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研究成果の概要（和文）：食品、医薬品の安全性評価でin vitro細胞評価系に利用される細胞で特に、腸細胞の
誘導法について、分化条件の検討を行った。ヒト腸細胞で報告のある内胚葉分化誘導法をマウスES細胞で検証し
たところ、誘導群において一部の内胚葉マーカーが発現している細胞の割合が少なかった。ヒトとマウスでは種
差があるため、同様の方法では誘導が難しいことが示唆された。また、M細胞を効率的に誘導する方法につい
て、マウスオルガノイドを用いて検討したところ、RANKLに加え、TLR３刺激を行うことで、よりM細胞のマーカ
ーが発現増加したことから、TLRがM細胞分化に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the differentiation conditions of intestinal cells, which 
are used for in vitro cell evaluation systems in the safety assessment of food and pharmaceutical 
products, in particular, the induction method of intestinal cells. The differentiation induction 
method using ActivinA and CHIR99021, a GSK3β inhibitor that has been reported in human intestinal 
cells, was tested in mouse ES cells. SOXA2-expressing cells were less abundant in the induced group.
 This suggests that it is difficult to induce endoderm using the same method in humans and mice 
because of the species difference between the two species. In addition, we investigated how to 
efficiently induce M cells using mouse organoids and found that TLR3 stimulation, in addition to 
RANKL, resulted in the expression of more M cell markers.

研究分野： 生化学

キーワード： 腸オルガノイド　ES細胞　RANKL　M細胞　TLR3
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は食品等の安全性評価基盤を構築するための基礎研究であり、動物を用いない評価系として標準化を行う
ことを目的としている。本研究で検討を行ったが、ヒト細胞の系をマウス細胞に応用するにはさらなる検討が必
要であった。また、腸細胞の中ではマイナーなため機能が未知な部分の多いM細胞は抗原取り込み等を行い腸内
免疫に関与することが知られているが、今回、分化にTLR刺激が関与していることが示唆されたため、今後ウイ
ルスなどの異物とＭ細胞分化に関する研究が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年、食品および医薬品の安全性評価の際に、動物実験代替法またはヒトでの評価法として、

幹細胞より分化誘導した器官を用いた試験法が注目されている。しかし、異なる幹細胞株、未
分化維持手法、および分化誘導法によって樹立された細胞および器官がそれぞれ同等かどうか
はまだ検証の余地が大いにあり、分化誘導法の標準化には至るまでに大きな課題が残されてい
る。 
また、食品安全性を研究するにあたり重要な観点の一つに、アレルゲン性が挙げられるが、

食物抗原摂取からアレルギー発症までの分子メカニズムについて未知な部分が多い。 
 

２．研究の目的 
 本研究では、食品の安全性研究の観点から腸を標的とし、in vitro で汎用される標準的な幹細
胞株とそれを用いて分化誘導する内胚葉、腸細胞そして腸オルガノイドの遺伝子発現プロファ
イリングを行い、その発現の変動を解析することで、実際のヒトの器官を模する技術の基礎的
データを収集することを目的とする。 
 また、アレルギー発症メカニズムを解析する評価系を検討する。腸管パイエル板に存在する
Microfold（M）細胞は腸内の細菌や消化食物の取り込みなどを介して腸内環境を監視している
と考えられるが、腸組織での細胞数が少ないことから解析が十分に進んでおらず完全な理解は
得られていない。そこで、アレルギー発症に関与する可能性のある M 細胞の分化誘導条件の検
討を行い、M 細胞を解析するための基礎的な研究を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞 
マウス胚性幹（mES）細胞株 EB5、マウス多能性幹（miPS）細胞株（iPS-MEF-Ng-20D-17）

及び C57BL/6 マウス由来腸管オルガノイド（STEM CELL Technologies 社）を用いた。mES 細
胞は ES 用未分化培地（GMEM、10％FBS、0.1mM NEAA、1 mM ピルビン酸 Na、1000U/ml LIF、
0.1 mM 2-ME）を用いて２日に一度の培地交換で維持された。miPS 細胞はフィーダーとしてマ
ウス線維芽細胞と共に iPS 用未分化培地（DMEM, 15%FBS, 0.1mM NEAA, 1000U/ml LIF, 0.1mM 
2-ME）を用いて２日に一度の培地交換で維持された。後にフィーダーフリーのために、GS2-M
培地（Takara Bio 社）で馴化された。マウス腸管オルガノイドはマトリゲル中で三次元培養を
行い、IntestiCult™ Organoid Growth Medium (Mouse)（STEM CELL Technologies 社）を用いて２
日に一度の培地交換で維持された。 

 
（２）実験方法 
・内胚葉分化誘導 
既報(1,2)を参考に、mES細胞を8ウェルチャンバースライドにて培養し、ActivinA、GSK3β inhibitor
である CHIR99021,ROCK 阻害剤 Y27632 を用いた内胚葉分化を行った。分化誘導三日目に、内
胚葉マーカーSOX17 及び FOXA2、未分化マーカーOCT4 の発現を免疫染色で確認した。 
 
・M 細胞分化誘導検討 
 M 細胞を誘導するために、マウス腸由来細胞をマトリゲルで三次元培養を行い、Receptor 
activator of NF-κB ligand（RANKL）を 200 μg/ml の濃度で培地に添加し、３日間誘導した。さら
に、追加で Lipopolysaccharide（LPS）（0.1-10 μg/ml）または Poly（I:C）（0.1-10 μg/ml）を添加
した際のM細胞分化効率への影響を調べた。細胞はGentle Cell Dissociation Reagent（STEM CELL 
Technologies 社）を用いてマトリゲルを溶解し、回収した。M 細胞は既報（Cell Rep, 29, 2823-2834, 
2019）を参考に Glycoprotein 2（Gp2）（成熟 M 細胞マーカー）, SpiB（初期 M 細胞マーカー、
M 細胞分化のマスター制御因子）(3)、Marcksl1（未成熟 M 細胞マーカー）、Ccl9（未成熟 M 細
胞マーカー）、Anxa5（未成熟 M 細胞マーカー）、Tnfaip2（未成熟・成熟両 M 細胞に発現）、Sox8
（M 細胞分化に必須な転写因）（4）、Ccl20（RANKL 刺激で濾胞関連上皮に発現）、Tnfsf11（RANKL
の遺伝子）、S100a4（M 細胞の成熟に必須なタンパク質）(5)の発現を指標にリアルタイム PCR
等で評価した。遺伝子発現量は内在性コントロールとして hypoxanthine phosphoribosyltransferase
遺伝子（Hprt）を用いて標準化を行った。相対発現量は ΔΔCt 法で算出した。 
 
４．研究成果 
（１）マウス細胞の内胚葉分化誘導 
ヒトにおいて内胚葉分化が確認されている方法を参考に、ActivinA、GSK3β inhibitor である

CHIR99021, ROCK 阻害剤 Y27632 を用いた誘導を行ったところ、内胚葉分化マーカーSOX17
は多くの細胞で発現が確認されたが、FOXA2 を発現した細胞の数は少数であった。また、分化
誘導３日後も未分化マーカーOCT4 の発現が確認された。ヒト iPS 細胞では SOX17 および
FAXA2 の両方が発現して胚胎内胚葉へ分化が進むようであるが、マウス ES 細胞では分化過程
で同様なマーカー発現パターンにならないことが示唆された。mES 細胞（ナイーブ型）は LIF



を用いて未分化を維持可能であるが、hES 細胞は一般的に発生段階の少し進んだプライム型で、
厳密には未分化状態が異なる。よって、ヒトで有効であった方法のマウスへの適用は、さらに
検討が必要と考えられた。 
 本研究では、マウス幹細胞株を用いて腸オルガノイドの基礎的データ収集を目指したが、分
化条件や維持培地、細胞の種類の多様化、細胞の状態の再現性、種差の影響の大きさから、当
初想定していた以上に、分化誘導法の標準化が困難であった。 
 
（２）M 細胞誘導法の検討 
 M 細胞の誘導方法は RANKL で誘導する方法が知られている（6,7）。RANKL の他に、TNF-α（8，

9）、S100A4（5）、Retinoic Acid and Lymphotoxin（10）、コレラ毒素（11）なども M 細胞分化を促進す
ることが報告されている。しかし、詳細なメカニズムまでは明らかになっておらず、不明な点
は多い。M 細胞は抗原取り込み関与する細胞であることから、本研究ではパターン認識受容体
の一種 Toll-like receptor(TLR)に着目し、M 細胞分化の影響を調べた。 

RANKL 添加では、M 細胞関連遺伝子 Gp2、SpiB、Marcksl1、Tnfaip2、Sox8、Ccl9、Ccl20、
Anxa5、S100a4 の発現増加が確認された。一方で、Tnfsf11 の発現増加は認められなかった。
RANKL に加え、TLR4 を想定した LPS 刺激を行ったところ、10 μg/ml の濃度においても RANKL
のみ添加時と各遺伝子発現量は変わらなかった。一方で、RANKL に加え、TLR3 を想定した
Poly（I：C）刺激を行ったところ、最も高濃度である 10 μg/ml の濃度において、各マーカーの
発現の増加が認められた。RANKL のみ添加時と比較した場合、その増加率は Gp2：4 倍、SpiB：
2 倍、Marcksl1：1.5 倍、Tnfaip2：4 倍、Sox8：2 倍、Ccl9：2 倍、Ccl20：1.5 倍、Anxa5：2 倍、
S100a4：2.5 倍であった。Tnfsf11 の発現に変化は確認されなった。 
 過去に微生物を取り込ませた場合に M 細胞誘導が促進されるという報告がある（12）。また、
RANKL に加え TNF-α を添加した場合に、M 細胞マーカー発現量が増加したという報告がある
（8, 9）。RANKL は RANK を刺激し、Noncanonical NF-κB 経路を通じて RelB/p52、Sox8、および
Gp2 の発現を誘導すると考えられている。TNF-α は Canonical な NF-κB 経路を通じて、RelB を
活性化すると考えられている。TLR の刺激も Canonical な NF-κB 経路を通じることが知られて
いること、および TNF-α 同様 Poly（I：C）のみの刺激では M 細胞関連遺伝子発現増加が確認
できなかったことから、今回の Poly（I：C）による刺激も TNF-α の場合と同様なメカニズムで
活性化しているとも考えられる。または Poly（I：C）刺激による腸オルガノイド内の TNF-α 産
生増加が起因している可能性もある。二本鎖 RNA である Poly（I：C）で TNF-α 添加と同様な
現象が確認された一方で、リポ多糖である LPS による刺激では M 細胞関連遺伝子の発現上昇
が認められなかったことから、ウイルス等の外因性の核酸認識が特に腸管における M 細胞の分
化に関わっている可能性が示唆された。本研究では、詳しいメカニズムまでは明らかにできな
かったため、今後詳細な解析を行う予定である。また、その他のパターン認識受容体のリガン
ドによる刺激等での、M 細胞分化に関する検証も今後の課題である。 
今回の実験系では細胞数が少なく、フローサイトメーターによる解析は十分に行えなかった

が、M 細胞（細胞表面に GP2 を発現する細胞）割合が増加するかを明らかにするために、今後
実験系を検討する必要がある。TNF-α の場合は、顕微下で細胞の割合の有意な増加は認められ
ず、発現する M 細胞関連遺伝子の有意な増加のみが確認されている。M 細胞分化のメカニズ
ムは近年の研究で徐々に解明されつつあるが、その M 細胞の分化割合を増やす誘導条件の探索
は進んでおらず、今後の課題である。腸管における抗原取り込みから、アレルギー発症メカニ
ズムを解析するためにはまだ多くの解決すべき課題が残されている。 
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