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研究成果の概要（和文）：本研究では小腸上皮オルガノイドの樹立を試みた。様々な手法を用いたが結果的には
長期培養が困難であった。しかし大腸腺腫や大腸癌由来のオルガノイドの作成に成功した。これらの培養上清か
ら超遠心法によるエクソソーム分画の抽出を行った。オルガノイドおよび培養上清中のエクソソーム分画から
total RNAを抽出。腺腫及び癌から抽出したエクソソームmiRNAに関して網羅的発現解析を行った。癌群で193
個、腺腫群で129個のmiRNAが確認された。細胞内miRNAと共通して発現を認めたものの中で、癌群で3個のmiRNA
の発現が亢進、12個が減少していた。そのうちmiR-1246が有意であることが明らかとされた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we try to establish small intestinal derived organoid.But 
cluture was not successful.Therefore, we have produced colon adenoma and cancer-derived organoids 
easier to culture. Exosomes, are extracellular vesicles havingcontaining a lipid bilayer, and they 
are known to play an important role in cell-to-cell communication by transmitting exosomal microRNA 
(miRNA). Therefore, the aim of this study was to clarify Colorectal Cancer characterize colorectal 
cancer (CRC) -specific exosomal miRNA by using patient-orientedderived organoids. We established a 
novel exosome extraction method usingTo this end, Among the miRNAs conserved in CRC and colorectal 
adenoma (CRA) organoids, themiR-1246 expression of miR-1246 was increased in the and exosome.

研究分野：消化管疾患

キーワード： 大腸癌　腸管上皮オルガノイド　エクソソーム解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は大腸癌、腺腫からオルガノイドを作成することに成功し、長期培養することが可能であることを実証し
た。さらには、培養上清からエクソソームを生成し、大腸癌由来エクソソームにはmir-1246が高発現しているこ
とが明らかとした。大腸癌の生存や浸潤に関与していることが推定され、mir-1246の機能が明らかとなれば、治
療や診断への応用へ期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
炎症性腸疾患は主にクローン病と潰瘍性大腸炎の２つからなるとされる疾患群である。複雑で
膨大な遺伝的背景が明らかになるにつれ、単純に２つに分類できない多様な病態の存在が示唆
される。そのため、その病因や表現型によって疾患のサブタイプを決定し、新しい個別化され
た医療を展開していく必要がある。そのためには、比較的容易に解析が可能で、有用なバイオ
マーカーが必要であるが、その候補の一つに小腸パネート細胞がある。小腸パネート細胞はα
ディフェンシンやリゾチームなどの抗菌ペプチドを含んだ分泌顆粒を持ち、それらを腸管内腔
に分泌することで、腸内細菌叢の恒常性を保ち、腸管免疫に対して重要な役割を果たしている。
さらに、腸上皮の幹細胞に近接して存在することから、上皮機能の更新や維持にも重要な役割
を果たすことが示唆されている。これまでの解析で、クローン病の発症原因には腸管免疫が重
要な役割を担っていることが示されており、腸管免疫の主役であるパネート細胞がクローン病
に果たす役割の大きさが示唆される。欧米人クローン病感受性遺伝子で、オートファジーに関
連する ATG16L1や NOD2遺伝子について、その低発現マウスでは小腸パネート細胞の分泌顆
粒の細胞質内における分布・形態異常(パネート細胞形態異常)を認めた(Gastroenterology. 
2014 Jan;146(1):200-9)。この分泌顆粒の形態異常はそれらの遺伝子多型を持つ、クローン病
患者のパネート細胞においても確認されている。さらに、パネート細胞形態常が多い症例は術
後の再燃率が高いことも示唆されている。本申請者は近年、日本人においてもパネート細胞形
態異常はオートファジーに関連するクローン病感受性遺伝子(LRRK2)と相関を示し、さらに術
後の再燃率と相関することを示した(JCI Insight. 2017 Mar 23;2(6):e91917)。このようにパネ
ート細胞の分泌顆粒形態異常は、遺伝的背景の異なる人種間でも共通したクローン病における
バイオマーカーとして認識されてきている。パネート細胞形態異常が多い症例では積極的な治
療を行うなど、比較的容易に解析できる小腸パネート細胞によって、クローン病の個別化医療
が可能であることを示唆している。 
パネート細胞形態異常と遺伝的因子の解析は行われてきているが、外的因子との関係につい
ての報告はまだない。これまでの報告ではパラフィン固定した小腸手術標本を使用しており、
外的因子によってどのように生体内でパネート細胞形態異常が変化するかの解析は困難であっ
た。近年、小腸組織からオルガノイドと呼ばれる 3次元構造培養が可能となり、生体内に近い
環境での解析が可能となった。このオルガノイドを使用して、パネート細胞形態異常と外的因
子との解析も可能と推定された。クローン患者由来の小腸オルガノイドを用い、パネート細胞
分泌顆粒量だけではなく、パネート細胞の分泌顆粒形態異常を分析することで、さらに病態に
近い治療標的を発見することができる可能性があると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、クローン病患者の小腸検体から作成したオルガノイドを用いて、日本人パネ
ート細胞形態異常と機能異常を in vitroで解析するツールを開発することである。個別化医療
の足掛かりとなる基礎研究を行う。 
 
３．研究の方法 
 
(1)ヒト腸管上皮細胞の単離と長期培養 
標本から単離した細胞をコレゲナーゼ処理後にマトリゲル内に包埋し,すべてのニッチ因子を
添加する事で、様々なニッチ要求性を示す腸管上皮細胞でも培養可能である事を確認する。ま
た、培養したオルガノイドを継代し、長期培養可能である事を確認する。 
(2)樹立したオルガノイドの病理学的評価 
樹立したオルガノイドを HE染色し、樹立元の腸管上皮細胞との相同性を確認する。 
 
研究計画発案当初、小腸オルガノイドを作成に成功した報告はごくわずかしかなかった。後述
するが、当科でも様々な手法を用いて腸管上皮オルガノイドの樹立を試みたが、結果として樹
立成功には至らなかった。また、大腸正常上皮オルガノイドの作成も困難であった。
WNT/R-spondin に対するニッチ要求性が低下している大腸腺腫・癌からのオルガノイド培養
のみが成功した。そのため、大腸腫瘍オルガノイドを用いた機能解析をする方針とした。オル
ガノイドは周囲組織と密接な関係性を保ち生存していることがわかっており、我々は大腸癌幹
細胞の新たなニッチ形成因子として大腸癌から分泌される EV(extracellular vesicle )に注目し、
研究の目的に追加した。EVとは 100nmの小胞顆粒で、様々な種類の細胞から分泌され、脂質
二重膜を有し顆粒の内部には蛋白質、核酸(mRNA、miRNA、DNA)、脂質を含み、細胞外に
分泌され別の細胞に移動する事が可能で、受容体や酵素と全く異なった細胞間伝達機構、細胞
の恒常性維持機構として注目されている。オルガノイドにおけるニッチ因子と EVの関与につ
いての検討を目的に追加した。 
 
４．研究成果 
(1)ヒト腸管上皮細胞の単離と長期培養 
正常腸管上皮細胞をマトリゲルを用いて 3次元オルガノイド長期培養株の樹立を試みた。すな
わ ち 、 過 去 の 報 告 に あ る 通 り 、 Matrigel, Advanced DMEM/F12, GlutaMAX-I, 



Penicillin/Streptomycin, N2 supplement , B27 supplement, N-Acetylcysteine, mouse 
recombinant EGF, mouse recombinant noggin, human recombinant R-spondin, mouse 
recombinant Wnt-3A , Nicotinamide, [Leu15]-Gastrin I, A-83-01, SB202190, HEPES を用
いて培地を作成し、樹立を試みた、しかしながら長期培養株の作成は困難であった。
Recombinant WNT/ R-spondinでは樹立が困難であるという報告もあったことから、コンディ
ショナルメディウムを作成し樹立を試みたがやはり困難であった。しかしながら大腸腺腫・癌
からのオルガノイド樹立は成功したため、この腺腫オルガノイドを用いた機能解析を主眼に置
いた研究を追加することとした。 
 
(2)樹立したオルガノイドの病理学的評価 
樹立した腺腫オルガノイドを HE染色し、樹立元の腸管上皮細胞との相同性を確認した。樹立
したオルガノイドを iP gell を用いてパラフィン固定した。オルガノイドは腺管用構造を呈し
ており、樹立元の病理組織像と同様の形態で増殖していた。9 検体で長期培養に培養に成功
し、臨床検体からも大腸癌が長期培養可能である事を示した。 
 
(3)エクソソーム miRNA の抽出 
オルガノイド培養上清から超遠心法によるエクソソーム分画の抽出を行った。抽出されたエク
ソソーム分画では透過型電子顕微鏡で 100nm 前後の小胞が観察された。ナノ粒子解析システム
でエクソソーム分画中の微粒子は 100nm 前後に最頻値を認めた。ウエスタンブロットではエク
ソソーム膜蛋白質である CD9、CD63 が陽性であった一方、培養液のみの場合は CD9、CD63 共に
陰性だった。  
 
(4)癌-腺腫群間における miRNA の網羅的発現解析 
オルガノイドおよび培養上清中のエクソソーム分画からそれぞれ total RNA を抽出した。得ら
れた RNA は電気泳動を行い、リボソーム RNA の混入がないことを確認した。腺腫 3検体及び癌
3 検体から抽出した細胞内 miRNA およびエクソソーム miRNA に関して、網羅的発現解析を行っ
た。まず、細胞内に関しては、癌群で 348 個、腺腫群で 344 個の miRNA が確認された。共通し
て発現がみられる 319 個の miRNA に関して発現差を比較したところ、腺腫を基準として癌群で
4個の miRNA の発現が亢進しており、10個が減少していた。次に、エクソソームに関しては、
癌群で 193 個、腺腫群で 129 個の miRNA が確認された。共通して発現を認めた 122 個の miRNA
に関して発現差を比較したところ、癌群で 3個の miRNA の発現が亢進しており、12 個が減少し
ていた。癌群において細胞内及びエクソソームで共通して発現が亢進した miRNA は miR-1246、
miR-7107-5p の 2つであった。一方共通して発現が減少した miRNA は認めなかった。 
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