-チ
ャネル活性を解析しクラス分類し、レジストリ事務局として収集した臨床上の表現型（CFTR
機能として汗中 Cl-濃度、膵外分泌機能として便中膵エラスターゼ）および重症度（肺機能、栄
養状態）との関係を解析する。 
 
３．研究の方法 
（1）CF モデルマウス（ΔF マウス）およびヒト正常大腸粘膜からの腸管オルガノイドの作成
と CFTR 依存性腸液分泌の解析 
 粘膜から絨毛をそぎ落とし EDTA で処理して、単離陰窩を得る。種々の成長因子とともに基
底膜を主成分とするマトリゲル中で三次元培養すると、腸管オルガノイドが形成され、成長、
budding が始まる。budding したオルガノイドをメカニカルに分離処理し継代する。cyst 様に
なったオルガノイドを用いて、管腔内への腸液分泌を解析した。 
 
（2）アジア型／日本型変異 CFTR の分子病態の解析 
 患者レジストリに 2016～2018 の 3 年間で 18 名を登録した。これらを合わせて、2007 年以
降、全国の医療機関から依頼されて CF の遺伝子診断を実施しており、下図は、33 名の確定診
断患者（全 66 アレル）から検出された 27 種類の病的 CFTR 変異の位置を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 変異 CFTR を CHO 細胞に強制発現させ、ウェスタンブロッティングにより蛋白発現および
成熟化（グリコシル化）を、パッチクランプ法により Cl-チャネル機能を解析する。また、共焦
点顕微鏡を用いて、細胞内、細胞膜局在を解析する。 
 
 CF と確定診断されながらもエクソン部に変異が検出されない症例については、鼻粘膜上皮
細胞の CFTR トランスクリプト量の減少を RT-PCR を用いて評価するとともに、海外研究協
力施設（シカゴ Case Western Reserve 大学遺伝ゲノム学研究室）と共同で、次世代シーケン
サーを用いたプロモーター部および転写調節領域の解析を実施する。 
 
（3）レジストリ事務局として、日本における CF 患者の臨床データ（汗中 Cl-濃度、便中膵エ

 



ラスターゼ、など）を収集する。 
 
４．研究成果 
（1）CF モデルマウス（ΔF マウス）およびヒト正常大腸粘膜からの腸管オルガノイドの作成
と CFTR 依存性腸液分泌の解析 
 小腸および大腸から腸管オルガノイドを作成、継代培養する系が確立された。マウスおよび
ヒト腸管オルガノイドで、CFTR 依存性の腸液分泌を確認することができた。また、臓器特異
性の有無を確認するために、膵管オルガノイドの作成を試み、作成に成功した。下図は、マウ
ス大腸由来のオルガノイドにおける CFTR 依存性腸液分泌を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）アジア型／日本型変異 CFTR の分子病態の解析 
 日本で最もよく見られる dele 16-17b 変異の性質を培養細胞（CHO 細胞）を用いて調べたと
ころ、蛋白は発現したが成熟化が不十分であり細胞膜に移行しなかった。下図のように、正常
CFTR 蛋白は細胞膜に発現したが、dele 16-17b 変異（蛋白名はΔ(G970-T1122)-CFTR）は細
胞質（核の周囲）にとどまった。分子治療薬 CFTR corrector である lumacaftor/VX-809 の治
療効果は見られなかったが、C 末端に FLAG タグを付加すると一部成熟化と細胞膜への移行が
見られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 その他 7 種類のアジア型／日本型変異 CFTR についても、同様に検討したところ、その多く
は成熟化されないタイプの変異であった。CFTR corrector が治療効果を発揮する可能性がある。 
 
 片アレルのみに CFTR 変異が見られた確診 CF患者の鼻粘膜トランスクリプトの解析を試行
した。CFTR トランスクリプト量の減少が見られた患者の CFTR 転写調節領域に検出されたバ
リアントについて、転写活性の解析を始めている。 
 
（3）患者レジストリの事務局として蓄積した臨床データをもとにして診療の手引きを改訂し、
主治医を含む医療関係者、患者とその家族に還元した。 
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〔その他〕 
(1)ホームページ 
CF レジストリのウェブサイト（www.htc.nagoya-u.ac.jp/~ishiguro/lhn/cftr.html）を運営し、
CF 患者を受け持つ主治医、診療の助言ができる相談医、遺伝子診断（CFTR 遺伝子解析）および
機能診断（汗試験、便中膵エラスターゼ測定による膵外分泌機能の把握）を提供する協力施設、
栄養学の専門家、基礎研究者などが参加し、治療薬情報をウェブサイトに公開し、臨床情報と
疫学調査を解析して個人が特定できない形で公表している。 
(2)情報交換会の開催 
CF 患者の診療に携わる医療関係者、患者さんとその家族、事務局、基礎研究者の間の緊密な連
携を保つために、2015 年より毎年 1 回、「嚢胞性線維症患者と家族の会」（CF 家族会）
（http://jcfn.jimdo.com/）と合同で、情報交換会を開催している。2017 年の会の様子は朝日
新聞に掲載された。 
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