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研究成果の概要（和文）：マウス大腸上皮細胞で確立したair-liquid interface (ALI) 培養法を応用し、患者
由来ヒト大腸上皮細胞を用いたALI培養法を確立した。培地条件を検討することで、恒常状態のヒト大腸上皮細
胞に類似した円柱上皮を再現可能な培養条件を見出した。ALI培養開始時の細胞は扁平状であり、潰瘍性大腸炎
の炎症部でしばしば見られる扁平化上皮細胞を再現していると考えられた。扁平状の培養細胞の遺伝子発現パタ
ーンは、潰瘍性大腸炎の炎症大腸上皮や胎児期の腸粘膜の遺伝子発現パターンと類似していることを確認した。
この培養系をさらに応用することで、炎症性腸疾患の病態解明や新規治療法開発への貢献が期待される。

研究成果の概要（英文）：We established an air-liquid interface (ALI) culture method for 
patient-derived human colonic epithelial cells by adapting a technique originally developed for 
mouse colonic epithelial cells. Through optimization of the culture medium, we identified conditions
 that can replicate the columnar epithelium characteristic of normal human colonic epithelial cells.
 At the start of ALI culture, the cells exhibited a flattened morphology, similar to the flattened 
epithelial cells frequently observed in inflamed regions of ulcerative colitis. Furthermore, we 
confirmed that the gene expression patterns of these flattened cultured cells were comparable to 
those of inflamed colonic epithelium in ulcerative colitis and fetal intestinal mucosa.Further 
application of this culture system holds promise to expand our understanding of the pathogenesis of 
inflammatory bowel disease and to develop new therapeutic approaches.

研究分野： 消化器内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腸上皮細胞の3次元培養法が初めて報告されて以降、3次元培養法は腸上皮細胞の生理機能や腸疾患の病態の解
明、および新規治療薬の開発等に大きな貢献をしてきた。しかし、従来の3次元培養法では炎症性腸疾患で繰り
返される「傷害→再生→治癒」過程を再現することは困難であった。それに対し、我々が開発した2次元培養モ
デルは、ヒト腸粘膜の「傷害→再生→治癒」過程を再現し、その過程を経時的に解析することも可能である。よ
って、この培養モデルをさらに応用することで、ヒト腸上皮の再生メカニズムの解明が期待されるだけでなく、
炎症性腸疾患の病態解明、新規診断法や治療法の開発等にも貢献できると期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 炎症性腸疾患は腸管に慢性炎症と潰瘍を起こす難病の一つであり、同疾患の発病要因は未だ
不明である。寛解と再燃を繰り返すことが特徴で、その過程で腸管の最表面を覆う腸管上皮細胞
は「傷害→再生→治癒」過程を繰り返し経験している。しかし、炎症性腸疾患患者の腸管内で、
再生・治癒がどのように制御されているかは未だ不明である。 
 
 
２．研究の目的 
 
 研究代表者らは炎症性腸疾患における腸上皮機能の役割に着目し、患者由来ヒト腸上皮細胞
の３次元培養技術を用いた独自の病態解明研究を展開してきた。しかしながら、従来の３次元培
養法では腸上皮細胞の「傷害→再生→治癒」過程を再現するのは困難であるため、新しい培養モ
デルの構築が望まれていた。そこで研究代表者らは、気管支上皮細胞の培養で用いられている
air liquid interface（ALI）培養技術を応用し、マウス大腸上皮細胞の恒常状態、および、炎症
性腸疾患の疑似モデルであるマウス DSS 腸炎の「傷害→再生→治癒」過程を in vitro で再現す
ることに成功した。そして、傷害時の細胞は各種分化マーカーの発現が低下すると共に、胎児期
遺伝子群を高発現すること（細胞の「胎児化」）を見出した。 
 本研究では、マウス細胞用に樹立された 2 次元培養法を患者由来ヒト大腸上皮細胞用に最適
化し、恒常状態のヒト大腸上皮の細胞形態を再現すると共に、「傷害→再生→治癒」過程を in vitro
で反復可能な新規２次元培養モデルの構築を試みる。その結果として、炎症性腸疾患患者の腸上
皮再生・治癒がどのように制御されているかの解明を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
1)ヒト大腸上皮細胞の新規 2次元培養モデルの確立 
 
 マウスとヒトの大腸上皮 3次元培養では、必要な培養因子が異なる。すなわち、マウス大腸上
皮の 3 次元培養には Wnt3a、Rspondin、Noggin の 3 種類のタンパクが必須であるのに対し、ヒト
の場合は、これらのタンパクに加え、Rock 阻害剤と TGFβ阻害剤の添加が必須である。これらの
差異に着目しながら、マウス大腸上皮細胞を用いて確立した 2 次元培養法を、患者由来ヒト大腸
上皮細胞用に最適化する。患者由来ヒト大腸上皮細胞は、所属研究室が保有するライブラリを使
用する。組織学的解析、免疫組織学的解析、遺伝子発現解析等を用いて、培養細胞の評価を行う。 
 
2)患者由来大腸上皮細胞の再生過程と「胎児化」の関連性の解明 
 
 傷害時と恒常状態の細胞形態・遺伝子発現パターンを再現可能な培養条件を設定し、それぞれ
の培養細胞を比較解析することで、傷害時から恒常状態へと細胞が経時的に変化していく過程
を、組織学的解析および遺伝子発現解析などを用いて評価する。各種分化マーカーや胎児期遺伝
子の発現変化を解析すると共に、Gene Set Enrichment 解析（GESA）などを用いて各培養条件に
おける遺伝子発現パターンの特徴を明らかにする。最終的には患者由来大腸上皮細胞の再生過
程と細胞の「胎児化」の関連性を解明することを目指す。 
 
 
４．研究成果 
 
1)ヒト大腸上皮細胞の新規 2次元培養モデルの確立 
 
 マウス大腸上皮細胞で確立した ALI 培養法を応用し、患者由来ヒト大腸上皮細胞の ALI 培養法
の条件検討を行った。3次元培養法で用いる培地条件（Wnt3a、Rspondin、Noggin、Rock 阻害剤、
TGFβ阻害剤）と比較し、Rock 阻害剤と TGFβ阻害剤を除いた培地条件の方が、ヒト大腸上皮の
in vivo 形態に近いことを見出した。また、マウス細胞は in vivo 形態と類似した円柱上皮構造
になるのに 14 日以上の培養日数を要したのに対し、ヒト細胞はより短い期間で円柱上皮構造を
呈することが分かった。組織学的解析、免疫組織学的解析、電子顕微鏡による解析を通じて、成
熟した吸収上皮細胞、杯細胞、腸内分泌細胞が自律的に誘導されることを確認した。また RNA シ
ークエンスによる網羅的遺伝子発現解析でも、in vivo の正常大腸上皮細胞に似た遺伝子発現パ
ターンを呈することを確認した。 
 



2)患者由来大腸上皮細胞の再生過程と「胎児化」の関連性の解明 
 
 
 マウス大腸上皮の ALI 培養と同様に、ALI 培養開始時のヒト大腸上皮細胞は扁平状であり、潰
瘍性大腸炎の炎症部でしばしば見られる扁平化上皮細胞を再現していると考えられた。GSEA を
用いた解析によって、扁平状の培養細胞は潰瘍性大腸炎の炎症粘膜の遺伝子発現パターンと類
似した遺伝子を発現していることが明らかとなった。また、いくつかの胎児期に特異的な遺伝子
を高発現していることを確認すると共に、GSEA による解析でも、扁平化した培養細胞は胎児期
上皮と同様な遺伝子発現パターンを示すことを確認した。 
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