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研究成果の概要（和文）： 

消化・吸収能を持ち且つ蠕動能を持つ全周性腸管の再生を最も困難にしている腸管上皮組織

の再生の問題を克服するため、我々は優れた組織･細胞再生誘導能力や多分化能を持つ羊膜や羊

膜幹細胞を用いることにより検討を行った。培養実験において、羊膜上培養や羊膜幹細胞等と

の共培養により、腸上皮細胞の増殖分化が誘導促進された。しかしながら、動物モデル(ラット)

を用いた腸管の再生実験において、平滑筋組織様組織の再生は認められたが、腸上皮組織の再

生は認められなかった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 To overcome the difficulty of regeneration of intestinal epithelial tissues which is 
the most serious problems for regeneration of fully circular walled intestine with 
digestion, absorption and peristalsis, we utilized amniotic membrane and amniotic stem 
cells, which have excellent ability to induce cell and tissue regeneration or pluripotency 
to differentiate. In the in vitro analysis, the culture on amniotic membrane or co-culture 
with amniotic stem cells induced the growth and differentiation of the intestinal 
epithelial cells. However, in the in vivo experiment to reconstruct the intestine using 
animal models, the intestinal epithelial tissues were not regenerated although the smooth 
muscle-like tissues were recognized. 
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１．研究開始当初の背景 
食物の消化･吸収と消化内容物の運搬機能

を持つ全周性腸管の再生は、未だ不可能であ
る。その理由は、(1)腸上皮の組織再生が困
難(2)再生した腸管の瘢痕化 (3)腸管平滑筋

再生の不良、に要約される。応募者らは、こ
れまでの科学研究費助成研究で、上記(2)(3)
を克服し消化･吸収を行う腸管ではないが蠕
動能を持ち瘢痕狭窄が無い全周性食道の再
生に成功した。 

機関番号：34310 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2010～2012 

課題番号：22591496 

研究課題名（和文）：羊膜と羊膜幹細胞を用いた消化・吸収能且つ蠕動能を持つ全周性腸管の再生 

                     

研究課題名（英文）：Regeneration of small intestine with ability of absorption and peristalsis 

using amniotic membrane and amniotic stem cells 

研究代表者： 

辻本洋行（TSUJIMOTO HIROYUKI） 

  同志社大学・研究開発推進機構・研究員 

研究者番号：20521272 

 

 



 

 

しかし消化･吸収能を持つ全周性腸管の再
生を困難にしている最大の問題点は、(1)の
腸管上皮の再生が困難なことである。本問題
を克服し前述のような腸管の再生を行うた
めには、これまでの方法に加え、何らかの新
しい技術的な工夫が必要と考えられる。 
 

２．研究の目的 
本研究では、これまでの研究を発展させ、

消化・吸収能を持ち且つ蠕動能を持つ全周性
腸管の再生を困難にしている最大の問題で
ある(1)の腸管上皮の再生について取り組む。
特に、我々は優れた組織･細胞再生誘導能力
や多分化能を持つ羊膜および羊膜幹細胞を
用いることにより､腸管上皮の再生の可否に
ついて、培養上における検討や動物モデル
(ラット)における腸管作製の実験を行うこ
とにより、より困難で未だ成功報告のない消
化･吸収能腸管の再生を行うことを目標とす
る。 
 
３．研究の方法 
 I. in vitro 実験  
1) 単離腸上皮細胞の羊膜・コラーゲンゲル
上培養 
まず新生児ラット（哺乳ラット、F344、3W

雄）の小腸管から腸上皮細胞をEDTA法（Evans
法）にて単離する①。それを予め脱上皮細胞
処理を行ったヒト羊膜（出産時に無菌的に詐
取、NPO 法人「再生医療支援機構」より入
手）上、もしくはコラーゲンゲル（新田ゼ
ラチン、Cell Matrix Type I）上にて培養
（D-MEM 培地、10%FBS 含）を行い、1,2,3
週間後その状態を病理組織学的に観察した。 
2) 単離腸上皮細胞の共培養 
新生児ラット（哺乳ラット、F344 雄,3W）

の小腸管から腸上皮下筋線維芽細胞②を
Furuya 法に準じ組織片培養法にて単離する。 
また妊娠ラット（F344, 14 日目）から羊膜

を採取し、collagenase 法にて羊膜上皮幹細
胞を、さらにその残った組織片培養から羊膜
間葉系幹細胞③を単離した。 
ヒト羊膜上、あるいはコラーゲンゲル内に

て上記細胞②および③をそれぞれ培養し、1
週間後その上に 1)の方法に単離した腸上皮
細胞を重層し、1,2,3 週間後その状態を病理
組織学的に観察した。 
3)株化腸上皮細胞の羊膜上・コラーゲンゲ
ル培養および共培養 
 株化されたラット腸上皮細胞（IEC-6）を、
1)と同様に羊膜上およびコラーゲンゲル上
にて培養し、1,2,3 週間後その状態を 
観察。さらに 2)と同様に羊膜上やコラーゲ
ンゲル内にて細胞②③をそれぞれ培養、1週
間後その上に IEC-6細胞を重層し、1,2,3 週
間後その状態を観察した。 
 

II. in vivo 実験 
 I-1)にて単離した腸上皮細胞①を羊膜上
にて 1週間培養する。さらに I-2)にて採取し
た細胞②および③を羊膜上にて1週間培養後、
腸上皮細胞①を重層し、さらに 1週間培養を
行った。また対象として 1週間培養液内で
incubate した羊膜を用いた。 
 以上の方法にて作製した羊膜シート（写真
a）を、Poly-glycolic acid(PGA)不織布に新
生児ラット（F344、3W）から採取し mince し
た胃平滑筋組織を載せた上に重ねて複合細
胞シート（写真ｂ）を作製。これをシリコン
チューブに巻きロール上にし、麻酔下に成人
ラット（F344、7W 雌）を開腹し、大網内に包
埋（吸収糸にて 2針固定、写真ｃ）した。5
週間後、再開腹し（写真 d）作製された人工
腸管を取り出し、その組織再生について病理
組織学的に評価した。 

 

 
 
４．研究成果 
 I. in vitro 実験  
1) 単離腸上皮細胞の羊膜上・コラーゲンゲ
ル培養 
 単離腸上皮細胞は、羊膜上における 1週後
の観察において、単層の上皮組織として認め
られ、一部に細胞の立方化や重層化も認めら
れた（写真 a）。しかしながら、2,3 週目の
観察においては細胞は消失していた。一方、
コラーゲンゲル上において腸上皮細胞は、
1,2,3 週目の何れの観察でも確認出来なかっ
た（写真 b）。単離腸上皮細胞は、コラーゲ
ンゲル上では培養出来ないが、羊膜上であれ
ば 1週間程度培養が可能であり、また一部に
細胞分化も伴うと考えられた。 

 
2) 単離腸上皮細胞の共培養 
 単離培養された筋上皮細胞は免疫染色に
て SMA(+)、S100(-)、vimentin(+)、
cytokeratin (-)であった。 
 単離培養された羊膜幹細胞の内、羊膜上皮
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幹細胞は数代迄しか培養できず、一方羊膜間
葉系幹細胞は 20 代以上培養が可能であり、
以降、羊膜間葉系幹細胞を羊膜幹細胞として
実験を行った。フローサイトメトリーの解析
にて同細胞は CD11b(-)、CD29(+)（図 a）、
CD31(-)、CD44(+)（図 b）、CD45(-)（図ｃ）、
CD90(-)であった。 
 
 
 
 
 
 
単離腸上皮細胞は羊膜上における腸上皮

下筋線維芽細胞と羊膜間幹細胞との共培養
において、1週目の観察ではそれらの細胞層
の上に一層の扁平な細胞層として認められ
た（写真 a、b）。しかし 2,3 週目の観察にお
いては、上皮細胞は脱落していた。 

 
一方、単離腸上皮細胞はコラーゲンゲルに

おいて腸上皮下筋線維芽細胞と羊膜間幹細
胞と共培養した場合、1週目の観察において
コラーゲンゲルの上に一層の扁平な細胞層
として認められた（写真 c、d）。しかし 2,3
週目の観察にて、上皮細胞は脱落していた。 
以上より単離腸上皮細胞は、腸上皮下筋線

維芽細胞や羊膜間幹細胞と共培養した場合、
羊膜上のみならずコラーゲンゲル上でも1週
間程度培養が可能と考えられた。 

 

3) 株化腸上皮細胞の羊膜上・コラーゲンゲ
ル培養および共培養 
 株化腸上皮 IEC-6 細胞は羊膜上にて 1-3 週
目において、単層の上皮組織として認められ、
一部に細胞の立方化や重層化を認めた（写真
a）。一方、コラーゲンゲル上においは IEC-6
細胞は、1-3 週の観察において単層の上皮組
織のみとして認められ、重層化や立方化は認
められなかった（写真 b）。 

 

また株化腸上皮IEC-6細胞は羊膜上におい
て腸上皮下筋線維芽細胞や羊膜間幹細胞と
共培養した場合、1-3 週の観察においてそれ
らの細胞層の上に一層の扁平な細胞層とし
て認められ、一部に重層化や立方化も認めた
（写真 c、d）。 

 
 さらに IEC-6 細胞はコラーゲンゲルにて 
腸上皮下筋線維芽細胞や羊膜間幹細胞と共
培養した場合、1-3 週の観察においてコラー
ゲンゲルの上に一層の扁平な細胞層として
認められ、一部に重層化や立方化が認められ
た（写真 e、f）。 

 
 以上より株化腸上皮細胞は、羊膜のみなら
ずコラーゲンゲル上でも3週間以上単独で培
養が可能であるが、特に羊膜上培養や腸上皮
下筋線維芽細胞や羊膜間幹細胞と共培養し
た場合、細胞の増殖だけでなく重層化や立方
化等の細胞の分化も伴うと考えられた。 
 
II. in vivo 実験 
 前述の単離腸上皮細胞を羊膜上で単培養
もしくは腸上皮下筋線維芽細胞や羊膜間幹
細胞と共培養したものに、平滑筋細胞を加え
ラットの大網に包埋し、5週間後にその再生
腸管の観察を行った。しかしいずれの場合も、
一部に平滑筋様組織の再生を認めたが、腸上
皮組織の再生は認められなかった。（写真 a、
b）。さらに 10 週まで観察を行ったが、やは
り腸上皮組織の再生は認められなかった。 

 
 以上の検討から次の事が考察された。 
培養実験の結果より①羊膜の含有成分や

構成成分は、腸上皮細胞の増殖や分化を誘
導・促進すると考えられた。また②腸上皮下
筋線維芽細胞や羊膜幹細胞の分泌する液性
成分も、腸上皮細胞の増殖や分化を促進する
と考えられた。しかしながら、腸管再生実験
において平滑筋様組織の再生は認められた
が、腸上皮組織の再生は認めらないことより、
特に③生体内にて腸上皮組織の再生を伴っ
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た消化吸収能且つ蠕動能を持つ全周性腸管
を再生するためには更なる技術的な改良工
夫が必要と思われた。 
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