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研究成果の概要（和文）： 

Notch シグナル活性化・腸管上皮幹細胞の可視化による上皮培養技術の開発に取り組み、Lgr5

遺伝子の発現制御下に EGFPを発現するマウスの腸上皮を、幹細胞を豊富に含むオルガノイドと

して安定して培養し得る技術を確立した。同オルガノイドにつき、腸炎モデルへの移植により、

腸上皮を再構成し長期生着する事を確認した。上記成果は、腸上皮培養が上皮再生治療へも応

用可能である事を示した重要な成果と考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Through our studies aimed to develop a primary culture system of the intestinal epithelial 

cells, in which Notch-activated stem cell can be easily visualized, we succeeded to establish 

a culture method using the LGR5-EGFP mice. Using those mice, we found that the 

intestinal organoids that were maintained in our culture method contains high number of 

stem cells. In addition, transplantation of those organiods to a colitic mice model resulted 

in re-construction of the damaged epithelia by the organoids, which was maintained for a 

sustained time period. These results establish the basis for cell transplantation-mediated 

regeneration therapy for intestinal diseases. 
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１．研究開始当初の背景 
我が国における炎症性腸疾患（潰瘍性大腸

炎およびクローン病）患者は、国民生活・食
習慣の欧米化を反映し増加の一途を辿って
いるのみならず、既存の治療が無効である
「難治・不応例」の急速な増加も進行してお
り、同疾患に対する全く新しい概念に基づく
治療法の開発・確立は急務である。これら腸
疾患の治療において、これまで抗 TNF-抗体
治療をはじめとする強力な免疫調節治療が
追求されてきたが、にも関わらず未だ難治・

重篤例が後を絶たない要因として、上皮再生
不全に起因する粘膜機能の持続的破綻が極
めて重要であることが近年明らかにされつ
つある。しかしながら同疾患における上皮再
生メカニズムを分子レベルで解明し、上皮構
築のみならず粘膜機能の完全回復を目指し
た治療法の研究・開発は未だ皆無であった。 
研究代表者は傷害後の消化管上皮細胞の再

生過程に骨髄—上皮細胞相互作用が関与し
（Nat Med 2002）、同作用による杯細胞への
分化誘導システムが粘膜再生に必須である
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ことを示した (Gastroenterology 2005)。 
また研究代表者らのグループは腸管杯細胞

の分化メカニズムの解明を更に追求する過
程で、ヒト腸管上皮細胞に於いて、転写因子
ATOH1が Wnt-GSK3b経路依存的にタンパク分
解される事により、細胞増殖と表裏一体とな
った特殊な分化制御機構が存在すること、を
明らかとした (Gastroenterology 2006)。 
研究代表者は杯細胞分化のマスター分子

ATOH1をさらに上流で制御するNotch シグナ
ルに着目し、1) 炎症性腸疾患の粘膜上皮で
は同シグナル活性化細胞が陰窩上皮の全長
に渡り著しく増加すること、2)同シグナル活
性化上皮細胞の増加が即ち「杯細胞の欠失」
と「PLA2G2A 産生」を誘導するのみならず、
上皮再生に不可欠な細胞増殖促進・分化調節
機能を果たしている事、3) 同シグナル活性
化不全が即ち上皮再生不全と大腸炎の難
治・重篤化に直結すること、を明らかとした
(Am J Physiol 2009)。これは炎症性腸疾患
病変部に於いてNotchシグナル活性化上皮細
胞が上皮再生応答を促進・統御するマスター
細胞群を構成し、迅速かつ秩序立った再生プ
ロセスを駆動する「メインエンジン」として
機能していることを示した重要な知見であ
ると考えられた。 
 

２．研究の目的 

本研究では従って炎症腸管粘膜上皮に於いて

誘導される「Notchシグナル活性化上皮細胞」

に着目し、同細胞が獲得する「再生粘膜幹細

胞」機能につき、獲得における分子メカニズ

ムと炎症粘膜修復機能に関する検討を目的と

した。具体的には、1) Notchシグナル活性化

維持・腸管上皮培養系の構築、2) 培養Notch

シグナル活性化維持・腸管上皮オルガノイド

の組織再生機能の解析、について検討を行っ

た。 
 
３．研究の方法 

① Notchシグナル活性化維持・腸管上皮培

養系の構築 
腸管上皮幹細胞特異的遺伝子である Lgr5 の
プロモーター制御下にEGFP-CreERT融合タン
パクを発現するマウス(LGR5-EGFP-IRES-Cre
ERT マウス)を用い、腸上皮幹細胞を可視化し
た腸上皮初代培養系の構築を行った。樹立し
た培養法にて維持された腸上皮オルガノイ
ド内でNotchシグナル活性化が維持されてい
るか否かをγ-セクレターゼ阻害薬を用いて
検討した。さらに同マウスと DLL1、DLL4 の f
lox マウス(東海大学・穂積勝人准教授より供
与)を交配することにより、幹細胞における
欠損を誘導し、DLL1、DLL4 の発現分布、並び
に生体表現型について解析を加えた。 
② 培養Notchシグナル活性化維持・腸管上

皮オルガノイドの組織再生機能の解析 

前記にて確立した手法で培養したNotchシグ

ナル活性化維持・腸管上皮オルガノイドが生

体内に定着し、損傷粘膜の修復能を発揮し得

るか否かについて、デキストラン硫酸(DSS)

による腸炎誘発モデル(DSS腸炎)を用い、同マ

ウスモデルに対しオルガノイドを経肛門的に

移植することにより、組織学的に検討を加え

た。 

 
４．研究成果 
① Notchシグナル活性化維持・腸管上皮培

養系の構築 

腸管上皮幹細胞特異的遺伝子であるLgr5の

プロモーター制御下にEGFP-CreERT融合タン

パクを発現するマウスを用い、以下の成果を

得た。 

1) 小腸及び大腸を安定して培養し得る独自

の技術を確立したのみならず、LGR5-EGFP

を指標とするライブイメージングにより

、腸上皮幹細胞を豊富に含むオルガノイ

ドとして長期培養が可能である事を明ら

かとした。 

2) 上記方法により培養したオルガノイドに

Notch活性化を阻害するγ-セクレターゼ

阻害薬を添加することにより、著しい杯

細胞分化が誘導可能である事を明らかと

した。即ち、本研究にて確立した培養法

で維持されるオルガノイドは、恒常的な

Notch活性化により未分化な形質が維持

されている事を明らかとした。 

3) 更に同マウスを用いて幹細胞特異的に

NotchリガンドDll1並びにDll4を欠損さ

せることにより、Notch活性化阻害薬と同

様の著しい杯細胞の増加と増殖帯の消失

を誘導可能である事を明らかとした。 

4) これらNotch活性化に必須と考えられる

リガンド分子群は腸管上皮における異な

る細胞集団に発現し、各々異なる役割を

担っているものと考えられた。 

② 培養Notchシグナル活性化維持・腸管上

皮オルガノイドの組織再生機能の解析 

上記方法にて体外にて維持したマウス大腸

初代培養細胞オルガノイドにつき、腸炎モデ

ルへの移植により組織再生修復能を検討し、

以下の成果を得た。 

1) 大腸上皮オルガノイドをDSS腸炎モデル

マウスに経肛門的に投与すると、粘膜欠

損・潰瘍面に選択的に生着し得ることを

確認した。同様の移植・生着は、単一の

幹細胞から樹立した大腸上皮オルガノイ

ドでも同様に可能であった。 

2) DSS腸炎の臨床経過について、上記の移植

により早期回復が得られ、腸管上皮移植



が炎症性腸疾患治療に有効である可能性

を示す個体レベルでの知見を得た。 

上記成果は、腸管上皮オルガノイドが上皮再

生治療に有用であり、その培養増殖過程に

Dll1 または Dll4 を介した Notch 活性化が必

須の役割を担っている事を示す重要な成果で

あると考えている。 
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