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研究成果の概要（和文）：本研究は、従来の不均一な間葉系幹細胞(MSCs)とCD73+ MSCsの特徴を比較し、デキス
トラン硫酸ナトリウム（DSS）誘発大腸炎モデルマウスにおけるCD73+細胞の適切な移植方法と細胞形態について
解析を行った。mRNAシークエンシング解析の結果、CD73+細胞は炎症性遺伝子の発現低下と細胞外マトリックス
関連遺伝子の発現上昇が確認された。また、経腸投与したCD73+細胞スフェロイドは、損傷部位への生着と細胞
外マトリックスのリモデリングが促進され、線維芽細胞における炎症性遺伝子発現が低下していた。これらの結
果により、CD73+細胞の移植が炎症性腸疾患の治療に有益であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to characterize CD73+ cells by comparing them with 
conventional heterogeneous MSCs and to determine the appropriate transplantation route and cell form
 for CD73+ cells in a mouse model of DSS-induced colitis. mRNA sequencing analysis showed that CD73+
 cells exhibited a down-regulation of inflammatory gene expression and an upregulation of 
extracellular matrix-related gene expression. Furthermore, three-dimensional CD73+ cell spheroids 
showed enhanced engraftment at the injured site through the enteral route, facilitated extracellular
 matrix remodeling, and downregulated inflammatory gene expression in fibroblasts, attenuating 
colonic atrophy. Our results highlight that the transplantation of homogeneous cell populations with
 well-characterized properties is beneficial for inflammatory bowel disease treatment.

研究分野：幹細胞生物学

キーワード： オルガノイド　三次元培養　炎症性疾患
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、均一なCD73+細胞集団の特徴に基づいた適切な移植方法を示し、大腸炎抑制の基礎となるメカニズ
ムの一つとして、移植細胞と組織常在線維芽細胞との相互作用を明らかにした。本成果は、潰瘍性大腸炎やその
他の炎症に基づく疾患の新たな治療法となり得る。さらに、MSCsの臨床応用において、移植細胞や分泌因子の供
給源としてCD73+細胞スフェロイドが有用である可能性を示唆している。

※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 

高齢化社会を迎えた我が国においては、高齢者が消化器系・筋骨格系の疾患に罹患する確率は

極めて 高く、再生・機能の維持は非常に重要な課題である。近年我々は、組織幹細胞の人工ニ

ッチとなる細胞外マトリックス培養法、および組織幹細胞の選択的分離およびオルガノイドの

作成について研究を行ってきた。本研究では、これらの技術を統合し、より生体内に 近い多細

胞からなるオルガノイドを作製し、組織の再生と機能補完を同時に実現する幹細胞移植プラッ

トフォームの創出を実現し、高齢者の組織障害の改善により、介護やスポーツ医学分野のさらな

る発展を目指す。 

 

２．研究の目的 

本研究では、炎症を基盤とした疾患の改善を目的とし、移植に適した細胞の選定や培養法の確

立、分泌因子の正確な遺伝子発現プロファイルの解明を行う。 

 

３．研究の方法 

(1) 移植を見据えた多細胞から構成される中胚葉オルガノイドの作製 

成体から得られる筋サテライト細胞は、増殖能力は有しているものの、in vitro で効率良く

細胞数を 増やすことは非常に困難である。申請者は、細胞外マトリックスを組み合わせること

で、in vivo の niche 状態を模倣した培養系を確立し、未分化な状態の体性幹細胞の培養法を

見出した(特願 2015-216609)。本研究では、それらの細胞の３次元培養を行い、中胚葉オルガノ

イドの作製を試みた。評価方法に関しては、細胞生存率や各種筋関連マーカー(Pax7、MyoD、

Myogenin、CD73)などの 免疫染色法による発現解析を行う。また、内分泌組織としての機能評価

は分泌サイトカインの発現解析、および培養上清の測定を行う。 

 

(2) 中胚葉オルガノイドを用いた炎症性疾患に対する再生治療効果の検証  

細胞移植療法の分野では、移植に供する細胞の形態や投与経路などにより、治療効果が異なる

ことが知られている。そこで、炎症を基盤とする潰瘍性大腸炎に対する適切な細胞移植療法の確

立を行う。 

 

４．研究成果 

(1) 移植を見据えた多細胞から構成される中胚葉オルガノイドの作製 

組織から分離された細胞をフローサイトメーターや培養などにより細胞成分を抽出し、３次元

培養を行うこと、中胚葉オルガノイドの作製を試みた。U底フラスコにて細胞を数日培養し、細

胞塊を数日から数週間培養した。免疫染色による中胚葉オルガノイドの解析を行ったところ、分

化誘導培地によって脂肪や筋肉を有する細胞塊に分化することがわかった（図１）。以上のこと

から、これまでの筋サテライト細胞と添加因子を組み合わせることで、中胚葉オルガノイドの開

発に成功した。 

 

 



図１. 免疫染色による中胚葉

オルガノイドの解析 

（左）分化前のオルガノイド。

（右）：脂肪分化因子を加えた

オルガノイド  

脂肪マーカー（緑色）、細胞骨格

マーカーの Desmin(赤色）、細胞

核は Hoecst 染色（青色）にて

表示している。 

 

(2) 三次元オルガノイドの機能解析 

CD73+細胞スフェロイド移植群における大腸炎の軽減の根底にある機序を明らかにするため、

遺伝子およびタンパク質発現の観点から、細胞形態による比較を行なった（図 2A）。FACS 解析を

用いてタンパク質発現を調べたところ、CD73 の発現は 3D 培養で有意に高いことが明らかとなっ

た（図 2B）。また、cMSC と比較して CD73+細胞集団で有意に発現上昇した遺伝子を解析した。

Smad4、Fn1、S100a13、Fbxo22、および Slc3a1 の相対的発現量は、CD73+細胞スフェロイドにお

いて 2D 細胞よりも有意に高かった（図２C）。CD73+細胞で濃縮されていた ECM に関与する遺伝子

の発現を調べたところ、Itgb3、Itgb5、Itgb8、ペリオスチン（Postn）、Mmp2、Fgf-1、Igf-1 が

3D 培養で有意に発現上昇していた（図 2D）。これらの結果から、３次元スフェロイドは、CD73+

細胞の性質を強化することが示唆された。 

 

 

図２. 二次元細胞と三次元スフェロイドの分泌因子の比較 

(A)CD73+細胞の二次元細胞と三次元フェロイド培養。(B) FACS 分析を用いて決定した培養 4日

後の CD73+細胞の頻度。(C) 細胞外マトリックス関連遺伝子を含む CD73 細胞のトランスクリプ

トーム解析。(D)細胞外マトリックス関連遺伝子を含む CD73+細胞のトランスクリプトーム解析。 
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(A) 分化前 (B) Meat Bud(分化後)



(3) 中胚葉オルガノイドを用いた炎症性疾患に対する再生治療効果の検証  

スフェロイドの経肛門的移植は、生着率が良く、CD73+細胞の有効な導入法であることを明ら

かにしたが、DSS 誘発大腸炎に対するこの方法の治療効果は不明である。本研究では 2日間の 3

次元培養により、直径 185.1μm（中央値）の CD73+細胞由来スフェロイドを調製した（図 3A,B）。

急性期における移植の効果を調べるため、これらのスフェロイドを DSS 投与 0 日目と 5 日目に

経肛門的に移植し、DSS 投与後 7日目に結腸長を測定した（図 3C）。CD73+スフェロイド移植群の

DSS 投与後 7日目の結腸長は、PBS 投与群および 5-ASA 投与群（5-ASA は UC の治療に臨床的に使

用されている）よりも有意に長かった。さらに、DSS 投与後 7 日目の大腸組織における内因性

GFP-CD45-CD140a+線維芽細胞の割合は、CD73+スフェロイド移植群において、PBS 投与群および

5-ASA 投与群よりも有意に高かった（図 3E）。これらの結果は、経肛門的ルートによる CD73+細

胞スフェロイド移植が、急性期の大腸炎萎縮の発症を予防することを示唆している。 

 

 

図３. CD73+細胞スフェロイドの大腸内腔への移植は粘膜萎縮を防ぐ 

(A) 三次元培養によって作成された CD73+細胞. Scale bars 2D, 500μm, 3D, 200μm。(B)単一

スフェロイドの代表画像。Scale bars：100μm。2 つの独立した実験から得られた n=21 の

スフェロイド。(B) 経肛門的移植によるスフェロイド移植の模式図。(C) DSS 投与後 7日目

の結腸の画像。グラフは大腸の長さを示す。Vehicle、PBS 処理群：5-aminosalicylic acid

（5-ASA）、5-ASA 処理群；CD73+スフェロイド、移植群：n＝3（PBS）、n＝4（5-ASA）、n＝4

（CD73+スフェロイド）マウス。(D)FACS 解析によりパネルに示された、各群の GFP-CD45-

CD140a+単一生細胞を示すヒストグラム。破線は陽性率の閾値を示し、右のグラフは 7日目

の定量データを示す。統計的有意性は Tukey の検定を用いて決定した。データは平均値±

SEM で示した。* p < 0.05; *** p < 0.005 



 

本研究では、均一な CD73+細胞集団の特徴に基づいた適切な移植方法を示し、大腸炎抑制の基礎

となるメカニズムの一つとして、移植細胞と組織常在繊維芽細胞との相互作用を明らかにした。

本成果は、潰瘍性大腸炎やその他の炎症に基づく疾患の治療に新たな道を開くものである。 
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