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研究成果の概要（和文）：本研究では申請者独自のクローン病患者層別化と体外モデルを融合させ、小腸特異的
障害に関する新規知見を得ることを目的とした。当該期間の研究を通じ、ヒト小腸より腸管上皮細胞を単離し、
3次元初代培養法にて小腸上皮細胞を培養しオルガノイドを樹立した。オルガノイドでの炎症刺激受容体の発現
を確認し、炎症惹起物質を決定し培養条件を確立した。12週間の炎症刺激後にオルガノイドを回収しRNAを抽出
すると共に添加3時間後のオルガノイドと比較検討し、NF-kBシグナルの蓄積を確認した。また、内視鏡生検組織
よりオルガノイドを樹立する際に適切な培養条件等についてマトリックス等の観点から検討を行い、新たな知見
を蓄積した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to integrate applicant-specific Crohn's disease 
patient stratification and in vitro models to obtain novel insights into small intestine-specific 
mucosal damage. During the study period, we isolated intestinal epithelial cells from the human 
small intestine and established organoids by culturing the small intestinal epithelial cells using a
 three-dimensional primary culture method. We confirmed the expression of inflammatory stimulus 
receptors in the organoids and determined pro-inflammatory factors to establish the culture 
conditions. After 12 weeks of inflammatory stimulation, we recovered the organoids, extracted RNA, 
and compared them with organoids treated with the stimulus for 3 hours, confirming the accumulation 
of NF-kB signaling. Furthermore, we examined the appropriate culture conditions, including matrices,
 from the perspective of obtaining organoids from endoscopic biopsy tissues and accumulated new 
findings.

研究分野：消化器病学

キーワード： クローン病　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
本研究で得られた知見・成果を基に、治療薬や病型等により層別化を行ったクローン病患者由来の小腸オルガノ
イドについて解析を進めることで、炎症環境のみならず生物学的製剤等による治療応答やLRG等の既存の血清バ
イオマーカー等と小腸上皮障害維持機構・粘膜治癒を規定する因子がいかなる関係を有するのかが明らかとなる
ことが期待できる。さらに同疾患において小腸病変の成立・局在を規定する要因の解析・新規バイオマーカーの
同定を進めることも可能となり、小腸粘膜の全層性の寛解を規定する因子等も明らかとなることが期待できる。

※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 
独自に構築したヒト細胞での体外 IBDモデルを小腸に応用し、種々のクローン病モデルを構築
することで特異的障害機構が解明できると着想した。申請者独自のクローン病患者層別化とク
ローン病体外モデルを融合させることにより、小腸特異的障害に関する鍵分子の同定を目的と
する 。将来的には鍵分子を標的とした治療法の開発により、小腸粘膜を直接の標的とした治療
の確立が期待でき、クローン病以外の小腸難病にまで展開させることが可能である。小腸内視鏡
を多く施行することで小腸粘膜評価法を構築し、且つ豊富な生検検体を活用して基礎研究まで
発展させてきた申請者のみに遂行可能であり、独創的で世界的な評価に耐えうる研究と考える。  
 
２．研究の目的 
炎症性腸疾患は難治性の慢性の腸疾患である。クローン病は小腸・大腸に難治性の潰瘍病変を有
し、出血・狭窄・瘻孔などが生じため QOLが著しく低下する。治療の問題点として、一旦寛解
しても再燃を来し狭窄・瘻孔を生じること、病変部位を切除しても残存小腸から再燃すること 、
小腸は大腸と異なり全摘出ができないため手術を繰り返した結果、短腸症候群を引き起こすこ
とが挙げられる。申請者は独自に構築したクローン病小腸粘膜評価法により小腸に病変が残存
している症例が多いことを発見し、小腸特異的に粘膜障害機構が存在することが予想された。そ
こで独自に構築したヒト細胞での体外 IBDモデルを小腸に応用し、種々のクローン病モデルを
構築することでこの特異的障害機構が解明できる と着想した。本研究では申請者独自のクロー
ン病患者層別化とクローン病体外モデルを融合させることにより、小腸特異的障害に関する鍵
分子を同定することを目的とする。  
 
３．研究の方法 
概略としては、2種類のヒトクローン病モデルを構築し、小腸上皮障害機構を明らかとする。さ
らに大腸炎モデルと比較することにより小腸特異的障害機構、および鍵分子候補を抽出する。候
補鍵分子の臨床検体における発現および鍵分子機能を阻害した際の粘膜治癒効果を確認するこ
とによりヒト小腸特異的粘膜障害鍵分子を同定することである。 
 
令和 2年度  
1)ヒト小腸オルガノイド炎症刺激によるモデル構築ではヒト小腸より腸管上皮細胞を単離し、3
次元初代培養法にて小腸上皮細胞 を培養しオルガノイドを樹立する。  
2)独自に層別化したクローン病由来オルガノイド樹立においては独自に確立した小腸病変評価
により、クローン病患者を A)小腸・大腸共に病変が残存する症例、B)小腸に病変が残存してい
るが大腸病変は粘膜治癒の症例、C)小腸・大腸共に粘膜治癒をきたした症例の 3 群に層別化す
る。 
  
令和 3年度  
長期刺激後に炎症惹起物質を培地から除去した後に 2 か月後以降の発現遺伝子を網羅的に解析
し、炎症刺激にて形質転換した遺伝子群を抽出する。また前年度に層別化患者群から B群と C群
において共通する遺伝子群を小腸特異的粘膜障害因子候補として抽出する。 
  
令和 4年度  
前年度までに計画 1)2)にて抽出された候補因子の中で全てに共通する因子を同定し、小腸特異
的粘膜治癒に対する鍵分子候補とする。  
 
４．研究成果 
 
 令和 2年度)ヒト小腸より腸管上皮細胞を単離し、3次元初代培養法にて小腸上皮細胞を培
養しオルガノイドを樹立した。オルガノイドでの炎症刺激受容体の発現を確認し、炎症惹
起物質を決定し培養条件を確立した。12 週間の炎症刺激後にオルガノイドを回収し RNA を
抽出すると共に添加 3 時間後のオルガノイドと比較検討し、NF-kB シグナルの蓄積を確認
した。 

 令和 3年度)クローン病小腸病変の粘膜治癒機構について、内視鏡を用いた独自のクローン
病粘膜評価法に基づき、粘膜治癒との関係について検証を行った。この結果、血清における
LRG 濃度が小腸粘膜治癒の有無を反映するバイオマーカーとなり得ることが明らかとなっ
た。一方、既存の生物学的製剤においては高い濃度を維持することが粘膜治癒の達成に必
要であることが示された。 

 令和3年度)クローン病小腸病変より得られた内視鏡生検組織よりオルガノイドを樹立する
際に適切な培養条件等について、再度検討を実施した。この結果、適切なマトリックスや
Wnt アゴニストを用いることにより、効率的な培養が可能となる可能性が示された。 



 令和 4年度)クローン病小腸病変の粘膜治癒機構について、内視鏡および MRI 等を用いた独
自のクローン病粘膜評価法に基づき、粘膜深層との関係について検証を行った。この結果、
既存の生物学的製剤においては高い濃度を維持することで、粘膜全層における炎症の解除
が得られること、これにより予後の改善が得られることが示された。 

 令和4年度)クローン病小腸病変等より得られた内視鏡生検組織よりオルガノイドを樹立す
る際に適切な培養条件等について、最適化に関する検討を進めた。この結果、適切なレベル
で Wnt シグナルを維持すること、マトリゲルに類似したマトリックス環境を維持すること
が重要であることが確認された。一方、大腸由来生検組織からオルガノイドを樹立する際
と類似した培養環境では初期培養の継続が困難となる例があることが確認された。 

 
本研究で得られた知見・成果を基に、治療薬や病型等により層別化を行ったクローン病患者由来
の小腸オルガノイドについて解析を進めることで、炎症環境のみならず生物学的製剤等による
治療応答や LRG 等の既存の血清バイオマーカー等と小腸上皮障害維持機構・粘膜治癒を規定す
る因子がいかなる関係を有するのかが明らかとなることが期待できる。さらに同疾患において
小腸病変の成立・局在を規定する要因の解析・新規バイオマーカーの同定を進めることも可能と
なり、小腸粘膜の全層性の寛解を規定する因子等も明らかとなることが期待できる。 
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