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研究成果の概要（和文）：本研究は炎症性腸疾患・大腸癌に対し、病態の解明とこれに基づく治療法の飛躍的な発展を
達成するには、ヒト疾患を忠実に模倣し、且つ治療効果を鋭敏に反映・予測し得る動物モデルの確立が必須であり、切
望されている。本研究は、研究代表者らが世界で唯一保有する技術である「腸上皮初代培養細胞の生体移植法」を、全
大腸上皮をヒト由来細胞で置換した「ヒト化腸上皮マウス」作成法へと展開し、これを利用した世界初のヒト化大腸炎
・発癌モデルマウスの樹立へと発展させる事を目的とする。

研究成果の概要（英文）：The establishment of the animal model that reflects the pathogenesis and the 
prediction to the therapy for the intestinal bowel disease and colon cancer has been required. In this 
study, we therefore aimed to establish the mice model, which has humanized intestine by developing our 
original technic “the method for the plantation of the primary intestinal epithelial cells to the 
colon”.

研究分野： 消化器病学

キーワード： ヒト化マウス　大腸移植　移植モデル　発癌モデル
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 本研究は研究代表者らが独自に開発し現有
する世界唯一の技術に立脚し、これを疾患モ
デル開発へと結びつける事により、治療困難
な腸管疾患に対するヒト化動物モデルを用い
た新たな病態解析・薬剤開発法を開拓・提案
するものである。従来からヒト疾患を「ヒト
化マウス」で再現し病態解析と治療法開発に
用いる試みは存在し、実際「免疫系ヒト化マ
ウス」を用いた白血病の薬剤探索や「ヒト化
肝臓マウス」を用いた C 型肝炎の病態解析等
により、画期的な成果が挙げられている。従
って本研究が提案する「ヒト化腸上皮マウス」
の樹立により、他臓器の「ヒト化マウス」と
同様、消化管疾患の病態解析・薬剤開発も飛
躍的な発展が十分期待できる。しかしながら
本研究が提案する「ヒト化腸上皮マウス」の
樹立については、(1)疾患の発症・進展の場と
なる正常腸上皮細胞を体外で安定して培養・
増殖する技術、(2)体外で培養した腸上皮細胞
を移植・生着させ、正常な組織構築内に統合
させる技術、のいずれもが未確立かつ極めて
困難であり、従ってこれまで同マウスの樹立
は全く不可能と考えられていた。研究代表者
らは最近、独自の手法により前記(1)及び(2)
のいずれも確立に成功しており、従って「腸
上皮のヒト化」を実現する際の主要な技術的
課題は解決済みである。 
 現在、炎症性腸疾患・大腸癌の病態解析・
治療法開発には様々な動物モデルが用いられ
ているものの、遺伝的背景や疾患構成細胞・
分子の構造・機能的な差異を反映し、いずれ
もヒト生体内に惹起される病態を正確かつ忠
実に模倣・反映したものとは言い難い。本研
究が目指す「ヒト化腸上皮疾患モデル」は、
マウス体内で「ヒト由来細胞による疾患再構
築」を実現することにより、ヒト疾患に飛躍
的に近似した疾患モデルを構築・解析できる
可能性がある。 
 さらに本研究が目指す疾患モデル構築法の
特長として、わずか１個の内視鏡生検検体か
ら無限かつ永続的に同一検体からの「ヒト化
腸上皮マウス」の作成・供給が可能であるこ
と、が挙げられる。従って、例えば個別の患
者から複数の疾患モデルマウスを迅速に作成
し、生体レベルでの薬剤効果予測スクリーニ
ングを各々行うことにより、「個別化医療」を
実現する強力なツールとなり得る。また、ヒ
ト由来細胞で疾患を再構成することにより、
ヒト特有の分子構造・抗原を標的とした抗体
等の薬剤候補についても患者個体内を忠実に
反映した効果予測が可能となり、これを「ヒ
ト抗体ライブラリ」と統合することにより、
「生体表現型を指標とした分子標的薬の大規
模・高効率スクリーニング」が実施可能とな
る。また、本研究の遂行により達成される新

規技術の獲得は、炎症性腸疾患・大腸癌を対
象とした病態解析・薬剤開発に止まらず、あ
らゆる消化管疾患への応用展開が可能である。
例えば、ヒト腸上皮細胞のみを標的細胞とし、
in vitro における感染培養系の樹立が困難な
腸管感染症ウイルス(ロタウイルス・ノロウイ
ルス)の疾患モデル開発や、「ヒト化胃上皮マ
ウス」によるヘリコバクター・ピロリ感染系、
並びに胃発癌モデルの開発等にも応用展開が
期待できる。 
以上より、本研究は研究代表者ら独自の技術
である「正常腸管初代培養技術」と「培養腸
管上皮の移植・生着法」を発展させ、世界初
のヒト化腸上皮疾患モデルの樹立を通して
「炎症性腸疾患治療」「大腸癌」に代表される
消化管難治性疾患の病態究明・疾患治療への
迅速かつ画期的な展開を目指すものである。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、研究代表者らが開発に成功し
た世界初の技術である「正常腸管上皮初代培
養・生体移植法」を、全大腸をヒト由来細胞
で置換した「ヒト化腸上皮マウス」の作成法
へと応用・展開し、最終的には同マウスを用
いたヒト化腸上皮疾患モデルマウスの樹立、
を目的とする。その大要は、(1)移植ドナー
腸上皮によるレシピエントマウス腸上皮置
換法の確立、(2)内視鏡生検検体を用いたヒ
ト腸管上皮オルガノイド・ライブラリの構築、
(3)ヒト化腸上皮マウス誘導作成法の開発、
(4)ヒト化腸上皮マウスによる大腸炎モデル
の確立、(5)ヒト化腸上皮マウスによる大腸
発癌モデルの確立、である。 
 
３．研究の方法 
  (1)移植ドナー腸上皮によるレシピエント
マウス腸上皮置換法の確立 
①レシピエントマウスへのドナー腸上皮生
着法の最適化 
 T 細胞・B 細胞等を欠損し、異種細胞移植
の生着効率が高い NOG マウスを用い、腸管上
皮特異的かつタモキシフェン(TMX)依存的に
Cre リコンビナーゼを発現するマウス
(Vil1-cre/Esr1 マウス, 学内承認済)及び
Cre リコンビナーゼ依存的にジフテリア毒素
(A 毒 素 ) を 発 現 す る マ ウ ス
(CAG-floxed-NeoDT マウス, 学内承認済)と
交配し、腸上皮特異的・TMX 依存的に細胞死
を誘導可能な NOG-Vil1ERT-DT マウスを作成
する。同マウスを用い、TMX の注腸投与また
はTMXを塗布したガラスビースを直腸内に一
定時間滞留させることにより任意の限局し
た領域に上皮欠損を誘導し、確立済みの移植
法(Nat Med 2012)を用いて EGFP トランスジ
ェニックマウス(保有済み)由来の大腸上皮
オルガノイドを移植する。上皮欠損誘導後
種々の時間帯に同法による移植を行い、EGFP
を指標にドナー細胞の生着を評価し、移植・
生着条件の最適化を行う。 



②生着ドナー腸上皮によるレシピエントマ
ウス腸上皮置換法の確立 
EGFP生着・NOG-Vil1ERT-NeoDTマウスに対し、
TMX の注腸投与を一定周期で反復する事によ
り、ドナー腸上皮生着部位周囲のレシピエン
ト腸上皮の細胞死及び上皮欠損を誘導し、生
着ドナー細胞による欠損領域の置換・ドナー
生着領域の拡大誘導を試みる。TMX 投与経
路・投与容量・反復投与間隔・反復投与回数
等について、EGFP 陽性細胞による置換領域の
拡大を指標に条件検討を加え、全大腸上皮を
ドナー細胞で置換し得る手法を確立する。 
 
(2)内視鏡生検組織を用いたヒト腸上皮オル
ガノイド・ライブラリの構築 
①大腸内視鏡生検検体からのヒト腸上皮オ
ルガノイド作成・保存法の確立 
既に確立済みのマウス大腸上皮オルガノイ
ド作製法(TMDU 法, Nat Med 2012)に準じ、ヒ
ト生検組織より大腸上皮の単離・培養を試み、
生検組織数・添加因子・細胞外マトリックス
等につき条件検討を加え最適化する。培養に
成功したオルガノイドにつき、種々の細胞保
存液を用いて一定期間凍結保存し、解凍後の
オルガノイド再形成能を指標に保存条件に
ついても最適化の検討を加える 
②ヒト腸上皮オルガノイド・ライブラリの構
築 
上記にて確立・最適化した方法に従い、正常
部及び大腸炎病変部・大腸 dysplasia・大腸
腺腫・大腸癌の各病変部から採取した内視鏡
生検組織を用い、腸上皮オルガノイドの作
成・保存を行う。大腸炎患者由来検体につい
ては、同意を得られる限り末梢血より分離し
た単核球(PBMC)を併せて保存する。 
 
(3)ヒト化腸上皮マウス誘導作成法の開発 
①ヒト腸上皮オルガノイド生着法の確立 
ドナー腸上皮生着法に準じ、(2)にて作成し
たヒト腸上皮オルガノイドの移植を行い、生
着効率を最大化するよう、移植オルガノイド
数・移植回数等につき検討を加える。条件検
討に際してはレンチウイルスを用いた遺伝
子導入により移植に用いる男性ドナー由来
細胞に EGFP を恒常的に発現させ、同蛋白に
よる蛍光を指標に生着領域を迅速評価し、ヒ
ト Y 染色体 FISH (Nat Med 2002)を用いて同
領域への生着を確定する。 
②生着ヒト腸上皮によるレシピエントマウ
ス腸上皮置換法の確立 
(3)にて作成したEGFP陽性ヒト腸上皮ドナー
生着マウスを用い、(1)にて確立したレシピ
エントマウス腸上皮置換法によりヒト腸上
皮の生着領域の拡大を行い、全大腸上皮をヒ
ト腸上皮ドナー細胞で置換した「ヒト化腸上
皮マウス」を作成する手法の確立と最適化に
つき、検討を加える。 
 
(4)ヒト化腸上皮マウスによる大腸炎モデル
の確立  

①炎症性腸疾患患者由来上皮によるヒト化
腸上皮マウスの作成 
(2)により樹立したヒト腸上皮オルガノイ
ド・ライブラリに保存された炎症性腸疾患患
者由来腸上皮オルガノイドを用い、(3)にて
確立した作成法により「ヒト化腸上皮マウ
ス」を作成する。同マウスを SPF 環境下に置
き、体重変化・血便の発症等を指標に経時的
に観察・追跡する。一定期間の飼育の後、ド
ナー細胞の定着率と腸炎発症の有無につき
組織学的に解析を加える。 
①腸炎惹起性細胞移入によるヒト化腸上皮
マウス腸炎モデルの作成 
腸上皮オルガノイド・ライブラリ作成時に末
梢血単核球(PBMC)を保存し得た炎症性腸疾
患患者検体を用い、(3)により確立した方法
でヒト化腸上皮マウスを作成する。同マウス
に対し、ドナー患者由来 PBMC を種々の細胞
数で腹腔内投与し、体重変化・血便の発症等
を指標に経時的に追跡する。一定期間の飼育
の後、ドナー細胞の定着率と腸炎発症の有無
につき組織学的に解析を加える。CD4 等の表
面マーカーで移入細胞を選別する事により、
移入する細胞群による疾患発症の差異につ
いても検討を加える。 
 
(5)ヒト化腸上皮マウスによる大腸発癌モデ
ルの確立 
(2)により樹立したヒト腸上皮オルガノイ
ド ・ ラ イ ブ ラ リ に 保 存 さ れ た 大 腸
dysplasia・大腸腺腫・大腸癌由来オルガノ
イドを(3)によりレシピエントマウスに生着
させ、生着した上皮の発育・進展の有無を経
時的に追跡する。大腸 dysplasia・大腸腺腫
については(3)によりドナー細胞置換領域を
適宜拡大した後、置換上皮からの腫瘍発生・
癌化を経時的に解析するとともに、アゾキシ
メタン・ENU 等の発癌誘発物質・変異原投与
により発症・進展が促進されるか否かについ
ても検討を加える。 
 
４．研究成果 
(1)移植ドナー腸上皮によるレシピエントマ
ウス腸上皮置換法の確立 
 計画していたマウスにおける上皮欠損が
各種条件検討においても任意の広範囲に及
ばないため、別の方法を検討した。マウスに
EDTA を注腸したところ、上皮のみ剥離し欠損
モデルが可能であることを発見した。EDTA 濃
度、温度、時間等の検討を行い、上皮剥離の
最適化を行った。さらに限局した任意の部位
に全周性に上皮剥離をさせるため、腸内の限
局した部位にEDTAを暴露させる必要が有る。
そこで、カテーテルにバルーンを２つ設置し、
バルーン間のみに EDTA が注入されるように
カテーテルを工夫した。EDTA が腸内で限局す
ることにより、任意の限局した範囲にのみき
れいに上皮隔離を起こすことに成功した。
GFP 陽性初代培養細胞をドナーとして用いた
ところ、以前と比較して広範囲に移植される



ことも確認し、新しい腸上皮置換法を確立し
た。 
 
(2)内視鏡生検組織を用いたヒト腸上皮オル
ガノイド・ライブラリの構築 
 倫理審査委員会により承認され、インフォ
ームドコンセントのもと同意の得られた患
者から内視鏡生検検体を採取し、培養を試み
た。種々の検討により、長期間安定してヒト
小腸、大腸オルガノイドの培養が可能である
条件を構築した。また凍結保存の条件検討も
行い、長期間の液体窒素内保管でも解凍後に
オルガノイドとして培養が可能である条件
を発見し、最適化を行った。 
 
(3)ヒト化腸上皮マウス誘導作成法の開発 
ヒト上皮移植を行う前にマウス上皮細胞に
て移植条件の検討を行った。移植細胞数、懸
濁液の条件検討を行い移植効率の最適化を
行うと共に、大腸のみならず小腸上皮も大腸
粘膜に生着することを可能としている。 
 
(4)ヒト化腸上皮マウスによる大腸炎モデル
の確立 
炎症性腸疾患患者の同意のもと、初代培養細
胞のライブラリを現在作成している。潰瘍性
大腸炎、クローン病患者の空腸、回腸、大腸
の生検検体から培養を行い、冷凍保存を行っ
ている。 
 
(5)ヒト化腸上皮マウスによる大腸発癌モデ
ルの確立 
同様に大腸がん、大腸ポリープ患者からの正
常部、病変部共に生検を行い、培養した上で
冷凍保存を行っている。 
 
ヒト化マウスの作成は未完ではあるが、マウ
ス移植モデルの効率化、ヒト培養細胞の確立
は本研究における重要なポイントでありこ
れらの課題を克服できたことは大きく評価
し、本研究計画の到達目標は概ね達成したと
考える。以降、ヒト化マウスの構築を行う予
定である。 
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