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研究成果の概要（和文）：潰瘍性大腸炎・クローン病に代表される炎症性腸疾患（IBD）の特徴は、治療により
一旦は症状が改善するも再燃を繰り返し最終的には手術により切除されることである。それはIBD寛解後の病理
では炎症細胞浸潤は認めないものの、腺管の配列異常や杯細胞減少などの上皮細胞機能異常を認めることからも
長年の炎症により元に戻らないことを示唆している。本研究では、長期炎症を体外で再現し、炎症前後の同じヒ
ト細胞を比較することにより、個人差ではなく炎症による差異の描出に成功しています。その結果、長期炎症に
よる非可逆因子を同定し、その因子を標的とすることで一部の形質は元に戻ることを示しました。

研究成果の概要（英文）：The characteristic of inflammatory bowel disease (IBD) represented by 
ulcerative colitis and Crohn's disease is that relapse is repeated. Although inflammatory cell 
infiltration is not observed in the pathology after IBD remission, epithelial cell dysfunction such 
as crypt distortion and goblet cell depletion is observed, which suggests that it cannot be 
recovered by long-term inflammation. In this study, we have succeeded in delineating differences due
 to inflammation but not individual differences by comparing the same human cells before and after 
long-term inflammation. We identified an irreversible factor due to long-term inflammation and 
showed that targeting that factor restores some traits.

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
長期炎症による非可逆機構を初めて明らかとした。非可逆因子を標的とすることで、炎症塑性の一部可塑性変化
を認め上形質の改善を認めたことから、再燃予防を見据えた新規炎症性腸疾患の治療薬開発が期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
潰瘍性大腸炎・クローン病に代表される炎症性腸疾患（IBD）の特徴は、治療により一旦は症状
が改善するも再燃を繰り返し最終的には手術により切除されることである。再燃の一因として
は、炎症を標的とした治療により腸炎を一時的に抑えても腸管上皮細胞の完全な機能回復にま
で至らず、腸管上皮幹細胞の形質転換・塑性が示唆されている。事実として IBD 寛解後の病理
では炎症細胞浸潤は認めないものの、腺管の配列異常や杯細胞減少などの上皮細胞機能異常を
認める。一方短期的な感染性腸炎などの寛解後では腺管の配列異常などは認められず完全に修
復されていることからも、長期的な炎症刺激が不可逆的な上皮細胞形質転換・塑性を誘導し、再
燃に大きく寄与することが考えられる。申請者はこれらの破綻機構は腸管上皮幹細胞での長期
間による炎症ストレス蓄積が IBD 再燃機構の根幹であると構想し、炎症ストレス蓄積機構の解
明及びその機構を解除し幹細胞塑性をリセットすることで、再燃抑制に大きな効果が期待でき
ると着想した。そこで、申請者の教室で独自に構築したマウス大腸オルガノイドを用いて体外に
て炎症環境を模倣したモデルの構築を試みた。興味深いことに 1 年以上の炎症刺激により炎症
シグナルである NFkBシグナルの経時的亢進を認め、長期炎症特異的な標的遺伝子を同定した。
さらに、炎症刺激物質を除去しても上皮細胞応答・酸化ストレスは完全にリセットできないこと
から、長期炎症における上皮幹細胞塑性の確立に成功した。しかし、長期炎症暴露による腸管上
皮細胞の塑性獲得機構および塑性を解除する機構は未だ不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ヒト腸管上皮幹細胞の長期炎症刺激モデルを構築し、炎症シグナル蓄積機構による
幹細胞塑性病態を明らかとすること、幹細胞塑性をリセットする機構を解明することを目的と
する。 
 IBD 治療は抗炎症効果のみでは再燃をきたすことから、近年の治療目標は粘膜治癒に移行し
ている。しかし粘膜治癒を直接の標的とした治療薬は開発されておらず、再生医療においても粘
膜を覆うという物理的修復のみであり、機能的修復をゴールとした治療は存在しない。上皮細胞
を主眼としたこれまでの研究はマウスを用いた in vivoの系が多い。上皮や免疫担当細胞を含め
た総合的な評価が可能である利点はあるものの、腸炎モデルマウスは 2-3ヶ月と短期であり、経
時的な解析はその都度マウスを屠殺する必要があることから同一個体での長期間のシークエン
シャルな解析は難しい。申請者が独自に構築した体外モデルでは上皮細胞を継続的に培養する
ことにより、同一細胞集団に対して炎症刺激期間中に連続して解析することが可能である。さら
に無血清培地を使用していることから炎症刺激物質の種類・量を調節可能であること、一定の強
度で刺激を行うことから、in vivoの系よりもプログラムされた炎症モデルを構築している。本
研究ではヒト細胞、患者由来細胞を用いることから疾患を念頭に置いた解析が可能である。以上
より、IBD 体外モデルを用いて上皮幹細胞に特化して炎症塑性を解析することは世界的観点か
らも独創的であり、マウスではなくヒト初代培養細胞を用いた塑性リセット機構の解明は将来
的に IBD機能的修復を標的とした治療開発に直結する。さらに炎症塑性は再燃のみならず IBD
発がんにも強く関連するため、発がん予防・抗がん剤開発まで発展することが期待できることか
ら十分意義があると考える。 
 
３．研究の方法 
1）ヒト IBD 擬似モデルの構築  
・慢性炎症刺激条件の確立 
 慢性炎症及び炎症塑性モデルはマウスで既に確立済みであり、その条件を基盤としてヒト慢
性炎症モデルを確立する。ヒトオルガノイド炎症応答レセプター発現を確認し、マウス大腸オル
ガノイドでは発現していない TLR3 の発現及び Poly(I:C)刺激応答を確認する。刺激物質カクテ
ルを選定し炎症環境を模倣した培養条件を決定する。 
・慢性炎症特異的遺伝子発現系譜解析 それぞれのフェーズにおけるオルガノイドから RNA を
抽出しマイクロアレイにて網羅的遺伝子発現解析を行い、フェーズ特異的遺伝子の抽出、パスウ
ェイ解析によるシグナル変遷を明らかとする。 
・慢性炎症特異的幹細胞遺伝子発現系譜解析 Lgr5 プロモーター下に GFP を結合したレンチウ
イルスベクターを各フェーズのオルガノイドに導入する。GFP 陽性細胞を単離し、幹細胞網羅的
遺伝子発現解析を行い、フェーズ特異的遺伝子を抽出する。 
2）長期炎症による腸管上皮幹細胞の炎症塑性獲得機構解析  
・炎症塑性獲得条件検討 慢性炎症体外モデルと並行して炎症塑性モデルの構築を行う。60 週
間炎症刺激の後、炎症刺激物質を培地から除去し、除去 2ヶ月後以降の炎症応答遺伝子の発現亢
進維持などで塑性形質を評価する。また、重症長期罹患 IBD 患者の手術となった検体を用い、病
変部由来のオルガノイドがすでに炎症塑性を獲得しているかを確認する。 
・炎症塑性形質解析 
炎症塑性オルガノイドの炎症シグナル制御、細胞増殖、細胞死機構について解析を行う。 
・炎症塑性特異的発現遺伝子解析 



マイクロアレイ解析により炎症塑性オルガノイド特異的に発現・消失する遺伝子を抽出する。 
3）腸管上皮幹細胞炎症塑性リセット機構解析 
・炎症塑性形質阻害によるリセット 
計画 2）にて明らかとなる炎症シグナル亢進・細胞死制御を、阻害剤などにて抑制し炎症塑性が
解除されるか検討する。 
・炎症塑性特異的発現遺伝子動揺によるリセット 
計画 2）にて明らかとなる炎症塑性特異的遺伝子を強制発現、もしくは CRISPR にて消失させる
ことにより炎症塑性が解除されるか検討する。 
・炎症塑性リセット評価 
オルガノイドでの遺伝子発現プロファイル・増殖能・分化能にて評価する。さらに NOG マウス腸
管に移植し、腺管構造・透過性・バリア能を in vivo にて評価する。リセットが確認された場
合、IBD 患者由来オルガノイドでのリセットを確認し、治療標的候補を同定する。 
 
４．研究成果 
1）ヒト IBD 擬似モデルの構築  
・慢性炎症刺激条件の確立 
 慢性炎症及び炎症塑性モデルはマウスで既に確立済みであり、その条件を基盤としてヒト慢
性炎症モデルを確立した。ヒトオルガノイド炎症応答レセプター発現を確認し、マウス大腸オル
ガノイドでは発現していない TLR3 の発現及び Poly(I:C)刺激応答を確認した。刺激物質カクテ
ルを選定し炎症環境を模倣した培養条件を決定した。本研究では 60週間の持続刺激を確立した。
また、5 週炎症刺激時点でのマイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解析では GSEA にて炎症応
答遺伝子群の発現上昇を認め、さらに IBD 患者で発現上昇している遺伝子群との比較でも相同
性が確認されたことからも IBD 環境を模倣していることを確認した。 
・慢性炎症特異的遺伝子発現系譜解析 それぞれのフェーズにおけるオルガノイドから RNA を
抽出しマイクロアレイにて網羅的遺伝子発現解析を行い、フェーズ特異的遺伝子の抽出、パスウ
ェイ解析によるシグナル変遷を明らかとした。 
・慢性炎症特異的幹細胞遺伝子発現系譜解析 Lgr5 プロモーター下に GFP を結合したレンチウ
イルスベクターを各フェーズのオルガノイドに導入した。 
2）長期炎症による腸管上皮幹細胞の炎症塑性獲得機構解析  
・炎症塑性獲得条件検討 慢性炎症体外モデルと並行して炎症塑性モデルの構築を行った。60
週間炎症刺激の後、炎症刺激物質を培地から除去し、除去 2ヶ月後以降の炎症応答遺伝子の発現
亢進維持などで塑性形質を評価した。60 週間持続刺激後のオルガノイドは炎症刺激物質を除去
しても炎症応答が持続しており炎症塑性を獲得したことを確認した。通常オルガノイドと炎症
除去後の炎症塑性オルガノイドは培養条件が同一であることから、塑性形質の差異を直接比較
検討が可能であった。また、重症長期罹患 IBD 患者の手術となった検体を用い、病変部由来のオ
ルガノイドがすでに炎症塑性を獲得していることを確認した。 
・炎症塑性形質解析 
炎症塑性オルガノイドの炎症シグナル制御、細胞増殖、細胞死機構について解析を行った。炎症
塑性オルガノイドにおいては、NFkB シグナルの恒常的活性化、アポトーシスによる細胞死を認
めていた。 
・炎症塑性特異的発現遺伝子解析 
マイクロアレイ解析により炎症塑性オルガノイド特異的に発現・消失する遺伝子を抽出した。 
3）腸管上皮幹細胞炎症塑性リセット機構解析 
・炎症塑性形質阻害によるリセット 
計画 2）にて明らかとなる炎症シグナル亢進・細胞死制御を、阻害剤などにて抑制し炎症塑性が
解除されるか検討したが、明らかなリセット効果を認めなかった。 
・炎症塑性特異的発現遺伝子動揺によるリセット 
計画 2）にて明らかとなる炎症塑性特異的遺伝子を強制発現、もしくは CRISPR にて消失させる
ことにより炎症塑性が解除されるか検討した。炎症塑性特異的に発現している遺伝子を CRISPR
にて消失させると、一部の形質がリセットされることを明らかとした。 
・炎症塑性リセット評価 
オルガノイドでの遺伝子発現プロファイル・増殖能・分化能にて評価した。さらに NOG マウス腸
管に移植し、腺管構造を in vivo にて評価したところ、生着率の改善を認めた。 
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