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研究成果の概要（和文）：新規の培養技術確立により、正常大腸上皮の増殖・分化を可視化する

システムを構築した。この方法で得られた培養大腸上皮細胞は上皮傷害を惹起した大腸の上皮

欠損部位に生着したのみならず、機能的大腸上皮を再生した。重要なことに、1個の Lgr5+大腸

幹細胞から培養し増やした細胞群の移植でも同様の上皮再生を確認できた。本培養技術とイメ

ージング技術は、大腸上皮幹細胞研究の新しいツールとなることが期待される。また、体外培

養幹細胞で大腸上皮再生が可能であることを示した本成果は、新しい再生医療の可能性を示す

ものと考えた。 
 
研究成果の概要（英文）：We have developed a novel culture method for colonic epithelial cells that 
allows long-term maintenance and efficient expansion of stem cells in vitro. Colonic crypts from normal 
adult mice were isolated and three-dimensionally cultured in serum-free medium supplemented with a 
combination of growth factors. The crypt cells formed a round cystic organoid consisting of epithelial 
monolayer of multi-lineage cells, continuously grew with increasing size of organoid structure, and could 
be propagated for months without losing their properties. Importantly, Lgr5+ colonic stem cells were 
constantly maintained for a long time period in our culture. In order to test transplantability of these 
cultured cells, GFP+ colonic cells were re-introduced into the lumen of mouse colon superficially 
damaged by DSS treatment. As observed 4 weeks post-transplantation, the infused organoids readily 
integrated into the epithelium to form self-renewing GFP+ epithelial patches that were histologically 
normal. Similar results were obtained with colon organoids that were derived from a single Lgr5+ colon 
stem cell after extensive in vitro expansion.  
The techniques that we have developed would be of significant help to build a basis to develop a novel 
colon stem cell therapy based on in vitro expansion of a single adult colonic stem cell. 
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１．研究開始当初の背景 
腸管上皮組織は、上皮性幹細胞を由来とし、

陰窩を一単位とする細胞群の秩序正しい増

殖と分化の調和のもと、生涯を通じ再生を繰

り返す。一方この調節機構の破綻は、ヒト疾

患で見られる重篤な消化管組織再生不全や

消化器癌における細胞癌化機構と深く関わ

っている。 

 申請者はこれまで、腸管上皮細胞研究に従

事し、細胞内シグナル分子発現を上皮細胞分

化との関与という視点でとらえる独創的な

成果をあげてきた（Mol Cell Biol 2004, FEBS 

Lett 2005）。またその後においては、腸管上

皮細胞内で活性化された Wnt シグナルと

Notch シグナルをリンクするクロストーク機

構を見いだした（Gastroenterology 2007、

BBRC 2008）。 

 しかしながら腸管上皮研究手法が、ヒト組

織やモデル動物（遺伝子操作動物を含む）を

用いた組織レベルでの静的な解析、あるいは

ヒト大腸癌由来の株化細胞を用いた解析に

とどまり、正常腸管上皮の増殖・分化に関わ

る分子機構については未だ解決されない問

題が数多く存在するのも事実であった。これ

らを背景とし、申請者は正常腸管上皮細胞の

体外培養技術開発に着手した。その結果、上

皮細胞単離技術、細胞外マトリックスの使用

条件、および蛋白因子添加条件の組み合わせ

により、正常マウス大腸組織由来上皮細胞が

きわめて純度の高いまま、数週間にわたって、

しかも無血清培地中で維持可能であること

を見出すことができた。さらにこれら細胞が、

長期にわたり上皮細胞マーカーを発現する

未分化細胞群で、かつ DNA 複製能を維持した

細胞集団であることを見出した。 

 これらを背景とし、本研究を申請する着想

にいたった。 

 
２．研究の目的 
 本研究においては、独自の大腸上皮細胞培

養技術を発展させ、これを独自に有するイメ

ージング技術と組み合わせることで、正常腸

管上皮細胞の増殖・分化過程をリアルタイム

に可視化しうるシステムを構築することを

目的として開始された。 

 
３．研究の方法 
１）正常マウス由来大腸上皮細胞の性状解析 

1-A)マウス大腸上皮細胞培養法の最適化 

 本研究開始後には、申請者が既に確立した

培養技術をさらに改良し、3 次元培養のため

の細胞外マトリックスの利用の検討、および

培地組成に必須の因子の同定をおこない、長

期培養技術の効率化を図った。 

 

1-B)マウス大腸上皮細胞の発現因子解析 

 本技術で培養可能となった正常大腸上皮

細胞の性状解析のため、RT-PCR および免疫細

胞染色法で E-cadherin、MUC2、ChrmograninA、

Carbonic Anhydrase II（CAII）、COX-1、Ki-67

などの発現と局在を解析した。また、透過電

子顕微鏡観察により上皮細胞としての微細

構造を解析した。 

 

1-C) マウス大腸上皮細胞の in vitro での分

化誘導の検討 

 培養大腸上皮幹細胞の in vitro 分化能を

検討するため、Notch シグナル阻害剤を培地

中へ添加し、幹細胞マーカーや分化細胞マー

カー発現の経時変化を解析した。 

 

２）大腸上皮幹細胞の増殖プロセスのリアル

タイム可視化システム構築 

 大腸上皮細胞の増殖過程の長時間イメー

ジングをおこなうため、単離直後の大腸陰窩

が 3次元的構造をとりながら増殖していく全

プロセスを、微分干渉法を用いてタイムラプ

ス観察をおこなう条件を設定した。また、幹

細胞マーカーである Lgr5 のプロモーター下

流に EGFP を組み込んだノックインマウス

（Lgr5-EGFP-ires-CreERT2）から得た大腸上

皮を培養し、幹細胞の挙動を 150 時間以上の

長時間にわたり観察した。 

 

３）培養大腸上皮幹細胞移植による上皮再生

過程の解析 

 培養大腸上皮細胞の移植により傷害大腸

上皮を修復することを試みた。このために、

EGFP トランスジェニックマウスより単離し

培養した上皮をドナー細胞とし、一方 DSS 経

口投与で大腸炎を惹起したマウスをレシピ

エントとした移植実験の条件検討をおこな

った。 

 

４）単一の大腸上皮幹細胞の体外増幅と、こ

れを用いた移植実験 

 ただ 1 個の大腸上皮幹細胞を単離し、これ

を体外で培養し増やした後に移植する実験

を構築した。このため、Cre リコンビナーゼ



による組換え依存性に Rosa26 座に蛍光タン

パ ク を 発 現 す る マ ウ ス と

Lgr5-EGFP-ires-CreERT2 マウスを交配した

マウスを利用し、タモキシフェン投与で Cre

による組換えを誘導したのちに、大腸上皮を

単離した。EGFP かつ RFP 陽性の大腸上皮幹細

胞を単離し、限界希釈法によって 1 個の幹細

胞に由来する上皮細胞を増やし、DSS 経口投

与で大腸炎を惹起したマウスに移植した。 

 

５）培養正常小腸上皮細胞の薬物輸送機能解

析 

 本研究より派生したプロジェクトとして、

正常小腸上皮細胞による薬物輸送動態をリ

アルタイムで観察し解析する実験技術を構

築した。すなわち、正常マウスより単離した

小腸上皮細胞が薬物トランスポーターを発

現することを利用し、これを小腸上皮による

薬物排出機構解析に利用するための基礎検

討をおこなった。 

 
４．研究成果 

1) 正常マウス大腸上皮細胞培養技術の確立 

  マウス大腸クリプトをI型コラーゲンゲル

に包埋し、Wnt シグナル活性化因子(Wnt3a お

よびRspo1)、BMPシグナル阻害因子(Noggin)、

EGF、HGF および牛血清アルブミン(以下 BSA)

を含む無血清培地で培養すると、球状オルガ

ノイドとして培養可能であることを見出し

た。オルガノイドの回収・分散後に同一条件

で培養すると球状オルガノイドの再形成が

見られ、この継代操作により 1年を超す長期

培養が可能であった。 

 

2) 培養大腸上皮細胞の性状解析 

 培養可能となった大腸上皮オルガノイド

は、単層の上皮細胞から成り、アルシアンブ

ルー陽性杯細胞、CgA 陽性神経内分泌細胞、

CAII 陽性吸収上皮細胞、COX1 陽性タフト細

胞、KI67 陽性未分化細胞を含んでいた。透過

型電子顕微鏡観察により、これらオルガノイ

ドが上皮細胞に特徴的な微絨毛・密着結合に

加え、内腔に粘液顆粒を有する杯細胞、基底

膜側に電子密度の高い分泌顆粒を有する神

経内分泌細胞、および分裂期染色体を示す増

殖細胞を含むことが示された。 

 

3)本培養技術による Lgr5+上皮幹細胞の挙動

解析 

 発現遺伝子解析により、幹細胞マーカー

Lgr5 が培養開始 1週間で著増し、以後維持さ

れ る こ と が 示 さ れ た 。

Lgr5-EGFP-ires-CreERT2 マウスの大腸上皮

を単離し、その培養過程をリアルタイムで観

察した結果、Lgr5+細胞数が培養過程、特に

培養開始後数日間に著増することが明らか

になり、本培養法が上皮幹細胞を体外で増加

させるものであることがわかった。 

 さらに詳細な解析により、Lgr5 遺伝子発現

増加には Wnt・Notch・BMP シグナルが関与す

ることが明らかになるとともに、γセクレタ

ーゼ阻害剤によるNotchシグナル阻害により

幹細胞から杯細胞への分化が促進されるこ

とも示された。 

 

4) 培養大腸上皮幹細胞移植による傷害上皮

の修復 

 EGFP トランスジェニックマウス由来培養

大腸上皮細胞がレシピエントマウス大腸の

上皮欠損部位に生着する移植条件を見いだ

した。ドナー細胞は、移植 1 週後には主とし

て潰瘍部を平坦な面として被覆し、欠損上皮

を補充することが明らかとなった。さらに移

植 1ヶ月後にも移植片がレシピエント内に存

在しうること、しかもこの中には全ての分化

細胞と増殖細胞を含んだ正常クリプト構造

を有する大腸上皮が構築されることを明ら

かにした。 

 また、移植成功群（N=6）と偽移植群（N=6）

の比較の結果、移植成功群では移植後の体重

増加が速やかであることから、急性腸炎モデ

ルマウスに対する培養細胞移植が臨床的有

用性をもつ可能性が示唆された。 

 

5) ただ1個のLgr5+幹細胞に由来する細胞移

植と大腸上皮再生 

 本培養法により、単一の Lgr5+大腸幹細胞

から大腸上皮細胞を大量に増やすことが可

能であった。得られた培養細胞を用いて移植

実験をおこなった結果、全ての分化細胞と増

殖細胞を含む組織学的に正常な大腸上皮が

再生した。さらに、移植後半年を経過したレ

シピエントマウスにおいても、増殖細胞およ

び全ての分化細胞を含むクリプトが複数認

められることから、本培養技術において、正

常の組織構築能を維持し長期にわたって幹

細胞性を維持する細胞が数的増大を伴いつ

つ維持できることが明瞭となった。 

 

6) 培養小腸上皮細胞がもつ薬剤輸送能の解

析 

 本プロジェクトの遂行中、大腸ではなく小

腸上皮細胞の体外培養技術が報告された

（Sato et al,Nature 2009）。申請者は大腸

上皮培養技術をすでに確立し有することか

ら、報告された小腸上皮培養を直ちに再現可



能であった。さらに培養正常小腸上皮を用い

て、腸管上皮における薬物吸収を制御する薬

剤排出トランスポーター(P-gp)の機能解析

をおこなった。その結果、３次元的に培養さ

れる小腸上皮が閉鎖腔をもち嚢状構造を呈

とる中で、P-gp の遺伝子と蛋白が生理的レベ

ルで発現することを確認した。また、培地に

P-gp の基質を加えると、その蛍光が細胞の基

底側から管腔側へと輸送され内腔に集積す

ることを見いだし、この全過程をリアルタイ

ムで観察するシステムを構築した。得られた

画像データを数理解析することで、培養小腸

上皮による薬物輸送動態のパラメーターを

算出することが可能となった。 

 

7) 結論 

 本研究では、これまで困難とされてきた腸

管上皮細胞の培養技術を確立し、イメージン

グ実験と組み合わせることで、正常腸管上皮

細胞の増殖・分化過程をリアルタイムに可視

化することを目指した。その結果、マウス大

腸上皮細胞を長期に培養する新規培養法を

確立した。この方法では、Lgr5+大腸上皮幹

細胞を増やすことが可能であり、培養大腸上

皮細胞は上皮傷害大腸の上皮欠損部に生着

した。さらにこれらドナー上皮が、機能的大

腸上皮を再生し長期にわたりレシピエント

体内で維持されることも明らかとした。重要

なことに、1 個の Lgr5+大腸幹細胞から培養

し増やした細胞群の移植によっても同様の

上皮再生を確認できた。これらの結果は、大

腸上皮幹細胞をその幹細胞性を維持したま

ま体外で増やすことが可能であること、およ

び幹細胞移植治療が実現可能であることを

示すものと考えられた。 

 本研究の意義は第一に、腸管上皮幹細胞の

in vitro 操作を可能にした点にある。本培養

技術は、大腸上皮幹細胞研究の新しいツール

として、分子生物学的および生化学的解析の

進展に大きく寄与するであろう。 

 第二の意義は、培養大腸上皮細胞を用いた

同種間上皮移植に世界で初めて成功し、移植

上皮が別の個体内で機能的大腸上皮を再生

すること、上皮移植が急性腸炎の回復に一定

の治療効果を有すること、更にはただ一個の

幹細胞であってもこれを体外で増やし移植

することで同様の機能的大腸上皮の再生が

可能であることを示した点にある。これら一

連の結果は、微小な検体から増やした培養幹

細胞であっても、腸管上皮再生に利用しうる

との重要かつ画期的な知見を供与するもの

であり、意義の高いものであると考える。 
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