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研究成果の概要（和文）：ヒト大腸細胞とヒトiPS由来肝臓細胞をそれぞれ樹立した。大腸細胞と肝臓細胞を同
じ培養液中で培養できるか検討している。さまざまな培養条件を検討し、大腸細胞と肝臓細胞の共培養できるこ
とを確認し、相互作用が解析できる系を構築した。また、肝臓細胞、大腸細胞それぞれ疾患モデルを構築してお
り、正常大腸と疾患肝臓や疾患大腸と正常肝臓を共培養することにより、疾患における臓器間の影響を解析でき
る系を樹立している。さらにヒト細胞をマウスに移植することで、疾患ヒト細胞臓器を有するキメラマウスを構
築した。以上より、ヒト疾患における臓器間制御機構の病態理解が進むことが期待されます。

研究成果の概要（英文）：Culture system of human colon cells and human iPS-derived liver cells was 
established respectively. We are examining whether colon cells and liver cells can be cultured in 
the same culture medium. After examining various culture conditions, we confirmed that colon cells 
and liver cells can be co-cultured, and constructed a system in which the interaction can be 
analyzed. We have also constructed disease models for both liver and colon cells, and have 
established a system that can analyze the effects between organs in disease by co-culturing normal 
colon and diseased liver, or diseased colon and normal liver. Furthermore, by transplanting human 
cells into mice, we have constructed chimeric mice with diseased human cell organs. These results 
are expected to advance our understanding of the pathophysiology of inter-organ regulatory 
mechanisms in human diseases.

研究分野： 消化器内科学

キーワード： ヒトオルガノイド　臓器間制御機構　臓器共培養

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト疾患において臓器間制御機構の関与が注目されているが、多くの研究は実験動物を用いたin vivoモデルに
より得られた結果である。ヒト細胞を用いた臓器間制御機構の解析は困難であるが、我々はその擬似モデルとし
て多臓器共培養システムやヒト多臓器保持マウスを構築し、臓器間制御機構を明らかにすることは学術的に意義
が高いと考える。より、ヒトに近い実験系を作成することがヒト疾患の病態解明に有用な手法であり、疾患の全
身的な理解が進むことは社会的にも意義が高い。

※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。



１．研究開始当初の背景 
炎症性腸疾患（IBD）は本邦で患者が急増している難病であり、持続性の腸管炎症及び粘膜障

害により重篤な症状を呈する疾患である。また、若年者に多く、再燃を繰り返す難治性であるこ
とが課題である。そこで、これまで申請者は IBD 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のみならず粘膜障害を伴う腸管上皮細胞機能不全が IBD 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 H22-25 年基盤研究（S）「 独自の培養技術を用いた大腸上
皮細胞機能解析と臨床応用技術開発」においては、独自に大腸上皮細胞の 3次元初代培養法を確
立することにより上皮幹細胞を同定し、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確認した（Nat. Med. 2012）。さらにマウス
腸炎モデルへの上皮細胞移植により腸炎の改善を認めたことから、細胞移植による上皮再生医
療の臨床応用へ十分期待できるものであり、Nature 誌や Science 誌にトピックスとして取り上
げられるなど世界的にも大きな評価を得た。加えて、胎児期の腸管上皮幹細胞は出生直後に大腸
上皮幹細胞へ運命変換する（Cell Stem Cell 2013）一方で、小腸上皮幹細胞は大腸環境にても
小腸を維持する（Genes Dev. 2014）など、腸管上皮幹細胞運命評価という画期的なモデルを構
築して明らかとした。しかしながら、図らずも腸管上皮幹細胞形質は一定ではなく、IBD 再生医
療において細胞移植という物理的な細胞補充のみでは病態を根本からリセットするには不十分
であることが危惧された。 
 そこで、H26-30 年基盤研究（S）「独自の培養系を用いた腸管上皮幹細胞における生体恒常性
維持機構の解明」においては、生体内環境による腸管上皮幹細胞の運命制御機構及び、腸管上皮
幹細胞における生体への影響を主眼として解析を行った。その結果、炎症環境においては腸管上
皮幹細胞動態がダイナミックに変化し、幹細胞内シグナル伝達の変容による若返り現象（Cell 
Stem Cell. 2018）、脱分化による幹細胞供給機構（Stem Cell Reports. 2018）、上皮幹細胞分画
の変化（J Gastroenterol. 2018）を引き起こした結果、不可逆的な上皮細胞形質塑性を獲得す
ることが IBD 病態の本質であること（J Crohns Colitis. 2017）を見出した。また高脂肪負荷マ
ウスにおける腸管上皮幹細胞変容も確認したことからも、生体環境と腸管上皮幹細胞運命・病態
は密接に関与していることが示唆された。つまり、腸管病態をリセットするためには生体環境か
ら腸管上皮幹細胞に影響される制御機構までもリセットする必要があると着想した。そのため
には、生体環境と腸管上皮幹細胞の相互作用機構（臓器間ネットワーク）及び疾患における破綻
機構の解明が必要である。 
 これまでの消化管を含めた臓器間ネットワークの例としては、過敏性腸症候群では脳神経系
と腸管上皮細胞からのセロトニン分泌及び消化管運動と密接に関わるなど脳腸相関が提唱され
ている。また、生活習慣病である高脂血症では肝臓でのコレステロール代謝が原因とされている
が、腸管でのコレステロール輸送も原因であると考えられている。さらに糖尿病では膵臓でのイ
ンスリン分泌不全が原因とされているが、近年は上皮細胞から分泌されるインクレチンが膵臓
でのインスリン分泌を促進する機構が着目されるなど、腸管の消化吸収・分泌機能が生体の代謝
を制御することが示唆されてきた。特に、過敏性腸症候群では消化管におけるセロトニン受容体
拮抗薬、高脂血症では小腸コレステロールトランスポーター阻害薬、糖尿病ではインクレチンを
分解する DPP-4 阻害薬がそれぞれ開発され実臨床で既に使用されるなど、臓器間ネットワーク
機構の解明は病態理解や治療薬開発に大きく貢献している現状である。IBD 臨床においても低ア
ルブミン血症や硬化性胆管炎の合併など腸管と肝胆臓器との相関が示唆されている。肝臓で合
成されるアルブミンの低下は IBD 患者の低栄養・炎症・腸管からの蛋白漏出が原因とされている
が低アルブミン血症は腸管からのアルブミン漏出と関係ない報告もあり、科学的な証明はない。
さらに炎症時には肝臓で CRPを合成するため相対的にアルブミン合成能が低下するが、IBD では
CRPは上昇しないことから IBD でのアルブミン低下は未知の低下機序が示唆される。また、硬化
性胆管炎は胆管上皮細胞から分泌する Stem Cell Factor（SCF）が周囲に脂肪細胞を誘導し胆管
壁の肥厚や狭窄を来すが、胆管上皮細胞が SCF を過剰分泌する機序は不明である。以上より、
IBD における腸管と肝胆臓器の間においてもこれまで明らかにされていない機序で相互作用す
る機構が存在するのではないかと着想した。ただし、臓器間相互作用解析に際しては、臓器同士
は体内で離れた位置に存在するため、臓器間ネットワーク機構は神経系・免疫系・代謝系・ホル
モンなど様々な経路を介在して非常に複雑に制御されていることが推察される。そのため、in 
vivoでの介在経路を含めた詳細な制御機構の解析は困難である。実際、腸内細菌が脂肪肝や NASH
に関与することが示唆されるも、腸管上皮細胞を含めた介在経路の作用機序は全く解明されて
いない。 
 
２．研究の目的 
そこで、介在経路を省略した in vitro でのヒト複合臓器共培養モデルの構築が臓器間相互作

用を模倣するのではないか？と着想した。さらに、本モデルは臓器間の中間経路を介さずに直接
作用を及ぼす機構の描出が可能となる。よって、炎症などの中間経路を介在しない特異的な臓器
相関が存在するのではないか？が本研究における学術的な「問い」を設定した。本研究では申請
者らが独自に構築したヒト腸管・肝胆系モデルを融合させ、臓器間の相互作用・疾患破綻機構を
明らかとすることを目的とする。 



  
３．研究の方法 
本研究では、ヒト由来体外臓器モデルを構築し、各臓器モデルを複合させることにより臓器間

の 1:1 の相互作用を幹細胞・細胞死機構を中心として明らかとするまでを到達目標とする。具体
的には、ヒト小腸・大腸由来の腸管上皮オルガノイドとヒト iPS 細胞由来肝臓・胆管細胞との共
培養系を構築し、それぞれ単独培養と共培養における細胞機能を評価する。さらに、腸内細菌応
答腸管オルガノイドを樹立し、ヒト体外腸内環境モデルを構築することで、腸内環境と肝胆細胞
共培養による臓器間制御機構を明らかとする。細胞機能評価としては、分担者がそれぞれ独自に
構築・発見した腸管・肝胆形質評価、幹細胞評価、細胞死評価を中心として解析を行う。共培養
にて各臓器の機能に単独培養との差異を認めた場合、他方の臓器からの影響であると定義する。
培地から液性因子・exosome を分離し、臓器間を制御する因子を同定する。特定した因子の阻害
剤等により、臓器間制御を動揺できる条件を確立させる。描出された機構の存在を臨床検体及び
ヒトキメラマウスを用いて検証する。 
 詳細には、これまで樹立してきたヒト小腸・大腸オルガノイドの形質評価を基盤として、肝胆
臓器共培養における腸管形質評価を行う。さらに腸内細菌応答ヒト腸オルガノイドを構築し、ヒ
ト体外腸内環境モデルを構築する。臓器間制御因子の in vivo確認として、臨床腸管検体による
解析と共に、ヒト腸管オルガノイドをマウス腸管に移植し、ヒト腸管キメラマウスを作成して評
価する。ヒト iPS 細胞から肝臓・胆管細胞を作成し、腸管オルガノイド共培養時における肝臓・
胆管機能評価を行う。臓器間制御因子の in vivo確認として、臨床肝臓検体による解析と共に、
ヒト肝胆キメラマウス系の構築と評価を行う。さらに上記モデルにおける幹細胞機能評価を行
う。独自に解明した幹細胞内シグナル伝達経路を解析すると共に、幹細胞機能と分化した臓器形
質・機能との関連を明らかとする。臓器間制御因子同定後は制御因子における幹細胞動揺機構を
探索し、幹細胞機能を制御する因子の同定を試みる。また、上記モデルにおけるユビキチン・細
胞死評価を行う。独自に構築したユビキチン修飾部位の同定、ネクロプトーシス評価を駆使し、
共培養における臓器形質との関連を明らかとする。臓器間制御因子同定後は制御因子における
細胞死動揺機構を探索し、細胞死を制御する因子の同定を試みる。 
 
４．研究成果 
（1）ヒトオルガノイドの樹立及び評価系の構築 
 ヒト由来臓器モデルを樹立し、ヒト腸管オルガノイド、iPS 細胞由来肝臓・胆管細胞について
安定して継代培養を行なった。オルガノイドの臓器形質解析・幹細胞評価・細胞死評価を行い、
樹立したオルガノイドの性状を確定している。一方、肝臓については肝臓胆管形質評価を確立し
ており、アルブミン産生・肝臓胆管分化指向性などの分子機構を評価した。また幹細胞評価につ
いては YAP/TAZシグナルによるマウス腸上皮幹細胞動揺機構を FACS で簡便に評価できる系を確
立し、幹細胞可塑性の評価系を構築した。質量分析を駆使することによるユビキチン化タンパク
の網羅的同定・定量法、ユビキチン化修飾部位の網羅的同定法を確立した。ネクロプトーシスと
の関連解析により細胞死機構を評価できる。ヒト腸管オルガノイドのマウス腸管への移植技術
は取得済みであり、ヒト臓器キメラマウス作成技術の確認を行なった。 
（2）腸管オルガノイドと肝臓細胞との共培養系の樹立 
 ヒト大腸オルガノイドとヒト iPS 細胞由来肝臓細胞との共培養を試みた。共培養の際に両者
の細胞が判別可能とするために、ヒト大腸オルガノイドには GFP（蛍光緑）を導入した。また肝
臓細胞には tdTomato（蛍光赤）を導入した。蛍光顕微鏡にてそれぞれ緑と赤の蛍光発色を確認
し、判別可能であった。ヒト大腸オルガノイドとヒト肝臓細胞をマトリゲル内に包埋し、３次元
培養を行なった。各種培養液の条件検討を行い、1週間共培養にて両細胞の生存を確認している。 
さらに長期間の共培養が維持できる条件を検討中である。1週間の共培養系においては、それぞ
れの単独培養と比較して、明らかな細胞増殖や形質に差を認めなかった。 
（3）肝臓疾患モデルの構築 
 正常腸管と正常肝臓との共培養系の発展系として、疾患細胞との共培養による差異解析が臓
器間ネットワーク病態の解明に有用であると考えた。肝臓疾患細胞と正常腸管細胞との共培養
により、腸管細胞へ与える影響を解析するために、肝臓疾患モデルの構築を行なった。肝臓疾患
の一例として、先天性肝線維症の構築を試みた。原因遺伝子である PKHD1 遺伝子を CRSPR/CAS9
システムにて欠損させた iPS 由来肝臓細胞を樹立した。この細胞と患者検体解析では、IL-8 と
connective tissue growth factor (CTGF)が共通して上昇していることを発見し、本細胞は疾
患モデルとして妥当であると確認した。 
（4）腸疾患モデルの構築 
 同様に、腸疾患モデルオルガノイドと正常肝臓細胞との共培養による肝臓への影響を解析可
能であると着想した。腸疾患モデルとしては、潰瘍性大腸炎を選定した。潰瘍性大腸炎は単一遺
伝子疾患ではないため、疾患モデル作成のため慢性炎症環境の模倣を試みた。ヒト大腸オルガノ
イドでの炎症応答レセプターの発現を確認し、それに対応する炎症刺激物質を選定した。主に炎
症性サイトカイン及び腸内細菌菌体成分であり、それらを混合した炎症刺激条件を決定した。疾
患の罹病期間を再現するため、炎症刺激培養期間も年単位とし、60 週間ヒト大腸オルガノイド
を炎症刺激培養した。炎症刺激オルガノイドの網羅的遺伝子発現解析により、潰瘍性大腸炎患者
と類似の遺伝子プロファイルであることを確認した。 



（5）ヒト疾患モデルキメラマウスの構築 
 ヒト大腸オルガノイドを免疫不全マウスの大腸に移植を行い、正常構造のヒト腺管が生着し
ていることを確認した。上記（4）にて構築した潰瘍性大腸炎モデルオルガノイドをマウス大腸
に移植すると、腺管のねじれ、杯細胞の減少など潰瘍性大腸炎と同様の組織であることを確認し
た。以上より、ヒト細胞による疾患キメラマウスを構築した。 
 今後の予定としては、肝臓と腸管の共培養系の長期化を行うと共に、ヒト腸疾患キメラマウス
にヒト肝臓を移植したヒト腸疾患、ヒト肝臓キメラマウスの構築を試みる。当初予定した計画は
概ね遂行しており、最終目標に向けての研究基盤は全て構築したことから、将来的に全て遂行な
能な状況であると評価している。 
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