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研究成果の概要（和文）：免疫システムの作用機序を理解し、制御する手法の開発は医学・医療において極めて
重要な課題であり、培養モデル構築は非常に有用なツールとなる。生体の免疫システムには複数の要因が関与し
ているため、培養モデルの構築は容易ではない。本研究では、生体の免疫応答を再現した培養モデルシステムの
構築を目指し研究に着手した。まず最大の免疫器官である腸管に着目し、多孔質膜を中心にして上下に流路を有
するマイクロ流体デバイスを用いることで、腸内細菌モデルである大腸菌DH5αとの共培養を実現した。腸の生
理機能に重要な役割を果たすマクロファージの導入により、大腸との相互作用が確認され、生体の腸内環境に近
いモデルが構築できた。

研究成果の概要（英文）：Developing methods to understand and control the mechanisms of the immune 
system is a crucial issue in medicine and medical care, and the construction of culture models is a 
helpful tool. Since multiple factors are involved in a living body's immune system, it is hard to 
construct a culture model. In this study, we tried to build a culture model system that reproduces 
the immune response of the living body. First, we focused on the intestinal tract, the largest 
immune organ. We succeeded in co-culture with E. coli DH5α, a model of intestinal bacteria, using a
 microfluidic device with upper and lower channels centered on a porous membrane. By introducing 
macrophages, which play an essential role in the physiological functions of the intestine, 
interaction with the bacteria was confirmed, and a model similar to the intestinal environment of 
living organisms could be constructed.

研究分野：細胞組織工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫応答は個体全体の現象であるために、作用機序の解明や疾患予防・治療方開発のためのツールを得る事にお
いて、動物実験による解析が一般的であったが、培養レベルで免疫応答モデルの構築できれば、細胞レベルでの
評価が可能となり、従来の動物個体を用いた実験に代わる、安定的かつコスト的にも比較的安価な新しい評価モ
デルとしての応用が期待される。本研究は、医療産業へのニーズは勿論、貢献度や期待度が非常に高く、このよ
うなモデルは十分に社会に貢献しうると考えられる。

※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 
我々のからだには、ウイルスや病原菌の侵入などからまもる『免疫反応』という防御システム
が備わっている。免疫応答は基本的な生体防御反応であるが、このシステムに異常をきたすと免
疫性疾患を誘発する。このような自己免疫疾患の作用機序を解明し、免疫応答を制御する手法の
開発は重要な課題である。免疫応答は、さまざまな異なる細胞集団の密接な連携のもとに構築さ
れており、きわめて複雑である。そのため現状では動物(個体)実験に頼らざるを得ないが、ヒト
T細胞を用いた解析結果が必ずしもマウスの結果と一致しないという課題もある。また、動物実
験代替法の開発が望まれる今日、生体の免疫応答を培養レベルで再現可能なモデルを構築する
ことができれば、作用機序の解明や制御手法開発のための有力なツールとなり、このような手法
の開発は医学・医療において非常に重要な課題であり、培養モデルの開発は有用なアプローチと
なると考えられる。しかし生体の免疫システムには複数の要因が関与しているため、その培養モ
デルの構築は容易ではない。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、免疫応答・疾患の予測に役立つ、生体に近い生理的応答能を再現した、これ
までに報告の無い包括的な免疫応答が可能となる培養モデルの構築であり、自己免疫性疾患の
作用機序解明や制御手法開発のためのツールを確立することである。生体の免疫応答が再現可
能な培養モデルシステムの構築をするために、まず最大の免疫器官である腸管に着目した。腸管
は、腸内細菌を含む多種多様な抗原に常にさらされている特殊な器官であることから、腸管上皮
細胞のみではなく腸内細菌などとの共培養モデルへ展開し腸内細菌と免疫細胞との相互作用を
も考慮した培養モデル構築を目指した。 

 
３．研究の方法 
腸内細菌と免疫細胞との相互作用をも考慮した培養モデルを構築するため、多孔質膜を中心
にして上下に流路を有するマイクロ流体デバイスを用いて培養モデルの構築をおこなった。ヒ
ト結腸がん由来細胞株である C2BBe1 細胞を用いて多孔質膜上で培養した。上皮細胞の密着結
合の形成は、TEER値を測定することで評価した。腸内細菌モデルとして大腸菌 DH5αを用い、
蛍光顕微鏡で観察可能とするため蛍光タンパク質発現 DH5αを調製した。免疫細胞のモデルと
して、マクロファージ様細胞株である RAW264細胞をマイクロ流体デバイスへ導入した。免疫
細胞が大腸菌に応答する様子は、遺伝子発現解析によりおこなった。また、免疫応答を実現する
ため、シンジェニックモデルを目指し、マウス初代培養細胞を用いた腸管培養モデルの構築も試
みた。 
 
４．研究成果 
腸管組織培養モデルの構築には、多孔質膜を中心にして上下に流路を有するマイクロ流体デ
バイスを用いた。このマイクロ流体デバイスには膜抵抗値を測定することのできる電極が組み
込まれているため、多孔質膜上で上皮細胞の密着結合形成を評価することが可能である。ヒト結
腸がん由来細胞株である C2BBe1 細胞をマイクロ流体デバイスに播種し接着培養すると、培養
日数を経るとともに膜抵抗値の上昇が確認され、C2BBe1 細胞がマイクロ流体デバイス内で密
着結合を形成し、腸管上皮様の組織を形成していることが示唆された。 
そこで腸内環境を考慮し、この腸管組織培養モデルに腸内細菌を導入することを試みた。腸内
細菌モデルとして、大腸菌 DH5αを用いることにした。顕微鏡下での観察を容易にするため、
大腸菌にシアン蛍光タンパク質を発現させた。この蛍光タンパク質発現 DH5αを用いて、腸管
組織培養モデルとの共培養をおこなった。通常の静置培養では大腸菌の増殖が優位となり培養
系を維持することは不可能であるが、マイクロ流体デバイスを用いて流速をコントロールする
ことで、大腸菌の過剰な増殖を回避し、腸管上皮細胞との共培養が可能となった。また、このよ
うに菌数を制御した培養条件下では、腸管組織培養モデルの細胞のバリア機能が保持されてい
ることが膜抵抗値の測定から確認された。基盤となる培養モデルが構築できたため、腸の生理機
能に重要な役割を果たしている消化管に常在するマクロファージに着目し、このモデルシステ
ムにマクロファージ様細胞株である RAW264細胞の導入をおこなった。構築した腸管組織培養
モデルに RAW264細胞を播種、接着後に蛍光タンパク質発現大腸菌を導入すると、腸管組織培
養モデルの膜抵抗値の減少が観られた。これは、大腸菌を導入していない非共培養条件では観ら
れなかったことから、大腸菌と RAW264細胞との共培養の作用によるものと考えられる。そこ
で、炎症性サイトカインに着目し解析を進めたところ、RAW264細胞が大腸菌に応答し TNFα
を産生し、そのサイトカイン刺激を C2BBe1 細胞が受けることで、炎症性サイトカインである



IL-8 が放出されていることが遺伝子発現レベルで確認された。また、３種共培養系における上
皮細胞の密着結合レベルを測定すると、膜抵抗値の減少が観られ、上皮細胞のバリア機能の低下
が起きていることが確認された。これは、大腸菌に RAW264細胞が応答し産生されたサイトカ
インによって、C2BBe1細胞が刺激され、炎症性サイトカインを放出したことで上皮障害が惹起
され、上皮細胞のバリア機能低下つまり膜抵抗値が減少したことが考えられる。 
また、より生体に近い免疫応答を実現するためのシンジェニックモデル構築として、マウス初
代培養細胞を用いた腸管培養モデルの構築を試みた。マウス腸陰窩の分離をおこない腸管オル
ガノイドを形成させた。作製した腸管オルガノイドを用いて、腸内細菌由来代謝物を作用させる
と、Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (Ptgs2)遺伝子の発現が上昇することが確認された。
Ptgs2 は、炎症応答の代表的なメディエーターとしてよく知られる分子である Cox-2 を誘導し
炎症を促進することが知られており、腸内細菌との共培養により腸内環境を再現できる可能性
が示唆された。今後実際に共培養を進めることでより生体内に近い環境を実現した培養モデル
になると考えられる。 
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