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研究成果の概要（和文）：小腸化大腸の効率的作製法を確立することを目的とした。胎仔ラットの小腸をコラーゲン処
理して作製したorganoid unitを移植に用いた。
ラットの上行結腸約15mmを分離、無粘膜大腸を作製した。分化促進因子を添加したorganoid unitを無粘膜大腸、幹細
胞の効率的な付着を期待しステントを挿入した状態の無粘膜大腸、一端に回腸15mmを吻合した無粘膜大腸に注入した。
3週間後に内腔を観察したが、粘膜上皮の再生は極一部だった。回腸を吻合したものは、粘膜侵入が一部認められた。
小腸化大腸の作製は、分化促進因子の添加では不十分だが、正常小腸を吻合すると粘膜が侵入し、これを利用する方法
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to establish the efficient method of regeneration 
of fetal small intestinal mucosa on the denuded colon. Intestinal epithelial organoid units harvested 
from fetal rats were inｊected into denuded colon of adult rats.
The 15mm length of ascending colon was isolated. A surgical mucosectomy was performed and denuded colonic 
muscle was reformed to tubular structure. Organoid units with stimulating factor were injected into the 
denuded colon, the denuded colon with stenting tube, and the denuded colon anastomosed with 15mm ileum. 
Full resurfacing of denuded colon with neomucosa did not occur in any loop. Only small nodular neomucosal 
area was seen in the denuded colon and partial extension of ileal mucosa to the colonic muscle 
anastomosed with ileum.
Full surfacing of denuded colon with neomucosa is very difficult to perform using this technique. Denuded 
colon anastomosed with small intestine may be helpful to regenerate of fetal small intestinal mucosa.
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１．研究開始当初の背景 
短腸症候群は小腸における消化吸収能のみ
ならず免疫機能が著しく低下するため，栄養
不全，免疫不全を来たし致命的でさえある．
また，小児においては身体的・精神的な発育
障害をきたす原因となる．短腸症候群に対す
る治療として，対症療法的に，主に経静脈栄
養が行われているが，根本的な治療とはなら
ず種々の合併症もあり，その管理に難渋する．
経静脈栄養から離脱し経口的栄養摂取が可
能かどうかが，患児の予後や quality of 
life に大きく関与する．経静脈栄養からの
離脱には，正常な機能を有する残存小腸の長
さが問題であり，Bianci 法や Step 延長術
などが外科的小腸延長術として臨床応用さ
れているが，これらを行うにもある程度の長
さの残存小腸が必要である．また，根治的な
手術として小腸移植があるが，小腸はリンパ
組織が多く拒絶反応がおこりやすく，免疫抑
制による副作用としての敗血症の合併も多
い．肝臓や腎臓の移植に比べ臨床成績は不良
といわざるを得ず，実用的な治療法として確
立していない．そこで，最近は再生医学研究
の一環で小腸組織再生が challenge されて
いる．マウス ES 細胞から腸管組織を誘導す
る研究報告が散見されるが，完全に管腔構造
を有する小腸が誘導されるまでは至ってい
ない．その理由として，小腸組織の再生には，
内胚葉由来の上皮，中胚葉由来の平滑筋，外
胚葉由来の神経組織さらには血管まで再生
しなければならないことが大きな壁になっ
ていると考えられる．そこで我々は，短腸症
候群の患児にも残存する大腸を代用腸管と
し，小腸粘膜をそこに再生する方法を研究し
てきた．すなわち，無粘膜化した大腸に胎仔
ラットより採取した小腸から小腸幹細胞を
含む細胞塊（organoid unit）を移植するこ
とで，無粘膜大腸内腔に極一部ながら島状に
小腸粘膜を再生させた．さらに，bFGF を 
organoid unit に添加することで再生がやや
促進されたが，完全に無粘膜大腸内腔をすべ
て覆うような小腸粘膜の再生は認められな
かった 1)． 
 
２．研究の目的 
無粘膜大腸に小腸粘膜 stem cell 含有溶液

（organoid unit）を移植して小腸粘膜を再生

させ，小腸化大腸を作製する方法を確立した

1)が再生効率に問題がある．この小腸化大腸

作製の過程で organoid unit を移植すると

きにいくつかの増殖因子を添加することで再

生効率を高め，完全な管腔構造を呈し消化吸

収可能な小腸化大腸を作製することを目的と

する． 

 

（1）分化誘導促進因子（未定）を organoid 

unit に添加し，無粘膜大腸内腔に小腸粘膜が

再生される効率が促進されるかどうかを判定

する． 

 

（2）無粘膜大腸を長くした場合，どの程度の

長さまで小腸粘膜化が可能かを調べる． 

 
３．研究の方法 
胎仔 Lewis ラットより採取した小腸をコラ

ーゲン処理して作製した organoid unit を

雄性同種ラットの有茎無粘膜大腸の内腔に注

入して再生小腸を作製する．このとき，

organoid unit に分化促進因子を添加し，

各々の添加因子群毎に小腸粘膜の再生効率を

検討する． 

 

（1）胎仔 Lewis ラットの小腸を細かく刻み 

HBSS で洗浄の後，酵素処理（collagenase XI， 

dispase I）し，小腸粘膜の stem cell を含 む

organoid unit を作製する． 

 

（2）雄性 Lewis ラットの上行結腸1.5cm を

分離し，腸間膜対側で開き粘膜を除去．管腔

構造に再建し有茎無粘膜大腸を作製．この無

粘膜大腸内腔に organoid unit を移植する．

このとき organoid unit に分化促進因子を

添加する． 

 

（3）Organoid unit 移植3週間後にラットを

犠死し，無粘膜大腸内腔での小腸粘膜再生の

程度を判定する． 

 

（4）無粘膜大腸を1.5cm より長くした場合，

どの程度の長さまで小腸粘膜化が可能かを確

認する． 

 
４．研究成果 

（1）上皮細胞増殖因子である EGF を添加し

た organoid unit を注入した無粘膜大腸内

腔には，部分的に島状（結節状）の粘膜組織



が認められた．しかし，以前の bFGF を添加

した organoid unit を注入した時の結果1)よ

り少ないくらいであった． 

この結果を顧みると，分化促進因子の添加の

みでは期待する小腸粘膜再生が得られないと

考え，実験方法を変更した． 

 

（2）①小腸粘膜幹細胞が効率良く無粘膜大腸

内腔に接することを期待し，再管腔構造に形

成した無粘膜大腸内にステントチューブを残

し，bFGF 添加 organoid unit を注入した．3

週間後にラットを犠死して内腔を観察したと

ころ，小腸粘膜上皮と思える組織は認められ

なかった． 

②以前，小腸粘膜下組織（SIS）を scaffold と

して小腸に間置することで SIS に小腸粘膜

を再生させる研究を行った2)．これを応用して

無粘膜大腸の一端に1.5cm の回腸を吻合し，

この内腔に bFGF 添加 organoid unit を注

入した．3週間後にラットを犠死させ内腔を観

察したところ，無粘膜大腸部分には（1）と同

様に部分的な島状の粘膜組織を認め，回腸側

から回腸粘膜が無粘膜大腸側に数mm 侵入し

ていた．Organoid unit 由来の島状の粘膜組

織と回腸粘膜が融合している部分はなかった。 

 

（3）腸管は粘膜上皮，平滑筋，腸管壁内神経

叢，神経線維，リンパ組織および脈管から成

り，すべての杯葉成分由来の組織を含む．そ

のため iPS 細胞からの腸管再生も困難で十

分な成果が得られていない．腸管再生研究は

組織工学的手法を用いたものが代表的で，

種々のものが scaffold （支持組織）として

使用されている．Scaffold としては人工高分

子化合物のみならず生体の組織を使用した研

究も行われているが，いずれも平滑筋や神経

叢の再生が不十分である3)．そこで，scaffold 

として無粘膜大腸を利用すれば粘膜上皮のみ

を再生させることで平滑筋，神経叢などを完

備した小腸化大腸を形成できると考え，今回

の研究を進めてきた．しかし，今回の研究で

は organoid unit に分化促進因子を添加し

ても無粘膜大腸内腔を覆うような小腸粘膜を

再生させることはできなかった．Organoid 

unit に含まれる小腸粘膜幹細胞が scaffold 

にうまく付着しても，増殖を刺激するのみで

は不十分で，他の因子，たとえば線維組織の

増殖を抑制する因子や新生血管の増殖を促す

因子なども必要と考えられる．また，無粘膜

大腸の一端に回腸を吻合した場合，回腸粘膜

が無粘膜大腸側にわずかだが侵入してくるこ

とが確認でき，これが小腸粘膜幹細胞からの

新たな再生粘膜上皮を刺激するかどうかを確

かめることも課題となりうる． 

 

（4）今回の研究では当初期待していた成果が

得られなかったが，いくつかの解決すべき問

題点が挙げられる． 

小腸粘膜幹細胞は胎仔ラットの小腸を処理し

て採取した organoid unit から得たが，胎仔

ラットおよび妊娠ラットの犠牲を可能であれ

ば避けるべきである．小腸粘膜幹細胞が陰窩

底部に存在することが確認され，これを培養

する技術も報告されている4)．陰窩底部から採

取した小腸粘膜幹細胞の培養技術の確立とい

うハードルを乗り越えなければならないが，

胎仔ラットや新生児ラットを犠牲にしなくて

も小腸粘膜幹細胞を得ることができる． 

今回，organoid unit と分化促進因子の添加

では十分な小腸粘膜が再生しなかったことか

ら，無粘膜大腸への注入ではなく他の方法を

検索すべきと考える．一例として，陰窩底部

から採取した小腸粘膜幹細胞を in vitro で

ある程度の大きさまでシート状に培養し，無

粘膜大腸に移植してそれを小腸間に間置する

こと方法が考えられる． 

短腸症候群の治療法としての再生医療を目指

すには，残存する自己の組織を変換して利用

するということを目標に研究を行うことが理

に適っている． 
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