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研究成果の概要（和文）：腸管発生とともにヒト腸管神叢の成り立ちを再現できる系を構築し腸管神細胞の発生
および機能不全を明らかにしていく。申請者は、試管で腸管神細胞を有し蠕動運動、吸収や分泌能などのヒト腸
管の機能を有する腸管オルガノイド（ミニ腸）の創生に世界で初めて成功した。ミニ腸分化誘導過程において、
分化誘導開始から7日目ですでにPAX3, ZIC1やSOX10の神堤細胞初期マーカーが発現し、14日目まで発現が認めら
れた。今後は、臨床組織病態（腸管神節細胞の有無）が明らかな試料からの樹立と、一方でRET遺伝子などの疾
患関連遺伝子のゲノム編集による機能低下モデルの作製も討していく。

研究成果の概要（英文）：Our aim is to construct a system that can recapitulate human intestinal 
plexus as well as intestinal development, and elucidate the development and dysfunction of 
intestinal ganglions. Our group succeeded for the first time in the world in creating intestinal 
organoids (mini-guts), and have human intestinal functions such as peristalsis, absorption, and 
secretory capacity. In order to evaluate the slow peristalsis as much as possible, we found that the
 video evaluation by adding histamine is applicable as a method to select mini-intestines capable of
 peristalsis (mini-intestine-histamine challenge test). In the process of induction of 
mini-intestine differentiation, PAX3, ZIC1 and SOX10 early markers of crest cells were already 
expressed on day 7 from the start of differentiation induction, and their expression was observed 
until day 14 in the mini-gut development. We will develop the creation of loss-of-function models by
 genome editing of disease-related genes such as the RET gene.

研究分野：移植医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
消化管の希少疾患バイオモデルの構築から初期発生、消化管神経分化を模倣する分子プログラム追跡が可能とな
った。小児希少疾患の疾患機序解明とともに、創薬開発では革新的なin vitro試験系開発を促進させる。今後
は、ミニ腸モデルでの検証でヒトin vitro臨床試験モデルの構築を目指す。

※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 

代表的な先天性疾患であるヒルシュスプルング病は先天的に腸管壁の神経欠如に起

因した腸管蠕動不全をきたし腸閉塞症状を呈する疾患であるが、病変の範囲が限定され

ておりその診断と治療法は確立されている。一方、ヒルシュスプルング病類縁疾患（Ｈ

類縁）は直腸に神経節細胞が存在するにもかかわらずヒルシュスプルング病に類似した

症状を呈する疾患で腸管神経の病理所見での分類と診断・治療方針が提唱されている

（「ヒルシュスプルング病類縁疾患診療ガイドライン・実用版 2018年版（田口智章研究

班」）。しかし、腸管神経細胞の数および機能の不全状態がなぜ引き起こされるか不明の

ままである。 

申請者らは、培養ディッシュ内で腸管神経細胞を有し蠕動様運動、吸収や分泌能など

のヒト腸管の機能を有する腸管オルガノイド（ミニ腸）の創生に世界で初めて成功した

（Uchida H, et al. JCI Insight 2: e86492, 2017）。胎児期～乳幼児期の腸管発生を試験管内

で再現することが出来る系であり、この培養システムを活用し腸管神経叢の生成と機能

不全を明らかにしていく。なぜ腸管神経細胞の不具合が起こるのかに答えるには、腸管

発生をベースに神経堤細胞から神経叢への発生を再現する系での解析を行うことが求

められ、それがミニ腸であると確信している。 
 
２．研究の目的 

ヒト臓器の中でも腸管は複雑な構造、機能を有しており再生医学分野の介入は容易で

はない。腸管は内胚葉、中胚葉、外胚葉由来の細胞・組織より構成され個々の組織が密

に連携し、消化吸収・代謝、腸管免疫、蠕動運動などを行っている。申請者らがヒト多

能性幹細胞から作製するミニ腸は、LGR5陽性粘膜上皮幹細胞、内分泌細胞、Paneth（パ

ネート）細胞、杯（ゴブレット）細胞や M 細胞など生体腸の粘膜上皮系細胞を備える

だけでなく、平滑筋細胞、カハール介在細胞や腸管神経叢も有するヒト小腸組織構成に

類似した組織構造を有する。本研究の目的は、腸管発生とともにヒト腸管神経叢の成り

立ちを再現できる系を構築し腸管神経細胞の発生および機能不全を明らかにしていく

ことになる。ヒルシュスプルング病類縁疾患（H類縁）を例にとり、疾患 iPS細胞およ

びゲノム編集による疾患 ES 細胞を作製し H 類縁-ミニ腸疾患モデルを構築する。究極

的には、腸管神経細胞の機能不全疾患に対し、患者自身の腸管内に内在する細胞を賦活

かし腸管神経細胞の再生による新たな治療法の確立を目指す。 

すでに、H類縁の疾患モデル iPS細胞の樹立に成功している。さらに、疾患モデルを

より堅牢にするため、ヒト ES細胞に対して RET遺伝子を標的にゲノム編集を行いアイ

ソジェニック疾患モデルを構築し分子レベルで病態解明を行う。胎児期～乳幼児期の腸

管発生を試験管内で再現するミニ腸作製システムを応用し、腸管発生をベースに神経堤

細胞から神経叢への発生を再現する系での解析を行う。この研究アプローチは、申請者

らのイノベイティブな系であり、ヒト腸管疾患研究の展開に貢献できる新規的なバイオ

ツールであり、治療法の開発を効果的にも行うことが可能となる。 
 
３．研究の方法 

研究を具体的に、着実に遂行するために、研究対象疾患をヒルシュプルング病類縁疾

患およびヒルシュスプルング病とし疾患研究を行う。本研究にかかる臨床研究計画（「腸



に異常を有する疾患の疾患特異的 iPS細胞による疾患モデルの作成、疾患解析および治

療法開発に関する研究」）はすでに国立成育医療研究センター倫理委員会で承認を受け

た（受付番号 927）。これまでにヒルシュプルング病類縁疾患およびヒルシュスプルン

グ病の iPS細胞樹立に成功している。本研究計画は大きく 3つのステージにより遂行さ

れる。 

ヒルシュスプルング病類縁（H類縁）疾患 iPS細胞からミニ腸作製 

腸管神経発生可視化モデル構築 

H類縁蠕動薬剤反応性評価試験系構築：難治性腸疾患治療法開発へ応用 

【2019年度】 

H類縁疾患 iPS細胞由来ミニ腸作製： 

H類縁-iPS細胞からミニ腸（H類縁-ミニ腸）の作製をおこなう。これまで。世界的に

も H 類縁由来の iPS 細胞を樹立した報告はなく、ましてや腸管への分化誘導系から解

析した報告は一例もない。そのため、H類縁-ミニ腸の初期発生過程から、神経堤細胞～

腸管神経細胞群の分化動態を詳細に解析していく。樹立した H類縁-ミニ腸では、アウ

エルバッハ神経叢、マイスナー神経叢や腸管神経細胞およびグリア細胞の免疫組織学的

解析を行う。 

腸管神経発生可視化モデル構築： 

通常、腸管神経細胞は神経堤細胞由来とされている。笹井らは、実験モデルで未分化

外胚葉から神経堤発生時に極めて初期から神経堤特異的に Foxd3 が発現してくること

を明らかにした（Sasai N, et al. Development 2001）。ミニ腸作製初期から FOXD3が発現

しているのを確認済みであり、ヒト神経堤細胞マーカーである PHOX2B の発現可視化

モデルを作製する。発現ベクターのデザインは、LGR-EGFP+PHOX2B-tomato として可

視化 iPS細胞を作製し、初期神経堤細胞発生を時系列的に評価する。 

【2020年度以降】 

研究項目①および②の研究を進める。特に、疾患でのヒト腸管初期発生-腸管神経創

出過程を解析するため、H 類縁-iPS 細胞へ PHOX2B マーカーを導入し、対象 iPS 細胞

とのでの遺伝子発現動態の比較試験を行っていく。これは、ミニ腸試験系があって初め

て可能となる解析である。 

H類縁蠕動薬剤反応性-評価試験系構築： 

まず H類縁蠕動評価方法の構築である。申請らは、ミニ腸が蠕動運動関連物質（ヒス

タミンと硫酸アトロピン）にそれぞれ反応することを確認している。さらに、前実験に

おいて、緩やかな蠕動運動を可及的に評価するため、さらに蠕動運動可能なミニ腸を選

別する方法としてヒスタミン添加による動画評価が適応される（ミニ腸-ヒスタミンチ

ャレンジテスト）ことを見出した。これらを基盤技術とするが、はたしてヒスタミンが

H類縁の蠕動評価に適切かどうかは大きな問題である。そのため、腸管神経叢の機能性

とリンクした分子を抽出するとともに、これを化合物スクリーニング系として H類縁-

ミニ腸の蠕動運動を賦活化する化合物を探索していく。候補物質が H 類縁で機能する

分子機序も解析し病態解明の一助にするととも将来の治療薬候補へ繋げていく。 

 

４．研究成果 

腸管発生とともにヒト腸管神叢の成り立ちを再現できる系を構築し腸管神細胞の発

生および機能不全を明らかにしていく。ヒルシュスプルング病類 疾患 （H 類 ）を例



にとり、疾患 iPS細胞を作製し H類 -ミニ腸疾患モデルを構築する。H類 は直腸に神

節細胞が存在するにもかかわらずヒルシュスプルング病に類似した症を呈する疾患で

腸管神の病理所見での分類と診治療方針が提唱されている。しかし、腸管神細胞のおよ

び機能の不全態がなぜ引き起こされるか不明のままである。申請者は、試管で腸管神細

胞を有し蠕動運動、吸収や分泌能などのヒト腸管の機能を有する腸管オルガノイド（ミ

ニ腸）の創生に世界で初めて成功した。ミニ腸が蠕動運動関連物質（ヒスタミンと硫酸

アトロピン）にそれぞれ反することを確認している。緩やかな蠕動運動を可及的に評価

するため、蠕動運動可能なミニ腸を選別する方法としてヒスタミン添加による動画評価

が適応される（ミニ腸-ヒスタミンチャレンジテスト）ことを見出した。ミニ腸分化誘導

過程において、分化誘導開始から 7日目ですでに PAX3, ZIC1や SOX10の神 堤細胞初

期マーカーが発現し、14日目まで発現が認められた。今後は、臨床組織病態（腸管神節

細胞の有無）が明らかな試料からの樹立と、一方で RET 遺伝子などの疾患関連遺伝子

のゲノム編集による機能低下モデルの作製も討していく。 
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