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研究成果の概要（和文）：マウス近位大腸の分泌型細胞（杯細胞）で高発現する遺伝子群として37遺伝子を同定
した。直腸の分泌型細胞（杯細胞）で高発現する遺伝子群としては同様にRegファミリー遺伝子等を含む70遺伝
子を同定した。さらに同遺伝子発現データのGSEA解析では静止期(Quiescent期)を特徴づける遺伝子群の発現が
高いことが示された。またヒト上行結腸由来オルガノイド及びヒト直腸由来オルガノイドについて、それぞれマ
イクロアレイ法による網羅的遺伝子発現解析を行い、特異的遺伝子群の抽出を試みた結果、ヒト直腸由来オルガ
ノイドで高発現を認める43遺伝子及びヒト上行結腸由来オルガノイドで高発現を認める47遺伝子を同定した。

研究成果の概要（英文）：We successfully identified 37 highly expressed genes in the mice's proximal 
colon secretory cells (goblet cells). Also, 70 genes were identified as highly expressed genes in 
the mice's distal colon secretory cells (goblet cells), including Reg family genes. GSEA analysis of
 the gene expression profile indicated high expression of the quiescent stage genes in candidate 
label-retaining goblet cells. We also performed a microarray analysis of human organoids derived 
from the ascending colon or the rectum. From those data, we identified 43 genes preferentially 
expressed in the rectum-derived organoids and 47 expressed in the ascending colon-derived organoids.

研究分野：消化器内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マウス近位大腸杯細胞を単離・同定するための複数の分子マーカー及び候補遺伝子群及びヒト近位大腸上皮に一
定の発現特異性を有する遺伝子群の同定に成功しており、大腸近位に存在する杯細胞が如何なる特性・機能を有
し制御・誘導され、大腸粘膜の恒常性に貢献しているのかを解明するための基盤となる知見が獲得された。ま
た、同杯細胞に特異的な機能等を活用し異なる大腸区域に由来する「自家腸上皮オルガノイド」を移植治療に利
用しながら、「大腸粘膜の区域特性変換」による炎症粘膜再生治療を開発するための基盤となる知見も併せて獲
得された。

※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 
我が国に於いて炎症性腸疾患(潰瘍性大腸炎・クローン病)の患者数は増加の一途であり、これに
伴い生物学的製剤を含む既存治療に抵抗性の「難治」症例も増加しており、これら症例の長期寛
解が得られる新規治療の開発は急務である。同疾患の治療において、活動性炎症により傷害され
た粘膜の構造的・機能的再生を指す「粘膜治癒」を達成することは当該患者の長期的治療が成功
する為の必須条件であるが、例えば潰瘍性大腸炎患者の遠位大腸に残存する治療抵抗性潰瘍に
対し、積極的に組織再生を誘導可能な治療法は未だ存在しない。研究代表者らは上記問題を解決
する為、患者自身の非罹患・非活動性大腸区域に内在する幹細胞を「自家腸上皮オルガノイド」
として体外で培養・増幅し、これを異なる大腸区域の治療抵抗性潰瘍に移植することで粘膜組織
の機能的修復と「粘膜治癒」達成を促進する新規「オルガノイド医療」の開発に取り組んできた
(Nat Med, 2012; Exp Opin Biol Ther, 2016)。しかしながら異なる大腸区域に由来する「自家腸
上皮オルガノイド」を移植治療に利用することの臨床的な妥当性・有用性については、これまで
基盤となる知見が得られて来なかった。研究代表者らは上記「オルガノイド医療」開発のため
200 例以上の患者由来腸上皮オルガノイドの培養を実施した中で、「患者近位大腸には組織再生
能力の高い未知の上皮細胞分画が存在する」可能性について追求・検証を行ってきた。潰瘍性大
腸炎の発症・進展に際しては「杯細胞の消失」等の杯細胞を主座とする病的変化が特徴的であり、
粘液産生等の同細胞機能の破綻が大腸炎発症に直結する事等から、特に大腸区域依存的な杯細
胞(機能)の不均一性に焦点を充てた解析を実施してきた。上記研究にあたり、研究代表者らは
Atoh1 遺伝子依存的に任意のタイミングで大腸杯細胞を蛍光標識し系譜追跡可能なマウスを樹
立し(Atoh1+-tdTomatoマウス；Stem Cell Reports, 2017)、解析を実施した。同マウスより独自
に得た杯細胞に関する知見から、研究代表者らは近位大腸上皮には独自の細胞傷害抵抗性・迅速
な組織再生能・一体となった上皮機能を担保する機構が備わっており、「潰瘍性大腸炎が直腸か
ら近位大腸方向に連続的に進展・波及する」という分布様式を規定しているという仮説を立てて
いる。そこで本研究では上記仮説を検証するため、大腸近位に存在する杯細胞が如何なる特性・
機能を有し制御・誘導され、大腸粘膜の恒常性に貢献しているのかを明らかとするため、計画を
立案した。 
 
２．研究の目的 
本研究ではウス近位大腸に局在する杯細胞を特徴付ける遺伝子マーカーの同定、幹細胞への脱
分化制御機構の解明を行い、更に in vitroでの分化誘導制御法の開発や生体モデルにおける組織
再生機能を明らかにすることを目的とする。また遠位大腸の組織置換等による大腸炎に対する
疾患抵抗性・高組織再生能獲得の有無についても追求を行うことを計画した。本研究は研究代表
者らが潰瘍性大腸炎等の難治性炎症性腸疾患に対し、「腸上皮オルガノイド」を利用し「粘膜治
癒」を促進し得る新規治療の開発を進める中で、独自に見出した杯細胞に関する知見に基づき大
腸粘膜の区域的不均一性を示そうとする極めてユニークな試みである。また本研究を遂行する
ことにより、研究代表者らが本来進めている新規「オルガノイド医療」の開発に際し、異なる大
腸区域に由来する「自家腸上皮オルガノイド」を移植治療に利用することの前臨床的な妥当性・
有用性についての知見(Proof of concept)を獲得・検証することも可能となり、世界に先駆けて炎
症性腸疾患に対する腸上皮オルガノイド移植を実施し、さらなる開発・普及を図る上でも重要な
意義と発展性を備えた研究計画である。実際、研究代表者らは潰瘍性大腸炎患者の上行結腸より
採取した内視鏡生検組織から臨床グレードの「自家腸上皮オルガノイド」を安定して培養・増殖
し出荷する技術等を整備済みであり、本研究で得られた知見・技術を細胞移植治療に直結・反映
させることが容易に可能な状況にある。本研究が最終的に目指す「大腸粘膜の区域特性変換」に
よる新治療戦略は、炎症性腸疾患の新たな病態理解と治療開発における画期的な新領域を開拓
するものである。 
 
３．研究の方法 
本研究はマウス杯細胞特異的遺伝子の探索・同定、ヒト近位大腸に局在する杯細胞の特殊性の同
定等を主な課題に挙げ、研究計画を遂行した。このため、Atoh1+-tdTomato マウスの杯細胞をｔ
ｄTomato にて標識を行った後、tdTomato+細胞を Sorting により回収しマイクロアレイ解析を行
った。また免疫組織学的解析により、近位大腸・直腸における Atoh1 陽性細胞の Ki67 発現や BrdU
標識効率等を比較した。また、ヒト上行結腸由来オルガノイド及びヒト直腸由来オルガノイドに
ついて、それぞれマイクロアレイ法による網羅的遺伝子発現解析を行い、部位特異的な遺伝子発
現について解析を実施した。さらにヒト近位大腸上皮に一定の発現特異性を有する遺伝子群に
ついて組織やオルガノイドを用いた免疫組織学的解析等を通じ杯細胞における発現差異の有無
等の検討を行った。 
 
４．研究成果 
計画に従い研究を実施した結果、以下の様な成果を得ている。 



1)近位大腸における分泌型細胞（杯細胞）の遺伝子発現における特徴を描出するため、
Atoh1+/tdTomato レポーターマウスを用い tdTomato+細胞を Sorting により回収しマイクロアレ
イ解析を行った。この結果、近位大腸の分泌型細胞（杯細胞）で高発現する遺伝子群 (近位/直
腸の発現比が 8 倍以上)として Reg ファミリー遺伝子等を含む 37 遺伝子を同定した。一方、直
腸の分泌型細胞（杯細胞）で高発現する遺伝子群 (直腸/近位の発現比が 8 倍以上)としては同
様に Reg ファミリー遺伝子等を含む 70 遺伝子を同定した。2)さらに同遺伝子発現データの GSEA
解析では静止期(Quiescent 期)を特徴づける遺伝子群の発現が高いことが示された。実際、免疫
組織学的解析により、近位大腸における Atoh1 陽性細胞は、直腸と比較して Ki67 陽性細胞及び
BrdU 陽性細胞が有意に少ないことが示された。3)更に近位大腸に見られる Label-retaining 型
杯細胞の一部は c-Kit 陽性細胞である可能性も示された。以上の結果より、マウス近位大腸の
Label-retaining 型杯細胞を特徴づける複数の遺伝子発現パターンや特性が明らかとなった。一
方、大腸より単離した Label-retaining 型杯細胞を含む細胞群を用いた移植系を確立するため、
シングルセルを用いた際の適切な培養条件を検討したところ、Wnt シグナル経路の活性化を強化
する CHIR99021 の添加等で培養効率の改善が得られること等が確認された。4)近位大腸におけ
る分泌型細胞（杯細胞）の遺伝子発現における特徴を描出するため、ヒト上行結腸由来オルガノ
イド(n=8)及びヒト直腸由来オルガノイド(n=8)について、それぞれマイクロアレイ法による網
羅的遺伝子発現解析を行い、特異的遺伝子群の抽出を試みた。この結果、ヒト直腸由来オルガノ
イドで高発現(発現差 2 倍以上)を認める 43 遺伝子を同定した。5) 併せてヒト上行結腸由来オ
ルガノイドで高発現(発現差 2 倍以上)を認める 47 遺伝子を同定した。6)前記 47 遺伝子につい
て、マルチプレックス PCR 法を用いて定量的に発現量を検証した結果、ヒト上行結腸由来オルガ
ノイドにおける高発現遺伝子として 12 遺伝子を同定した。7)同定した 12遺伝子について、潰瘍
性大腸炎患者由来のヒト上行結腸・直腸オルガノイドと非炎症性腸疾患患者由来の上行結腸・直
腸オルガノイドを比較した結果、いずれも上行結腸由来オルガノイドにおける高発現パターン
は再現された。以上の結果より、ヒト近位大腸上皮に一定の発現特異性を有する遺伝子群の同定
に成功したため組織やオルガノイドを用いた免疫組織学的解析等を通じ杯細胞における発現差
異の有無等の検討を行った。この結果、１）4つの遺伝子について患者由来大腸上皮オルガノイ
ドにおける発現を確認した。2)各遺伝子について、通常のオルガノイド培養環境において、杯細
胞を含むヒト大腸上皮に発現し得ることが確認された。3)一方、同条件で患者由来大腸組織を用
いて検討を行った場合には、蛍光免疫染色法で発現を確認することは困難であった。以上の結果
より、ヒト近位・遠位大腸上皮に一定の発現特異性を有する遺伝子群の同定・選定に成功する一
方、同遺伝子に由来する蛋白の杯細胞を含む大腸上皮における発現については、大腸上皮オルガ
ノイドの培養環境(増殖因子・細胞外マトリックス等)に依存した発現調節機構が関与している
可能性が示された。同機構の同定や杯細胞分化との関わりに関する詳細の解明等が今後継続し
て取り組むべき研究課題の一つと考えられた。 
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