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研究成果の概要（和文）：生理機能が高いとされるヒト小腸オルガノイドを用いた解析を行った。サイトカイン
を恒常的に発現するL細胞の培養上清を使用し，オルガノイド培養のコストの大幅な削減，および高効率な遺伝
子導入に成功した。薬物代謝酵素の誘導，糖取り込み，カイロミクロン分泌といったヒト小腸で重要な生理機能
は，従来の株化細胞であるCaco-2細胞では低いが，オルガノイドより作製した単層の腸管上皮細胞では高いこと
が示された。

研究成果の概要（英文）：Organoids are self-organizing cell clumps composed of tissue-specific stem 
cells and their differentiated cells in three-dimensional cultures. They are recognized as 
physiologically relevant in vitro models that recapitulate in vivo functions and structures of 
specific organs, and we worked on the development of methods to use them. We established mouse L 
cells stably expressing the cytokines Wnt3a, R-spondin1, Noggin, and HGF by lentiviral infection. 
Using conditioned medium from the cells as culture medium, we were able to continuously culture 
human intestinal organoids at a lower cost than using commercially available recombinant proteins. 
Furthermore, we found that CYP3A4 induction, SGLT1-mediated glucose transport, and MTP-dependent 
chylomicron secretion occurred in organoid-derived monolayer intestinal epithelial cells, but not in
 Caco-2 cells. Taken together, we established a platform to routinely use human intestinal organoids
 with highly physiological functions.

研究分野： 食品科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
小腸オルガノイドの利用には，手間に加え膨大なコストを要する。本研究では、培養コストを従来よりも1/100
に低減させ，さらに実験者誤差が生じにくい操作方法の確立に成功した。また，小腸オルガノイドでは様々な代
謝機能が従来の細胞に比べて高いことを具体的に示した。以上の結果は，特に基礎研究におけるオルガノイドの
活用を促進し，これまでに見出せていないヒトバイオロジーの解明に大きく貢献す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 
 我が国を始めとする先進国では深刻な高齢化が進んでおり，食による疾病の予防は，国民の健
康寿命を延伸しつつ医療費を削減する上で非常に重要な意味を持つ。特に機能性食品は，ヒトに
おいて作用が見出されるという科学的な論拠が必要不可欠であり，実験動物よりもヒトでの生
理的機能を正確に予測できる評価系が切望されている。 
オルガノイドは臓器特異的幹細胞およびその分化細胞から成る三次元構造体であり，従来の

株化細胞よりも高度に生理的なモデルとして現在，注目を集めている。ヒトオルガノイドは脳か
ら大腸に至るまで様々な種類が報告されており，組織・臓器由来だけではなく，iPS 細胞などの
多能性幹細胞から分化誘導可能であることも知られている。オルガノイドは実験動物に移植す
ると機能を有した臓器を形成することから，細胞というよりも in vitro で培養可能な臓器と見な
されており，「organ buds」や「mini-organ」とも呼ばれている。オルガノイドは再生医療や発
生学の分野で盛んに研究が行われているが，分子生物学的手法を組み合わせた特定の遺伝子機
能や細胞内シグナル伝達について解析するといった，基礎研究の観点からのアプローチは少な
いのが現状である。この原因として，オルガノイドの培養には非常に高額なサイトカインや細胞
外マトリクス等の試薬が必要であること，オルガノイドは三次元の細胞塊であるため，従来の細
胞株よりも煩雑な操作が必要であるという点が挙げられる。また，in vitro で培養されたオルガ
ノイドが従来の細胞株に比べて実際にどのように高い生理機能を有するのかという具体的な証
拠は少ない。 
 
２．研究の目的 
 代表者はこれまでにヒト小腸オルガノイドの培養技術（Takahashi, et al., Stem Cell Reports, 
2018）および小腸オルガノイドからの単層上皮細胞の作製（Takahashi, et al., EBioMedicine, 
2017）に成功してきた。本研究では，ヒト小腸オルガノイドの培養コストの更なる削減および培
養技術のブラッシュアップを目指した。さらに，従来のヒト小腸上皮モデルである Caco-2 細胞
ではヒト小腸上皮細胞の生理機能を十分に反映しない現象に着目し，オルガノイドもしくはオ
ルガノイド由来単層上皮細胞においてその機能解析を行うことで，ヒト小腸オルガノイドの生
理的妥当性についての評価を目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト小腸オルガノイド 
ヒト小腸オルガノイドはヒト胎児皮膚由来の iPS 細胞株である TkDN4-M を分化させることで
樹立した。 
 
（２）ヒトオルガノイド培養用培地の調製 
 レンチウイルスを用いて Wnt3a，R-spoondin1，Noggin を安定的に発現させた L 細胞をコン
フルエントの状態で 3 日間培養した上清（L-WRN conditioned medium）を回収した。この培
養上清をAdvanced DMEMで 4倍希釈し，さらに 50 ng/mL Epidermal growth factor, 50 ng/mL 
HGF（Hepatocyte growth factor）, 10 µM Y27632, 10 µM SB202190, 0.5 µM A83-01, 1% BSA
となるように添加した各試薬を含む培地をオルガノイド培養用培地として用いた。 
 
（３）ヒト小腸オルガノイドの継代 

Multidish 4 Well 上で培養したオルガノイドを PBS（Phosphate-buffered saline）(-) で洗浄
後，TrypLE Express を 1 well あたり 0.5 mL 加え，15 mL チューブに回収した。37℃の温浴
で 5 分間インキュベートし、ピペッティングにより細胞塊をばらばらにした後、3 倍量の培地を
加えて遠心した。上清を除去し培地を加えて懸濁し，マトリゲルに包埋後、Multidish 4 Well に
40 µL ずつ播種した。37℃，5% CO2インキュベーター内で 15 分間インキュベートすることで
マトリゲルを固化させ，ヒトオルガノイド培養用培地を 1 well あたり 500 µL 加え，37℃、5% 
CO2インキュベーター内で培養した。3 日毎に培地交換を行い，6 日毎に継代操作を繰り返した。 
 
（４）ヒト小腸オルガノイドの単層化 

Multidish 4 Well 上で培養したオルガノイドを PBS (-) で洗浄後、TrypLE Express を 1 well
あたり 0.5 mL 加え、15 mL チューブに回収した。37℃の温浴で 5 分間インキュベートし、ピ
ペッティングにより細胞塊をばらばらにした後、3 倍量の培地を加えて遠心した。1 well 分あた
り 400 µL のヒトオルガノイド培養用培地を加え、ピペッティングにより十分に懸濁した。コラ
ーゲンゲル培養キットを用いて調製したコラーゲン溶液をトランズウェルにコートし、1 well あ
たり 400 µL の細胞懸濁液を加えた。底面のプレートには 1 well あたり 1.2 mL のヒトオルガノ
イド培養用培地を加え、37℃、5% CO2インキュベーター内で培養した。3 日毎に培地交換を行
い、6 日毎に継代操作を繰り返した。 
 



４．研究成果 
（１）ヒト小腸オルガノイドに要する培養コストの削減 
 代表者はこれまでに，マウス L 細胞に各種サイトカイン（Wnt3a, R-spondin1, Noggin）を強
制発現した安定発現株（L-WRN 細胞）を樹立し，その培養上清を用いて小腸オルガノイドの培
養が可能であることを示した（Takahashi, et al., Stem Cell Reports, 2018）。これにより，市販
の組換えタンパク質を用いる場合の約 1/20 のコストでオルガノイド培養が可能となった。これ
までは L-WRN 細胞の培養上清に市販の HGF（Hepatocyte growth factor）組換えタンパク質
を添加してオルガノイド培養用培地として使用していたが，代表者は，本細胞にさらに HGF を
安定的に強制発現した L-WRNH 細胞を樹立し，その培養上清を培地として用いた。L-WRN 細
胞培養上清に市販の精製 HGF を加えた場合と L-WRNH 細胞培養上清を用いた場合においてヒ
ト小腸オルガノイドの増殖速度を比較したところ，有意な差は見られないことが判明した。なお，
HGF を添加しない場合（L-WRN 培養上清のみを用いた場合）においては，オルガノイドの増
殖は低下した。そのため，L-WRNH 細胞培養上清を用いることで，市販の HGF に要する培養
コストを低減できることが示された。 
さらに，これまでオルガノイドは Matrigel に包埋した状態で三次元培養を行ってきたが，

Matrigel はマウス肉腫由来であるため粘性等のロット間差が大きく，未知因子が含まれ，価格
が高いといった欠点が存在する。そのため，代表者は Matrigel の代替となる細胞外基質を探索
し，コラーゲンゲルを見出した。コラーゲンゲルは Matrigel に比べて価格が 1/10 程度であり，
ロット間差が小さいという特徴がある。Matrigel とコラーゲンゲルをそれぞれ用いてヒト小腸
オルガノイドを培養したところ，増殖速度や各種マーカー遺伝子の発現量に大きな差は見られ
なかった。また，コラーゲンゲルを用いて培養したオルガノイドからも Matrigel を用いた場合
と同様に単層上皮細胞の樹立が可能であった。 
上記二つの方法を組み合わせることで，ヒト小腸オルガノイドの培養コストをこれまでの

1/20 から 1/100 程度まで下げることに成功した。 
 
（２）ヒト小腸オルガノイドに関する培養技術の改善 
オルガノイドを培養すると，細胞塊の状態で大きくなるため，数を増やすためには継代時に破

砕する必要がある。これまで，オルガノイドの破砕には注射針を用いた物理的破砕を行ってきた
が，実験者間の差異が大きく，安定しないという欠点があった。そこで破砕方法を物理的破砕か
ら酵素処理に変更するための検討を行った。使用する酵素はトリプシンが一般的であるが，実験
間および実験者間の差異を低減するため，細胞毒性を生じにくいとされるトリプシン代替品で
ある TrypLE Express（Thermo Fisher Scientific）を用いた。様々な検討の結果，37℃でのイ
ンキュベーション後，TrypLE Express を含む溶液の中で 30~40 回ほどピペッティングするこ
とでシングルセルレベルでの破砕が可能であり，さらにセルストレイナーを通して破砕が十分
でない細胞塊を除くことで，実験間，実験者間で差異の少ない条件を見出すことに成功した。さ
らに，このように細胞をばらばらにした条件で単層培養を行うことで，単層が均一となり，実験
間誤差が低下した。また，オルガノイドへの遺伝子導入を行う際，細胞塊の状態では著しく効率
が低いため，一過的に二次元培養した状態で導入後，再度三次元培養によりオルガノイドを形成
させるという方法が効果的である。従来の物理的破砕により調製した方法と今回変更した酵素
処理により調製した方法でそれぞれ蛍光遺伝子を発現するレンチウイルスの感染を行ったとこ
ろ，酵素処理により調製した細胞のほうが感染効率（蛍光遺伝子の発現量）は大きく増大した。
これは，物理的破砕法では未破砕のオルガノイドが多く含まれることに起因すると考えられた。
以上より，オルガノイドの継代および遺伝子導入に関して，従来法よりも良い条件を見出すこと
に成功した。 
 
（３）ヒト小腸オルガノイドとオルガノイド由来単層上皮細胞の性質の比較 
 これまで代表者はヒト小腸オルガノイドから単層の腸管上皮細胞の樹立を行ってきたが
（Takahashi, et al., EBioMedicine, 2017），オルガノイドは三次元培養であるのに対し，単層上
皮細胞は二次元培養と，培養環境には差異がある。培養環境の差は遺伝子発現レベルで細胞の性
質に影響を与える可能性が推定されたため，両者の遺伝子発現を網羅的に比較した。その結果，
腸上皮マーカーである VIL1, CDX2，幹細胞マーカーである LGR5，小腸機能を司る HNF4A，
脂肪酸取り込みを行う CD36，トリアシルグリセロール合成の律速酵素である DGAT1，カイロ
ミクロン合成に重要な役割を果たす MTTP，糖輸送に必要な SLC5A1，ペプチド輸送を司る
SLC15A1，薬剤排出を制御する ABCB1，胆汁酸輸送に関与する ABCC3 といった各種マーカー
遺伝子や小腸上皮細胞の機能に重要な遺伝子発現量は，オルガノイドと単層上皮細胞の間で有
意な差は見られなかった。 
 さらに小腸において重要な役割を果たすとされる核内受容体 LXR（Liver x receptor），FXR
（Farnesoid x receptor）および AhR（Aryl hydrocarbon receptor）についてそれぞれのリガン
ド応答性を調べたところ，オルガノイドと単層上皮細胞で大きな差は見られなかった。したがっ
て，培養環境の違いは，小腸上皮細胞の性質に大きな影響を与えないものと考えられた（論文 1）。 
 
（４）ヒト小腸オルガノイド由来単層上皮細胞と Caco-2 細胞の違い 



 ヒト上皮モデルとして，Caco-2 細胞が古くから使用されてきたが，本細胞は結腸がん由来サ
ンプルであり，本来増殖しないはずの上皮細胞が増殖するという非生理的な状態である。また，
Caco-2 細胞は吸収上皮様の単一種の細胞からのみ構成されており，オルガノイドとは異なり，
パネート細胞や杯細胞など他の種類の上皮細胞は含まれない。さらに，代謝機能についても，
Caco-2 細胞はヒトの小腸上皮を模倣しないいくつかの性質が報告されている。例えば，薬物代
謝酵素である CYP3A4（Cytochrome P450 3A4）の誘導，SGLT1（Sodium/glucose cotransporter）
を介した糖取り込み，脂肪酸負荷による細胞外への脂質輸送能は，Caco-2 細胞ではほとんど見
られないことが指摘されている。 
 代表者は，これらの小腸機能について，オルガノイド由来単層上皮細胞を用いた検討を行った
（二次元培養が可能な単層状態のほうが Caco-2 細胞との比較対照として適切であると判断し
た）。CYP3A4 は核内受容体 PXR（Pregnane X receptor）の標的遺伝子であるため，PXR リガ
ンドを処理したところ，Caco-2 細胞では CYP3A4 の発現は誘導されないが，オルガノイド由来
単層上皮細胞では数十倍誘導された。また，SGLT の基質である AMG（methyl-α-D-
glucopyranoside）の取り込み量を評価したところ，オルガノイド由来単層上皮細胞では放射線
同位体標識された AMG は効率的に細胞内に取り込まれ，SGLT 阻害剤によりその量が大きく減
少した一方，Caco-2 細胞では取り込み量は少なく，さらに SGLT 阻害剤による変化は見られな
かった。さらに，オルガノイド由来単層上皮細胞に脂肪酸の一種であるオレイン酸を負荷すると，
カイロミクロンに 1 分子含まれる Apo（Apolipoprotein）B-48 の分泌が増え，さらに MTP
（Microsomal triglyceride transfer protein）阻害剤を処理するとその量が大きく減少した。し
かし，Caco-2 細胞ではオレイン酸負荷による ApoB-48 の分泌亢進が見られないだけでなく，
MTP 阻害剤による減少がほとんど見られなかった。Caco-2 細胞においては，オルガノイド由来
単層上皮に比べて PXR, SGLT1, MTP の発現量が非常に低く，遺伝子発現量の違いが機能の違
いを反映していると推察された。 
 以上の結果より，ヒト小腸オルガノイド由来単層上皮細胞は，Caco-2 細胞よりも生理的に妥
当なモデルとして有用であると考えられた（論文 2）。 
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