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研究成果の概要（和文）：大腸上皮は優れた再生能力を有しており，通常は炎症などの障害を受けたとしても，
Lgr5+幹細胞を始め，休止期幹細胞の再活性化や分化細胞の脱分化などの様々なイベントを開始させることで上
皮再生を促す．しかし，炎症性腸疾患の患者の腸管上皮ではこの修復機能が阻害されているが，その実体は未だ
不明である．我々は，障害によって破壊された幹細胞微小環境の再生過程を遺伝子改変マウスとオルガノイドの
両システムを用いて，腸管上皮幹細胞のニッチ細胞が再生起点細胞であることを見出した．本研究成果により，
炎症障害を受けた大腸上皮細胞における再生起点細胞の同定は，炎症性腸疾患の新規治療標的細胞になることが
期待される．

研究成果の概要（英文）：The colonic epithelium has the excellent regenerative capacity. Even though 
it is usually damaged by inflammation, it initiates various events such as reactivation of Lgr5+stem
 cells, quiescent stem cells, and plasticity that promote epithelial regeneration. This repair 
function is impaired in the intestinal epithelium of patients with inflammatory bowel disease, but 
the nature of this impairment remains unclear. Using both genetically modified mouse model and 
organoid systems, we found that epithelial niche cells of intestine are the starting cells for 
regenerating microenvironment disrupted by injury. Those results will identify the regenerative 
origin cells in inflammation impaired colonic epithelial cells, which are expected to become novel 
therapeutic target cells for inflammatory bowel disease. 

研究分野：幹細胞学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
炎症性腸疾患は難治性疾患の一つであり，一旦寛解しても完治せずに再燃する罹病期間が長期になることが知ら
れている．これまでも治療薬としてステロイドや免疫調節薬などあるが，その全てが効果があるわけでは無い．
そこで本研究では炎症障害を受けた腸管上皮細胞の再生メカニズムの分子基盤を明らかにすることで，新しい治
療法の開発を目指してきた．本課題研究では，炎症によってダメージを受けた腸管上皮幹細胞の微小環境が再生
過程の起点になることを新たに見出した．今後は，この幹細胞微小環境を標的とした粘膜再生治療が炎症性腸疾
患の画期的な治療法になることが期待される．

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

 

潰瘍大腸炎 (Ulcerative colitis : UC) は日本国内でも患者数が年々増加傾向にあり，早急

な対応が求められている疾患の 1 つである．UC 患者の粘膜上皮は慢性的に炎症障害を受けてお

り，そこからの再生が不十分であるため，粘膜バリアーとしての機能が発揮できず，持続した粘

膜免疫制御異常を誘発すると考えられている．近年の臨床研究により，上皮再生の指標である粘

膜治癒が患者再燃のリスクと大きく相関していることが分かり，腸管上皮の再生コントロール

は本疾患において極めて重要な因子であることが認知されるようになった．また，成体腸管上皮

の幹細胞が同定されたことから，腸管上皮の恒常性維持機構の理解が一気に深まり，腸管上皮幹

細胞やニッチ細胞など幹細胞微小環境を標的とした粘膜再生治療が，UC の新しい治療法として

大きな注目が集められている． 

通常の腸管上皮細胞は，腸管陰窩基底部に存在する Lgr5 陽性(+)幹細胞による永続的な上皮

細胞の供給によって恒常性が保たれている．そのため，慢性炎症による粘膜再生障害は，Lgr5+

幹細胞の機能異常に起因している可能性が考えられる．実際に，炎症後の再生過程において

Lgr5+幹細胞は再活性化することが知られているが，“この炎症障害を受けた幹細胞は，正常な幹

細胞に比べ細胞分裂の速度が低下する”ことも明らかにされた．したがって，この腸管幹細胞の

増殖能の低下が粘膜上皮の再生の不十分性の原因となり，ＵＣ発症につながると予測されるが，

具体的な『炎症障害を受けた腸管幹細胞の分裂速度が低下する理由』や『疾患発症との関連性を

説明するための分子メカニズム』については依然不明なままである． 

 
 
２．研究の目的 
 

本課題研究は，遺伝子改変マウスやオルガノイド培養技術を利用して UC の新規治療標的細胞

の同定を目指すことを目的としている．粘膜上皮は腸管陰窩底部に存在する Lgr5+腸管上皮幹細

胞によって永続的に供給されている．UC 患者における腸管上皮幹細胞は，慢性炎症により障害

を受けているため，再生過程が不十分になり発症すると考えられているが，その詳細は未だ不明

である．そこで我々の研究グループは，腸管上皮幹細胞やその微小環境（ニッチ）を人為的に操

作可能な遺伝子改変マウスや，ヒト UC 患者由来の腸管オルガノイドを組み合わせながら，従来

の基礎研究とは一線を画す疾患生物学を推進する．その中で本研究課題では粘膜上皮細胞の恒

常性維持に重要な機能を果たすニッチ細胞に着目し，粘膜再生過程における幹細胞ニッチシグ

ナルの分子基盤を解明することで UC の新規治療法の開発を目指す． 

 
 
３．研究の方法 
  
本研究は上記の学術的背景を基に，腸管上皮幹細胞ニッチの異常が UC 発症の原因となる科学的
検証を行い，研究期間内に達成を見込む以下の 3つの課題を基に，新規治療法開発に向けた基盤
研究の確立を戦略的に目指した． 
 
(1) 炎症による幹細胞微小環境障害と UC病態の関連性の検証 
本研究では，既にマウス実験系において UCモデルとして確立されているデキストラン硫酸ナ

トリウム(DSS)誘導性腸炎モデルを選択した．これまでの研究の多くは，炎症障害を受けた直後
の腸管上皮を観察するものであり，再生途中過程の上皮組織の動態についてはブラックボック
スなままであった．そこで，我々は DSSで誘導された腸炎マウスの回復期における腸管上皮の形
態や構成する腸管上皮細胞マーカー（幹細胞，ニッチ細胞，杯細胞）遺伝子の発現を免疫化学染
色法や in situ hybridization法を用いて観察した． 

 
(2) 炎症障害をうけた幹細胞微小環境の再生に重要な分子基盤の理解 
腸管上皮細胞の再生過程における腸管上皮幹細胞の機能を解析するために，腸管上皮幹細胞
（Lgr5-DTR），またはニッチ細胞(Reg4-DTR)を時期特異的に除去できる遺伝子改変マウスを用い
て(1)と同様のマウス大腸上皮細胞障害試験を行った．再生過程の様々な時期において幹細胞や
ニッチ細胞を取り除くことで，炎症障害から上皮組織を回復させるために必要な細胞，またはそ
の機能の理解を図った．また再生過程の腸管上皮を回収し，RNA-seqを実施することで再生過程



における上皮細胞の遺伝子発現変動を時系列的に検証，評価した． 
 
(3) ヒト疾患オルガノイド培養を用いた機能性低分子化合物のスクリーニング 
炎症障害を受けた大腸上皮の再生過程における幹細胞，ならびにニッチ細胞の機能を詳細に
観察するために，本研究では ex vivoモデルであるオルガノイドを用いた．マウス大腸から大腸
上皮オルガノイドを樹立し，疑似腸炎モデルを作成することで，シャーレ上での炎症障害からの
回復過程の遺伝子発現パターンなどを詳細に確認した．また，これまでの古典的なヒト大腸オル
ガノイド培地の適正化を図ることで，ヒト UC 患者からのオルガノイド樹立法の確立を試みた．
樹立された UC 患者オルガノイドを利用して，腸炎病態と密接な関係のある分泌型 IgAの腸管粘
膜バリア輸送活性を ELISA法により検証した． 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 我々の研究室では，マウスに 2%DSS を含む水を 5 日間与えることで大腸炎を誘発させ，そ
の後通常水に変更し通常飼育を続けた．通常水に変更後，0，3，5，7，14日後の大腸組織を回収
し，組織学的解析をおこなった．その結果，回復期 5 日後までは幹細胞微小環境が乱れており，
7日後から再構築される様子が観察された．回復期 5 日後までは腸管上皮構造が異常になってい
ることが確認されたが，回復期 7日後あたりから，炎症障害を受けていない（腸管陰窩構造が正
常状態）部分から正常上皮細胞が供給されている様子が見られた．以上のように．我々はこれら
DSS誘導性腸管炎症モデルにおける腸管上皮が回復する過程において，腸管幹細胞やニッチ細胞
の発現動態の変動パターンを in vivo で観察することに成功した．また，本条件においては，
DSS 含有飲水を終了してから 5日間におけるマウス大腸上皮は大腸炎の活動期にあたり，その後
寛解期に入ることが分かった．また，本モデルにおいては最長 30日間の追跡実験をおこなった
が，腸炎が再燃することは見られなかった． 
 
(2) 次に，炎症障害を受けた腸管上皮細胞の回復過程における幹細胞の役割を調べる為に，ジフ
テリア毒素依存的に腸管幹細胞を特
異的に除去できる Lgr5-DTR マウス
を用いて，同様の DSS誘導性の大腸
炎誘導，ならびに回復試験を実施し
た．この回復過程において，DSS 含
有水から通常水に切り替えてから 3
〜7 日後（寛解導入期）までの間ジ
フテリア毒素を 2日ごと注射し，さ
らに 14 日後の安定期において大腸
組織を回収した．この寛解導入時期
特異的に Lgr5+幹細胞を除去する
と，大腸上皮のその後の回復が極端
に遅延することが明らかになった．
この結果は，既報とは異なる結果で
あったが，我々は DSSによる大腸炎
誘導時期から解析までの時期を詳細
に調べることで，他のグループとの
差異を見出すことに成功した(図 1)．     図 1：Lgr5DTR マウスを用いた DSS腸炎実験 
 
さらに，炎症障害を受けた腸管上皮再生には Lgr5＋幹細胞が重要であるという我々の作業仮

説をより強固にするために，ジフテリア毒素依存的に幹細胞ニッチ細胞を除去できる Reg4-DTR
マウスを用いて同様の試験を行った．その結果，Lgr5-DTR マウス同様に，DSS 含有水から通常水
に交換してから 3〜7日後までの間，ジフテリア毒素を注射したマウス大腸では顕著に再生過程
の遅延が観察された．以上の結果から，DSSによって誘発されたマウス大腸炎モデルにおける腸
管上皮再生過程においては，Lgr5+幹細胞が起点となることが示唆された． 
 我々は，炎症障害を受けたマウス大腸上皮の再生時に活性化，または抑制されるシグナル伝達
系について網羅的に調べる為に，再生過程の様々なタイムポイントにおいて腸管上皮を回収し，
RNA-seq解析を実施した．その結果，炎症誘導期，活動期，寛解期のそれぞれにおいて顕著に活
性化が見られるシグナル伝達系の炙り出しに成功した．これら異常な活性化が観察されたシグ
ナル伝達系と腸管上皮再生過程の関係性を調べるために，シグナル伝達系の主要な構成因子の
ノックアウトマウスを導入した． 
 
（3）これまでのマウス in vivo試験において観察された，炎症障害とそこからの再生過程にお
ける幹細胞ダイナミクス，ならびにその幹細胞の恒常性を制御するシグナル伝達系の分子基盤
を明らかにするために，野生型，Lgr5-DTR，Reg4-DTR マウスのそれぞれから大腸オルガノイド
を樹立した．まず，オルガノイドを利用した ex vivoシステム上で，疑似大腸炎誘導モデルを構



築することにした．適切な濃度の二種類のサイトカイン
をオルガノイド培地に添加し，この条件下で 48 時間培
養すると，オルガノイドは死滅せず，しかし炎症マーカ
ー遺伝子の発現が顕著に誘導されることが分かった．こ
の時点で，通常のオルガノイド培地に変更し，再度培養
を続けると，活性化が観察された炎症マーカー遺伝子群
の発現が徐々に低下していくことが分かった．このよう
に，我々はオルガノイドを利用し，シャーレ上において
も大腸炎を再現するモデル培養系の構築に成功した．こ
のオルガノイドにおける大腸炎モデル実験系を利用し
て，Lgr5+幹細胞，または Reg4+ニッチ細胞を除去する
と，炎症障害をうけたオルガノイドの再増殖は抑制され
ることが明らかになった（図 2）．さらに，炎症誘導期か
ら再生過程における様々なタイムポイントにおける遺
伝子発現変動を詳細に調べた．その結果，時系列に沿っ
て観察される特定のシグナル伝達系は，in vivo で観察
されたシグナル伝達敬と一致していた． 
 
 また，研究協力者の佐藤俊朗先生（慶應大オルガノイド医学）らは，UC 患者の検体からオル
ガノイドを樹立することに成功した (Nanki et al. Nature 2019)．UC 患者由来オルガノイド
は，慢性炎症などの腸内環境変化に適応するために，IL-17 シグナル経路に関連した遺伝子変異
を獲得するだけではなく，腸内細菌を制御する分泌型 IgA抗体を輸送するために必須な PIGR 遺
伝子にも変異が蓄積していることが分かった．そこで私は，この UC 患者由来オルガノイドと対
照群として正常な大腸上皮オルガノイドを利用して，分泌型 IgA の輸送機構の評価系を作成し
た．通常，オルガノイド培養は細胞外基質を豊富に含んでいるハイドロゲル中で培養するため三
次元構造体を作成します．しかし，私はボイデンチャンバーを利用した腸管オルガノイドの二次
元培養法を開発した．ボイデンチャンバーを利用していることから，腸管上皮基底膜側（チャン
バーの下層）に分泌型の IgA を添加しておくと，腸管上皮の頂端側（チャンバーの上層）から
IgAが検出（ELISA kit使用）することができた．このオルガノイド二次元培養法は，今後腸内
細菌を標的とした新規 UC 患者の治療法を開発する上での非臨床試験プラットフォームとして活
用されることが期待される． 
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