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研究成果の概要（和文）：本研究はヒト大腸上皮幹細胞の運命制御を明らかにすることにより、小腸上皮幹細胞
を大腸上皮幹細胞に転換することで、ヒト小腸上皮から大腸上皮を作成することを目的としています。そこで、
患者さんの内視鏡生検検体から小腸と大腸を少量採取し、遺伝子発現の違いを検討しました。その中から大腸に
のみ発現している遺伝子を発見しました。今後は、その遺伝子の機能解析することで小腸から大腸に転換する仕
組みがわかることが期待されます。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to elucidate the mechanism of the transformation 
from the stem cell in human small intestine to the stem cell in colon. We therefore collected biopsy
 specimens from both small intestine and colon in a same patient. We then assessed the difference of
 gene expression between small intestine and colon, resulting in the identification of a gene 
specifically expressed only in colon.
Further analysis for the function of this gene might help to understand the mechanism of stem cell 
fate to generate human colon.  

研究分野：消化器内科学

キーワード： 炎症性腸疾患　再生医療　幹細胞運命制御　大腸オルガノイド
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研究成果の学術的意義や社会的意義
炎症性腸疾患、中でも潰瘍性大腸炎は若年者に多く、日本でも患者数が増加している難治性の病気です。潰瘍性
大腸炎では粘膜の再生が治療のゴールとなっており、大腸上皮細胞を体外で培養し移植する治療も将来的に考え
られています。しかし、潰瘍性大腸炎では病変が大腸全域に渡るため、大腸再生医療では培養するべき正常大腸
上皮細胞が確保できないことも心配されます。そのため、小腸細胞を大腸細胞に変換させることで、再生医療の
移植に使用できるのではと考えています。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
申請者はこれまで炎症性腸疾患（IBD）の臨床及び研究に従事してきた。これまで IBDは炎
症を中心とした免疫制御破綻が原因であると考えられ、リンパ球などの免疫担当細胞が研究の
中心であった。しかし申請者は上皮細胞機能に着目し、炎症の成因・維持機構との関連を明確
にした。一方で、申請者は腸管の機能的修復によるバリアー能の重要性にいち早く着目し、上
皮再生に関する研究を展開した。IBDにおける上皮再生破綻機構を明らかとするなど、現在の
IBD治療目標が抗炎症から粘膜治癒へと移行している現状に先駆けたものであり、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たのみならず、オルガノ
イドとして継代培養の後にマウス大腸への移植を行い、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確認した。そこで申請者はこの大腸への移植技術は大
腸上皮細胞の運命制御解析に有用であると着想した。まず、マウス胎児の原腸を成体マウス大
腸に移植した所、正常の大腸腺管を構築した。一方で、成体マウスの小腸由来のオルガノイド
を大腸に移植しても小腸絨毛を維持することを明らかとした。つまり、胎児期より小腸・大腸
上皮の運命は決定されており、腸内環境や間質との相互作用では運命変化はしないと考えた。
IBD特に潰瘍性大腸炎では病変が大腸全域に渡るため、大腸再生医療では培養するべき正常大
腸上皮細胞が確保できないことが危惧される。そのため、大腸機能保持のために小腸細胞を移
植しても無効の可能性が高い。以上より、小腸から大腸への運命転換機構を明らかとすること
で大腸上皮細胞を確保できることから、大腸再生医療への発展につながると考えている。 
 
２．研究の目的 
本研究はヒト大腸上皮幹細胞の運命制御を明らかにすることにより、小腸上皮幹細胞を大腸
上皮幹細胞に転換することで、ヒト小腸上皮から大腸上皮を作成することを目的とする。 
 申請者は以前より炎症性腸疾患（IBD）の臨床・研究に従事している。IBDは慢性・難治性
の炎症疾患であり、小腸・大腸に潰瘍を形成し、下痢・出血など重篤な症状を引き起こす。若
年者に多く、本邦で患者数が急増していることからも根本的な対策が急務の状況である。これ
までは、慢性炎症疾患であることから、免疫制御を中心とした治療・研究が行われてきた。し
かし、免疫を標的とした治療のみでは粘膜が修復せず症状は一時的に改善しても再燃を繰り返
すことから新しい治療法の開発が望まれている。申請者はいち早く粘膜修復を念頭に置いた腸
上皮細胞の機能に着目し、上皮細胞における粘膜免疫制御や腸内細菌防御などの粘膜バリアー
制御機構などを明らかとしてきた。さらに、上皮細胞幹細胞に着目し、世界で初めてマウス大
腸上皮細胞の幹細胞同定、及び幹細胞初代培養を基盤とした大腸オルガノイドの持続的な継代
培養に成功している。大腸オルガノイドをマウス大腸潰瘍に移植すると大腸組織として生着す
るのみならず、潰瘍治癒促進効果を認めたことから、大腸上皮幹細胞移植による再生医療は
IBDの大腸粘膜治癒を目標とした次世代治療として確立できると考えた。移植には大量のヒト
大腸上皮幹細胞の確保が必要だがその供給源としては ES 細胞、iPS 細胞、大腸上皮体性幹細
胞自体が考えられる。現時点ではヒト ES 細胞の使用には倫理的な問題が解決できていない。
iPS細胞は癌化の危険性がいまだ排除できず、また iPS細胞から小腸上皮の樹立は報告されて
いる一方で大腸上皮の樹立は未だ成功していない。以上の状況から体性幹細胞である大腸上皮
幹細胞を培養、増殖することが最善と思われ、さらに他家移植では拒絶反応の可能性もあるた
め自家移植が最も安全で有効な手段であると考えた。正常粘膜からのヒト大腸上皮幹細胞の初
代培養及び大腸オルガノイドの樹立は既に成功しているが、IBD特に潰瘍性大腸炎は全大腸が
病変となるため、正常な大腸上皮幹細胞を採取できない可能性が危惧される。一方潰瘍性大腸
炎では小腸上皮は正常であることが多く、小腸上皮幹細胞は大腸幹細胞と同じ Lgr5 陽性細胞
であることから、小腸上皮幹細胞が大腸上皮の供給源となる可能性に関して探索した。マウス
小腸幹細胞の初代培養及び小腸オルガノイドの継代培養により小腸上皮を増殖させた後、マウ
ス大腸潰瘍に移植した。大腸に生着はしたが、小腸粘膜の状態であり小腸の細胞構成を全て保
持していた。つまり、小腸幹細胞は大腸環境においても小腸幹細胞性質を維持することが判明
した。そこで大腸上皮幹細胞運命制御を明らかとし、小腸幹細胞から大腸幹細胞への人工的な
転換技術を構築することで自家大腸上皮細胞の供給が可能となると着想した。 
 
３．研究の方法 
（1）同一人物の小腸・大腸差異を検討 
小腸内視鏡を用いて、経肛門的に内視鏡を挿入する。小腸・大腸からそれぞれ３個生検を行い、
病理組織、RNA 抽出、初代培養に使用する。 
① 同一人物内視鏡生検検体による小腸・大腸の差異解析 
5 症例の小腸・大腸生検検体から RNA を抽出し、マイクロアレイ解析を行う。同一人物での小
腸・大腸の発現差異を網羅的に検討し、大腸のみ発現している遺伝子群を抽出する。 
② 同一人物オルガノイドによる小腸・大腸の差異解析 
上記の同一人物内視鏡検体から小腸・大腸上皮細胞の初代培養を行い、オルガノイドを樹立す
る。オルガノイドは組織よりもより未分化な状態で維持することから、より幹細胞成分に近い
差異の検出が期待できる。オルガノイドから RNA を抽出し、マイクロアレイを行い同様に小腸
と大腸で発現差異の大きい遺伝子を抽出する。 
③ 同一人物オルガノイドによる小腸・大腸幹細胞差異解析 



上記の小腸・大腸オルガノイドに共通の幹細胞マーカーである Lgr5 プロモーター下に GFP を結
合したレポータープラスミドを導入する。Lgr5 陽性細胞をソーティングにて単離した後に RNA
を抽出し、マイクロアレイ解析を行う。同様に小腸上皮幹細胞と大腸上皮幹細胞で発現差異の
大きい遺伝子を抽出する。 
④ 大腸化へ運命制御する候補遺伝子の決定 
上記①-③の解析により共通する遺伝子群を抽出する。さらに組織の免疫染色により大腸のみに
発現していることを確認し、大腸上皮細胞への運命制御に必須の候補遺伝子群を決定する。 
 
（2）ヒト小腸から大腸化への形質転換評価解析 
① 小腸オルガノイドに大腸化候補遺伝子を導入 
大腸化候補遺伝子群のレンチベクターウイルスを作成し、小腸オルガノイドへ導入する。導入
したオルガノイドの大腸化をマイクロアレイによる解析にて大腸オルガノイドと一致するか検
討を行う。 
② 小化合物スクリーニングによる大腸化検討 
大腸特異的発現遺伝子のプロモーター部位を抽出し GFP と結合したレポータープラスミドを作
成する。ヒト小腸オルガノイドに導入し、発現を可視化することで大腸化の評価を行う。本学
の医療機能分子開発室（ケミカルバイオロジースクリーニングセンター）所有の 1万種類以上
の DMSO 溶解性、低細胞毒性を確認済みの低分子化合物を用いて発現蛍光の強度を確認する。 
③ 大腸化オルガノイドの組織評価解析 
上記①, ②にて小腸の大腸化を確認したオルガノイドに CMV プロモーターGFP プラスミドをレ
ンチウイルスにて導入し、全ての細胞を GFP 蛍光発色させる。免疫不全マウスに大腸潰瘍を形
成させ、大腸化オルガノイドを注腸にて移入し生着させる。生着した組織を固定し病理評価を
行い、ヒト小腸オルガノイドから大腸組織が構築されるかを確認する。 
 
４．研究成果 
（1）同一人物の小腸・大腸差異を検討 
倫理審査委員会に申請し、承認された。小腸内視鏡を用いて、経肛門的に内視鏡を挿入する。
小腸・大腸からそれぞれ３個生検を行い、病理組織、RNA 抽出、初代培養に使用した。 
① 同一人物内視鏡生検検体による小腸・大腸の差異解析 
小腸・大腸生検検体から RNA を抽出し、マイクロアレイ解析を行った。同一人物での小腸・大
腸の発現差異を網羅的に検討し、大腸のみ発現している遺伝子群を抽出した。 
② 同一人物オルガノイドによる小腸・大腸の差異解析 
上記の同一人物内視鏡検体から小腸・大腸上皮細胞の初代培養を行い、オルガノイドを樹立し
た。オルガノイドから RNA を抽出し、マイクロアレイを行い同様に小腸と大腸で発現差異の大
きい遺伝子を抽出した。 
③ 同一人物オルガノイドによる小腸・大腸幹細胞差異解析 
上記の小腸・大腸オルガノイドに共通の幹細胞マーカーである Lgr5 プロモーター下に GFP を結
合したレポータープラスミドを導入する。共焦点蛍光顕微鏡にて Lgr5 陽性細胞の分布を確認し
た。 
④ 大腸化へ運命制御する候補遺伝子の決定 
上記①-③の解析により共通する遺伝子群を抽出した。さらに組織の免疫染色により大腸のみに
発現していることを確認し、大腸上皮細胞への運命制御に必須の候補遺伝子群を決定した。 
 
（2）ヒト小腸から大腸化への形質転換評価解析 
① 小腸オルガノイドに大腸化候補遺伝子を導入 
大腸化候補遺伝子群のレンチベクターウイルスを作成し、ヒト細胞株にて遺伝子、蛋白の発現
を確認した。現在、小腸オルガノイドへ導入し、発現を検討している。 
② 小化合物スクリーニングによる大腸化検討 
大腸特異的発現遺伝子のプロモーター部位を検索し、特異的な転写活性部位を決定した。現在
プロモータープラスミドを作成中である。プラスミド作成後に小化合物スクリーニングを行う。 
③ 大腸化オルガノイドの組織評価解析 
免疫不全マウスに大腸潰瘍を形成させ、大腸オルガノイドを注腸にて移入し生着を確認した。
生着した組織を固定し病理評価を行い、正常腺管であることを確認した。今後、大腸化オルガ
ノイドの移植により組織学的解析を行う予定である。 
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