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研究成果の概要（和文）：腸管におけるフラボノイドの機能、特にグルコースなどの栄養成分の吸収能に及ぼす
影響を検討するために、従来のUssing-chamber組織培養法と比較しながら、オルガノイド細胞培養系による新規
評価法の開発を目指した。成マウスの小腸組織から、幹細胞マーカーLGR5陽性細胞が約2倍多く含まれる単離条
件でオルガノイドを形成させたが、満足な実験操作性を確保できなかった。組織培養において、プロアントシア
ニンはグルコースと共輸送されるNa+流を抑制した。一方で、胆汁酸は小腸では能動的イオン流を促進したが、
大腸では抑制した。管腔側からのNa+依存性吸収能を詳細に検討する必要がある。

研究成果の概要（英文）：To investigate the function of  flavonoids, the effects of absorption 
capacity of nutrients such as glucose in the intestinal tract, we aimed to develop a novel method 
using an organoid cell culture system while comparing it with the conventional Ussing-chamber tissue
 culture method. Organoids were formed from small intestinal tissue of adult mice under isolation 
conditions that contained approximately twice as many stem cell marker LGR5-positive cells.  
However, satisfactory experimental operability was not achieved. In tissue culture, proanthocyanins 
inhibited Na+ flax co-transported with glucose. On the other hand, bile acids promoted active ion 
transport in the small intestine but inhibited it in the large intestine.  It is necessary to study 
the Na+-dependent absorption in each nutrition and/or the chemical substance.

研究分野：栄養生理学

キーワード： 腸管上皮　化学受容認識　能動輸送　経上皮短絡電流　オルガノイド 

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
オルガノイド細胞培養法を改良して栄養素の吸収能を精密に計測しようと試みた。オルガノイドのハンドリング
など十分な実験操作性が得ることができなかったが、オルガノイド の供試した新規実験法の基盤的知見を得る
ことができた。また、フラボノイドなど、摂食する食成分やそれに対応した分泌成分などの影響を受けることを
解明した。これらの結果から、腸管部位ごとのオルガノイド培養系による吸収評価法が必要であることが理解で
きた。食品栄養成分の腸管における吸収能力をより精密に理解して、ヒトの精密栄養管理技術に貢献する基礎成
果を得ることができた。

※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 
食後の急激な血糖値上昇を抑制する機能性食品や臨床薬として、難消化性デキストリンや二
糖類から単糖への分解を抑制するαグルコシダーゼ阻害剤が実用化されている。しかし、Na+依
存的にグルコースを能動的に吸収する腸管 Na+/グルコース共輸送体 1(SGLT1)の輸送活性を抑制
する因子は、リンゴからフラボノイドの 1つであるフロリジン（Phlorizin：フロレチンとグル
コースの配糖体）が発見されているものの、医薬品として実用化されていない。もし、Na+/グル
コース共輸送体 1(SGLT1)を抑制できれば、腸内で分解・生成された単糖のみならず、食品中に
含まれる単糖さえも吸収抑制できるはずで、血糖値上昇を強力に抑制できるはずである。そこで、
フラボノイドなどの食品由来成分による SGLT1 阻害因子を探索すると同時に、その管腔側から
の作用機序の解明が重要である。 
現在、よく使用される評価系は、１）正常な腸管上皮細胞やモデルとなるガン細胞を培養容器
のシャーレ上に広げる形で培養しており、グルコースが粘膜側からのみ吸収されている確証は
ない。実際に粘膜側と血液側の仕切り（極性）がないので、どこから吸収・取り込まれているか
不明である。また、２）血液・粘膜側の仕切り（極性）形成のために、インサート式培養試験も
開発されているが、標的個体から単離した初代細胞系では培養維持が難しく、実際にはヒト結腸
ガン由来の細胞株 Caco-2 細胞を用いられることが多い。さらに、３）腸管上皮には、幹細胞、
内分泌細胞、吸収分泌細胞、杯細胞など様々な細胞が局在しており、それらの細胞間相互作用に
より、粘膜側と血液側のバリヤ機能を充実させているが、上記の培養系では、正常な幹細胞を培
養できないため、正常な上皮機能を保持している培養とは言いがたい。つまり、この分野の研究
の課題は、血液・粘膜側の仕切り形成培養が困難であり、正確なグルコース吸収を in vitro 実
験系で評価できていないことにある。 
 
２．研究の目的 
 急速に解明されているオルガノイド培養系は、上皮幹細胞から増殖した球体の細胞魂で、様々
な細胞群で構成されている上に、管腔側と血液側との細胞極性も存在している(文献①)。上皮組
織の構成細胞である幹細胞・内分泌細胞・吸収分泌細胞などが混在する正常な単層上皮膜を形成
するオルガノイドならば、より正常上皮の機能を保持しており、正当な評価が得られることが期
待できる。 
そこで、本実験の目的を、1）能動的グルコース吸収能を評価できるオルガノイド実験系を確
立させた上で、グルコース吸収阻害機序を解明すること、加えて、従来法である Ussing-chamber
法を用いて、2）グルコース吸収阻害効果を有する食品由来成分、特に有望なフラボノイドやプ
ロアントシアニジンの効果を解明することとした。しかしながら、オルガノイドの新規評価法の
確立が困難で遅延してしまったため、3）加齢などの生理的条件の変化やグルコース以外の管腔
側成分による管腔側からの作用機序を従来法である Ussing-chamber 法（文献②）で検討するこ
ととした。 
 
３．研究の方法 
1）オルガノイド培養系を用いたフラボノイド機能・グルコース新規吸収評価法の確立 
 正常な単層上皮膜を形成するオルガノイド（球状細胞塊；内側が粘膜側、外側が血液側） 
の培養系を用いたグルコース吸収阻害の評価系を構築するために、①幹細胞マーカーLgr5 陽性
細胞を多く含む単離フラクションの同定、②オルガノイド形成に適した酸素濃度の比較、③吸引
用ピペットによるオルガノイドのハンドリングを検討した。 
マウス空腸を滅菌済み生理的食塩水（D-PBS）で 10秒間、3回激しく振ることで洗浄した。洗
浄した組織片を、EDTA バッファー内で眼科用ハサミを用いて 1 mm 角に小片化した。小片化した
組織を 8 mL の EDTA バッファーを入れた 15 mL 遠沈管に入れ、震盪幾を用いて震盪（150 rpm、
30 min、4℃）した。遠心分離機（500 rpm、5 min、4℃）にかけ、組織を沈殿させて上清を破棄
した。5 mL ピペットを用いて氷上で 50 回ピペッティングし、遠心分離にて組織を沈殿させて上
清を回収した。上記の手順を 4回繰り返し、フラクションを 5つ回収した。抗 LGR5 抗体（Abcam、
OTI2A2）と二次抗体（Invitrogen、A-11029）にて免疫化学染色を行い、蛍光顕微鏡にて観察し、
陽性細胞の数をカウントした。最も陽性率が高値であったフラクション 3番を供試して、オルガ
ノイドを形成させた。その際に、培養器内の酸素ガス濃度条件を、20％（対照区）と 5％（低酸
素）で検討した。 
 
2）Ussing-chamber を用いた Na+依存性のグルコースに及ぼすフラボノイドの影響 
摘出したマウス空腸上皮組織を HEPES 緩衝液（pH7.4、37 ℃）で洗浄したのち、腸間膜に沿っ
て切開し、内容物を洗い流した。その後、粘膜側を下にして、組織をコルク付きシャーレに針を
用いて固定した。実体顕微鏡下でピンセットを用いて平滑筋組織を剥離し、上皮標本を作製した。
この上皮標本を Ussing-Chamber（組織露出面積：0.5cm2）に固定した。培養液は 100 % O2ガス
を通気した HEPES 緩衝液（pH7.4）を用いた。チャンバーの血液側および管腔側の槽を、HEPES 緩



衝液 10 mL で満たした。Na+依存性のグルコース吸収量は、短絡電流として短絡電流固定装置（日
本光電、CEZ-9100）を用いて測定した。電位差および短絡電流は、AC/DC コンバーター（AD 
Instruments Pty Ltd, MacLab /8S）を介してパーソナルコンピューターに記録した。実験中は、
組織を 37 ℃に保ち、電位測定用および電流測定用の電極として、銀-塩化銀電極（WORLD 
PRECISION INSTRUMENTS） を用いた。電極は、1 M NaCl を含む２％寒天で固めた塩橋を介して
作成した。試験物質（イソフラボン）は DMSO または実験水に溶解させて、あらかじめ管腔側に
添加しておき、30分後に管腔側へグルコース 10mM になるように添加した。グルコース添加後の
短絡電流値の増大量を Na+と共輸送されるグルコースとして評価した。 
 
3）Ussing-chamber を用いた Na+に依存する他の輸送基質の管腔側機序の解明 
 摘出した腸管をあらかじめ95%O₂＋5%CO₂ガスを通気させておいた Krebs-Ringer重炭酸緩衝液
（pH7.4、38℃）で洗浄した後、上皮組織標本を作製し、Ussing-chamber（組織露出面積：0.64cm）
に固定した。各種胆汁酸やアミノ酸を管腔側に添加して短絡電流の変化を測定した。 
 
４．研究成果 
1）オルガノイド培養系を用いたフラボノイド機能・グルコース新規吸収評価法の確立 
視野に認められる全細胞中の Lgr5 陽性細胞数（図 1）を測定し、その割合を表したグラフを
図 2に示した。フラクション間や標本の作成方法（サイトスピン法または塗布法）に関わらず、
フラクション 3で Lgr5 陽性細胞の割合が多くなる傾向が認められた。EDTA バッファー処理の 3
回後のフラクションには幹細胞が多く含まれているので、以後の実験ではフラクション 3 を用
いて実験を実施した。 
 

 
 
 
 
 
 

       図 1、Lgr5 陽性細胞 
 
 

 
図 2、各フラクションにおける陽性細胞率 
 

  次に、オルガノイド形成に適した培養環境を設定するために、培養に重要な酸素濃度を検討
した。通常の 20％酸素濃度（5％二酸化炭素＋75％空気）と嫌気性を高めた 5％酸素濃度（5％二
酸化炭素＋90％窒素）で培養して、オルガノイドの直径を計測した（図 3、4）。 
 

 
図 3、オルガノイドの成長過程 
 
 
 

 

 
 
図 4、オルガノイド成長に及ぼす酸素濃度 
 
 

上記のように、形成させたマウス空腸オルガノイドを倒立顕微鏡下で微小な吸引用ピペットで
固定した上で、注入用ピペットを粘膜側（内部）へ挿入して、吸収基質と試験サンプル（食品由
来成分）注入することにした。 
 
吸引用ピペットなどは卵移植用ピペットとマニュピレーターを活用した。しかし、持ち上げた
り、移動させるなどのハンドリングが難しく、検討が困難であった。ピペットの材質をガラス製
品やプラステック製品などに変更することで硬さによる柔軟性も検討したが、思うようにハン
ドリングすることができなかった。本研究期間中における研究成果全体を考慮して、期間終盤に
は、Ussing-chamber（従来法）による管腔側機序の検討を進めることとした。 
 



 

2）Ussing-chamber を用いた Na 依存性のグルコースに及ぼすフラボノイドの影響 
様々なフラボノイドを検討した。特に、プロアント
シアニジン-A2 は、グルコース誘導性短絡電流値を強
く抑制した。対照区のグルコース誘導性短絡電流値は
136.45 ± 24.85 µA/cm2であった。また、1,10,100 µM 
プロアントシニジン-A2 処理におけるグルコース誘導
性短絡電流値はそれぞれ、99.56 ± 30.82µA/cm2、
91.46±27.00µA/cm2および 20.43±7.48µA/cm2であっ
た（図 5）。プロアントシアニジン-A2 は能動的グルコ
ース吸収を管腔側から抑制することが示された。 
 
 
 
3）Ussing-chamber を用いた Na に依存する他の輸送基質の管腔側機序の解明 
 グルコース以外にも食品中のアミノ酸や有機酸、肝臓から分泌される胆汁酸などは、小腸で
Na+依存的に吸収されていることが知られている。これらの吸収機序や調節機序をグルコースと
比較しながら検討することとした。 
 特に、二次胆汁酸は、大腸において短絡電流
値を減少させた。この効果には TGR5 細胞膜上
受容体の関与が示された。しかし、一次胆汁酸
は小腸の短絡電流を増大させた。しかも、この
増大効果は TGR5 細胞膜上受容体の阻害剤では
阻害できなかった。この結果は、胆汁酸の吸収
機序や認識機序が消化管部位によって異なる
ことを示している。 
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