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研究の概要 
炎症性腸疾患では腸管上皮細胞の機能不全による腸内環境破綻が難治性の原因と示唆される。 

申請者は腸管上皮幹細胞運命を人為的に制御し、腸内環境を改善させることが生体恒常性まで 

もリセットすることにより炎症性腸疾患を根本的に解決できると着想した。擬似腸管環境モデ 

ル構築による腸管上皮幹細胞及び免疫・内分泌制御を含めた生体恒常性への関与を解明する。 

研 究 分 野：消化器内科学 
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１．研究開始当初の背景 
これまで申請者は難治性炎症性腸疾患の病
態解明のための基盤研究を行い、免疫制御破
綻における過剰応答と粘膜障害における腸
管上皮再生不全の両面が疾患の本態である
ことを明らかとしてきた。特に腸管上皮細胞
は局所免疫制御及び粘膜バリアー機能の双
方に関与することから、上皮細胞再生を主眼
した治療法の確立が炎症性腸疾患患者の生
活体系を根本的に改善できると着想した。そ
こで独自に大腸上皮細胞の初代培養法を確
立し上皮幹細胞を同定したのみならず、マウ
ス大腸への移植により全ての分化細胞と増
殖細胞を含む組織学的に正常な大腸上皮が
再生することを確認した（Nature Med 
2012）。さらにマウス腸炎モデルへの上皮細
胞移植により腸炎の改善を認めたことから、
細胞移植による上皮再生医療の臨床応用へ
十分期待できるものであり、Nature, Science
各誌にトピックスとして取り上げられるな
ど世界的にも大きな評価を得ている。しかし
ながら、腸管上皮細胞の機能は非常に多彩で
緻密に制御されているがその詳細は未だ明
らかではなく、細胞移植における物理的な組
織修復は可能でも真の機能的修復までされ
るか不明である。 
２．研究の目的 
 本研究では申請者が独自に構築した初代
培養系と移植モデルをさらに発展させ、腸管
上皮幹細胞の運命決定機構による腸管機能
の多様性獲得及び生体恒常性維持機構の解
明を目的とする。すでに申請者らは幹細胞の
運命決定機構が生体恒常性と連動すること

を世界で初めて示しており、腸内環境疑似モ
デルにおける幹細胞運命変動を解析するこ
とで生体恒常性を腸管からコントロールす
るという画期的なモデルを提唱する。 
３．研究の方法 
申請者ら独自に開発したマウス大腸上皮幹
細胞初代培養法をさらに発展させ、ヒト・マ
ウス腸管上皮オルガノイドを用いた腸内環
境モデル化を行う。さらに移植効率を改善さ
せたマウスによる全身への影響を探索する。 
１）初代培養オルガノイドによる擬似腸内環
境モデルの構築 
・樹状細胞・上皮間リンパ球と腸管上皮細胞
共培養による相互作用解析系の樹立 
２）腸管上皮幹細胞機能評価法の確立 
・１幹細胞可視化による幹細胞動態解析 
・腸管上皮幹細胞内シグナル解析 
３）全身疾患での腸管上皮異常機構解析と治
療標的探索 
・高効率上皮細胞移植モデルの構築 
・慢性疾患モデルマウスにおける腸管上皮幹
細胞の機能異常解析 
４．これまでの成果 
１）初代培養オルガノイドによる擬似腸内環
境モデルの構築 
・マウス小腸上皮オルガノイドと上皮間リン
パ球をそれぞれ単離し、３次元培養にて培養
を行った。リンパ球が長期間上皮細胞と共培
養される条件を発見した。さらにリンパ球の
遊走を可視化し、リンパ球活性化を定量的に
評 価 す る シ ス テ ム を 開 発 し た （ J. 
Gastroenterol. 2016）。体外での異なる２種
類の初代培養法は独創的であり（特許申請
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中）、腸内環境擬似モデル確立への大きな発
展となった。 
・マウス大腸上皮オルガノイドを用いてサイ
トカイン、細菌菌体成分添加による上皮応答
を確認した。さらに、１年以上の持続的な炎
症刺激を行い、炎症刺激時間依存的に上皮オ
ルガノイドの炎症シグナル応答が増幅・蓄積
されることを発見した（J Crohns Colitis. 
2016）。上皮細胞を体外で経時的に解析可能
な系は世界で初めてであり、独創的である。 
２）腸管上皮幹細胞機能評価法の確立 
・幹細胞マーカーである Lgr5 は 1 陰窩内に
14 個存在するとされており、1 幹細胞の挙動
に関しては未知である。mCherry 遺伝子をレ
ンチウイルスにてマウス小腸オルガノイド
に導入したところ、一部の細胞に蛍光発色を
認めた。１年以上の培養にても蛍光は維持さ
れ、１細胞のみ蛍光を有するオルガノイドの
同定に成功した（BBRC 2014）。 
・ヒト小腸・大腸の内視鏡生検検体により、
ヒト腸管上皮オルガノイドを安定的に樹立
する技術を構築した。 
・前述の１幹細胞可視化により、経時的観察
にて上皮細胞の供給過程を追跡が可能とな
った。ライブイメージングにより、１幹細胞
が静止期から分裂期に移行し陰窩に細胞を
供給する系譜動態を世界で初めてを報告し
た（BBRC 2014）。これは蛍光有無の２種類
の幹細胞が 1陰窩内で細胞供給を補完する現
象であり、1 陰窩内で幹細胞同士の相互作用
が存在することを初めて示唆した。 
３）全身疾患での腸管上皮異常機構解析と治
療標的探索 
・腸管上皮幹細胞による全身への影響を解析
するためには、効率の良い腸管粘膜の置換が
必要である。そこで、バルーンカテーテルを
用いて腸管内に EDTA を標的の部位に固着
させることに成功し広範囲の粘膜脱落モデ
ルを確立した。さらに、このマウスにオルガ
ノイドを散布すると大腸の広範囲にオルガ
ノイドが移植可能であった。この系を利用し
て広範囲の大腸粘膜脱落部位に小腸オルガ
ノイドを移植したところ、腺管及び分化した
細胞は小腸組織と同等であることを発見し
た。つまり、大腸環境であっても小腸上皮幹
細胞は小腸上皮細胞に分化することであり、
小腸上皮幹細胞運命決定は周囲の環境に依
存しないことを世界で初めて明らかとした
（Genes Dev. 2014）。 
・計画 2）で確立させた持続炎症モデルによ
り幹細胞形質転換を評価した。その結果、炎
症物質を除去しても炎症シグナルが遷延し
不可逆状態となることを発見した（J Crohns 
Colitis. 2016）。これは長期炎症の細胞形質転
換を初めて明らかとしたものであり、炎症性
腸疾患患者（IBD）の長期病歴を模倣してい
ると考えられ、再発機序解明に期待できる。 
５．今後の計画 

１）初代培養オルガノイドによる擬似腸内環
境モデルの構築 
・マウス共培養系を応用し、ヒト同一人物に
よるオルガノイド・IEL共培養系を樹立する。 
・菌体成分の添加による上皮応答は既に確認
しており、管腔内への菌体成分注入の必要性
を検討中である。IBD 特異的菌体成分による
上皮応答を計画 2）で確立した評価法にて解
析し、腸内細菌と上皮細胞の相互作用病態を
明らかとする。 
・高脂肪食負荷マウスからオルガノイドを樹
立し、上皮細胞病態を解析すると共に、上記
共培養系を用いて「リンパ球・腸内細菌・上
皮細胞」の高脂肪負荷による相互作用を明ら
かとする。 
２）腸管上皮幹細胞機能評価法の確立 
・IBD モデルにおける幹細胞病態を明らかと
する。今後確立する高脂肪負荷モデルなど、
各種疾患擬似モデルの幹細胞評価を行う。 
・評価系をヒト細胞に応用し、IBD・生活習
慣病における幹細胞病態を明らかとする。 
３）全身疾患での腸管上皮異常機構解析と治
療標的探索 
・これまで樹立した IBD モデルオルガノイド
をマウスに移植し、消化管腺管配列異常を評
価すると共に、全身免疫系の変化を in vivo
にて評価する。 
・生活習慣病患者からもこれまで確立した評
価手法を用いて、ヒト上皮オルガノイドの幹
細胞機能・トランスポーター能などの生活習
慣病病態を明らかとする。 
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