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I. 要旨 

遺伝子発現の臓器・解剖学的部位特異的な多様性に基づく線維芽細胞の分類とその機能解析 

学生証番号：47-137313 がん先端生命科学分野 樋口 洋一 

 

[背景と目的] 

 線維芽細胞は生体組織に広く存在しており、臓器間質を充填する紡錘形の細胞である。線維芽細胞

は、細胞外マトリクスの産生による組織構造の支持や各種増殖因子の産生による組織恒常性の維持の

みならず、胚発生やがんの進展においても重要な働きを示す。生理的機能が異なる全身の様々な臓器

に広く分布することから、各臓器における線維芽細胞の機能はそれぞれ異なっていることが予想され

る。しかし、全身に存在する線維芽細胞は均一な細胞形態を示し、それら線維芽細胞を区別する分子

マーカーが同定されていないため、臓器や解剖学的部位特異的な線維芽細胞を対象とした機能的分類

は未だに行われていない。近年、マイクロアレイを用いた遺伝子発現の網羅的解析から、線維芽細胞

の遺伝子発現はその解剖学的部位に依存していることが示された。しかし上記の報告は、皮膚や肺と

いった単一臓器内の部位の違いに着目した研究であり、機能の異なる複数臓器に由来する線維芽細胞

を横断的に検討した報告はない。 

 本研究の目的は、全身臓器の線維芽細胞を遺伝子発現プロファイルの比較により分類し、その分類

に基づいた線維芽細胞の機能解析を行うことである。本研究では、ヒトの 13臓器 18解剖学的部位よ

り採取された 63種類の正常線維芽細胞の初代培養を行い、その遺伝子発現をマイクロアレイにより網

羅的に解析した。さらに、臓器や解剖学的部位依存的な線維芽細胞の生物学的な意義を検証するため、

臓器や部位の異なる多様な消化管線維芽細胞(GIFs)と腸管上皮細胞の分化モデルである Caco-2細胞株

との共培養系を作製し、各 GIFsが Caco-2細胞の分化、成熟や増殖に与える影響を検討した。 

 

[結果と考察] 

1. ヒト線維芽細胞は臓器および解剖学的部位依存的な遺伝子発現の多様性を示す 

 ヒトの全身 13臓器 18解剖学的部位に由来する初代培養線維芽細胞株を樹立した（表 1）。採取され

た線維芽細胞は紡錘形の形態像を示し、間葉系細胞マーカーである Vimentin や CD105 の発現が陽性、

上皮細胞、筋細胞、神経細胞、中皮細胞、血管内皮細胞、リンパ球や単球のマーカー（Cytokeratin AE1/3, 

Desmin, GFAP, Calretinin, CD31, CD45, CD68）の発現が陰性であ

った。採取された線維芽細胞における遺伝子発現の類似性を教

師無し階層クラスター解析により検討した。その結果、ヒト線

維芽細胞における遺伝子発現は、年齢、性別、人種といった個

体間差よりも、由来する臓器や解剖学的部位に依存しているこ

とが明らかとなった（図 1）。また、系統樹の第一の分岐は、GIFs 

と Non-GIFs を区別した ( GECおよび NGEC, P < 0.001 )。更に

GIFs 内においても、消化管の各臓器や、粘膜下層由来線維芽細

胞（SMFs）と漿膜下層由来線維芽細胞（SPFs）といった同一臓

器内の解剖学的部位に依存して線維芽細胞の遺伝子発現が類似

表 1. 線維芽細胞の略称とその由来組織 
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する傾向を示した。これらの結果か

ら、ヒト線維芽細胞において GIFs

は他の臓器と異なる特殊な細胞群

であり、また GIFs は臓器や解剖学

的部位依存的な遺伝子発現プロフ

ァイルを有していることが判明し

た。そこで GIFsにおける臓器間お

よび解剖学的部位の違いを規定し

ている遺伝子群の同定を試みた。 

 臓器依存的に発現の異なる因子として 87 probe sets、SMFs, SPFs間の解剖学的部位に依存して発現の

異なる因子として 498 probe setsが同定された。これらの因子は主として、Homeobox遺伝子を始めと

する転写因子、増殖因子やサイトカインといった液性因子、そしてコラーゲン類などの細胞外マトリ

クスを制御する遺伝子群によって構成されていた。臓器特異的な遺伝子として大腸線維芽細胞に特異

的な HOXA10、胃線維芽細胞に特異的な

HOXB8、また解剖学的部位特異的遺伝子

の内、SMFs特異的遺伝子として PITX1、

SPFs特異的遺伝子としてMSX1について、

マイクロアレイ解析結果の再現性を定量

的 RT-PCR法を用いて確認した（図 2）。

これらの発現については免疫蛍光染色を

用いたタンパク質レベルにおける検討で

も同様の結果を得た。更に上記の 4遺伝

子の in vivoでの発現を確認するため、大

腸、胃の粘膜下層組織および漿膜下層組

織、そして肺組織より total RNAを採取

し、定量的 RT-PCRによる遺伝子発現解

析を行った。その結果、4遺伝子中 3遺伝子は in vitroの線維芽細胞における遺伝子発現と類似する発

現パターンを示した（図 3）。 

 以上の結果から、ヒト線維芽細胞は個体間差を超えた遺伝子発現パターンの多様性を示し、それら

は臓器および解剖学的部位依存的であること

が示された。特に消化管を構成する線維芽細胞

には、頭尾軸に沿った臓器間と、消化管壁の層

による解剖学的部位に依存した遺伝子発現が

同定された（図 4）。これらの遺伝子の内、臓

器依存的な Homeobox遺伝子の発現パターン

は、マウスやニワトリの胚発生段階における

Homeobox遺伝子の頭尾軸依存的な発現パター

ンと類似していた。従って、ヒト線維芽細胞に

図 2. 定量 RT-PCR によるマイクロアレイ結果の再現性の検討 

マイクロアレイ解析に用いたサンプルとは独立した 3 検体における遺伝

子発現の平均値を示した。(※: P < 0.05, ※※: P < 0.01) 

図 3. ヒト組織における部位特異的遺伝子の発現解析（N=3） 

図 1. ヒト線維芽細胞における遺伝子発現プロファイルの類似性解析 
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おける臓器依存的な遺伝子発現は胚発生

の過程で獲得され、成人臓器の間質細胞に

おいてもその発現パターンが維持されて

いると考えられる。また転写因子の発現と

同様に、GIFsにおける液性因子や細胞外マ

トリクスの発現は臓器や解剖学的部位に

依存して異なることが示され、各臓器に存

在する線維芽細胞はその臓器固有の微小

環境を構築する可能性が示唆された。 

 

2. 腸管線維芽細胞は、腸管上皮細胞の分化および増殖を亢進する 

 各臓器および解剖学的部位に特異的な GIFsが消化管の上皮細胞へ与える影響を検討するため、ヒト

小腸上皮の分化モデル細胞であるCaco-2細胞株と線維芽細胞とを長期共培養することが可能な in vitro

の 3次元共培養系を作製した（図 5A）。Caco-2細胞をコラーゲンゲルに包埋した 10種類の GIFs（食

道、胃、十二指腸、回腸、大腸の SMFsおよび SPFs）の上に播種し、共培養から 14日目の Caco-2に

おける腸管上皮細胞の分化マーカー（CDX2）、成熟マーカー（MUC2: 杯細胞、CD10, ALPI, SI: 吸収

上皮細胞、CHGA/B: 内分泌細胞）、そして増殖細胞マー

カー（Ki-67）の発現を免疫化学的染色により評価した。

その結果、Caco-2細胞を単独で培養した群と比較し、腸

管線維芽細胞（十二指腸、回腸、大腸の SMFsおよび SPFs）

と共培養した群では、CDX2の陽性細胞割合が 1.8倍、

Ki-67の陽性細胞割合が 2.9倍に増加した。これらの発現

変化は非腸管線維芽細胞（食道、胃の SMFsおよび SPFs）

と共培養した群では認められず、腸管線維芽細胞に特有

の性質であることが示唆された（図 5B, C）。一方で、

MUC2, CD10, ALPI, SIやCHGA/Bの陽性細胞割合はいず

れも変化しなかった。 

 腸管線維芽細胞が Caco-2細胞の分化や増殖を促進す

る機序を明らかとするため、非腸管線維芽細胞と比較し

て腸管線維芽細胞に特徴的に発現している因子をマイ

クロアレイデータより抽出し、結果 33 probe setsが同定

された。本研究に用いた共培養系がコラーゲンゲルを介

した非接触系であったため、33 probe setsの中で唯一の

液性因子であった CXCL12/SDF1に着目した。CXCL12/ 

SDF1がCaco-2細胞の分化や増殖を亢進するか検証する

ため、Caco-2細胞に対して 50ng/ml の recombinant 

CXCL12/SDF1（rCXCL12/SDF1）の添加実験を行った。

その結果、無添加群と比較して、rCXCL12/SDF1の添加

図 5. 各 GIFs と Caco-2 細胞との共培養実験 

A. 共培養実験のスキーマ。線維芽細胞が包埋され

たコラーゲンゲル上に Caco-2 細胞を播種した。 

B-C. 共培養 14 日目における CDX2(B)および

Ki-67(C)の陽性細胞割合。 

（N=3, ※※: P < 0.01, NSD: P > 0.05） 

図 6. Caco-2 細胞に対する rCXCL12/SDF1 添加実験 

A-B. rCXCL12 で 14 日間刺激した Caco-2 細胞に

おける CDX2(A)および Ki-67(B)の陽性細胞割合。 

2 日毎に rCXCL12 を添加した。 

（N=3, ※※: P < 0.01） 

図 4. ヒト消化管を構成する線維芽細胞における Homeobox 遺伝子の多様性 
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により CDX2が 2.4倍、Ki-67が 3.8倍に陽性細胞

割合が増加した（図 6）。 

これら結果から腸管線維芽細胞が CXCL12/SDF1

を産生することにより、腸管上皮細胞であるCaco-2

細胞の分化および増殖を促進していることが示唆

された（図 7）。また、近年の研究から、Homeobox

遺伝子を始めとする転写因子は線維芽細胞におけ

る部位特異的な遺伝子発現を制御するマスター制御因子として機能することが報告されている。本研

究で同定された 33 probe setsの腸管線維芽細胞特異的に発現する遺伝子群には 10 probe sets（9遺伝子）

の転写因子が含まれており、これらの転写因子が CXCL12/SDF1といった腸管線維芽細胞特異的な遺伝

子発現の制御を介して臓器特異的な機能の維持に寄与していると考えられる。 

 

[結論] 

 本研究では全身臓器のヒト線維芽細胞における遺伝子発現の網羅的解析から、由来する臓器や解剖

学的部位によって線維芽細胞の遺伝子発現および上皮細胞へ与える影響が異なることを示した。特に

消化管を構成する線維芽細胞は、その臓器および解剖学的部位によって明確に分類された。この内、

腸管に由来する線維芽細胞は腸管上皮細胞の分化および増殖に寄与し、その機序に関わる機能分子の

候補として CXCL12/SDF1を見出した。一方、CXCL12/SDF1を始めとする臓器および解剖学的部位特

異的な線維芽細胞の遺伝子発現が、どのように制御されているのかは不明である。今後、線維芽細胞

における解剖学的部位特異的な遺伝子発現を制御する詳細な分子機構を明らかにしていく必要がある

だろう。 

本研究で得られた知見は、発生学や解剖生理学といった基礎生命科学における間質細胞の役割を検

討する上で重要な概念となる。また我々は、大腸や胃の SMFsと SPFsが、がんの進展に対して異なる

影響を及ぼすことを見出した（Kojima M, et al, 2014; Abe A, et al, In press）。SMFsと比較して SPFsは高

い腫瘍形成能を示し、SPFsに特徴的な遺伝子発現パターンを示すヒト大腸がんは予後不良であること

を報告した（Yokota M, et al, 2015）。従って、我々の見出したヒト線維芽細胞における解剖学的部位特

異的な遺伝子発現情報は基礎生命科学の領域のみならず、がんの予後予測を始めとする病態病理学的

な研究の礎となると期待される。 
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図 7. 腸管線維芽細胞による Caco-2 の分化、増殖促進機構 
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II. 略語表 

 

ALPI    Alkaline Phosphatase, Intestinal 

ANOVA    Analysis of variance 

ATCC      American Type Culture Collection 

BARX1      BARX Homeobox 1 

BMP      Bone Morphogenetic Protein 

C_MaFs      Mammary Fibroblasts from Caucasian 

CCCM      Cancer-Cell-Conditioned Medium 

CD      Cluster of Differentiation 

cDNA      complementary DNA 

CDX2      Caudal Type Homeobox 2 

CHGA/B      Chromogranin A/B 

CoSMFs      Colon Submucosal Fibroblasts 

CoSPFs      Colon Subperitoneal Fibroblasts 

cRNA      complementary RNA 

CXCL12      Chemokine (C-X-C Motif) Ligand 12 

CXCR4      Chemokine (C-X-C Motif) Receptor 4 

DAPI      4',6-diamidino-2-phenylindole 
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DeFs      Dermal Fibroblasts 

Dkk1      Dickkopf WNT Signaling Pathway Inhibitor 1 

DMEM      Dulbecco's modified Eagle's medium 

DNA      Deoxyribonucleic acid 

DSS      Dextran sulfate sodium 

DuSMFs      Duodenum Submucosal Fibroblasts 

DuSPFs      Duodenum Subperitoneal Fibroblasts 

EBF      Early B-Cell Factor 

EDTA      Ethylenediaminetetraacetic acid 

ERK      Extracellular signal-regulated kinase 

EsSMFs      Esophagus Submucosal Fibroblasts 

EsSPFs      Esophagus Subperitoneal Fibroblasts 

FACS      Fluorescence-activated cell sorting 

FBS      Fetal bovine serum 

FCS      Fetal calf serum 

FGF      Fibroblast growth factor 

FOX      Forkhead Box 

GaFs      Gallbladder Fibroblasts 

GAPDH      Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase 
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GATA      GATA Binding Protein 

GEC      GIFs Enriched Cluster 

GFAP      Glial Fibrillary Acidic Protein 

GFP      Green fluorescence protein 

GIFs      Gastrointestinal Fibroblasts 

GO          Gene Ontology 

HGF      Hepatocyte growth factor 

HLX      H2.0-Like Homeobox 

HOX      Homeobox 

HOXA10     Homeobox A10 

HOXA13     Homeobox A13 

HOXA9      Homeobox A9 

HOXB8      Homeobox B8 

HOXD4      Homeobox D4 

HOXD-AS2   HOXD Cluster Antisense RNA 2 

HRP      Horseradish peroxidase 

HSCs      Hepatic Stellate Cells 

IGF      Insulin-like growth factor 

IgG      Immunoglobulin G 
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ILSMFs      Ileum Submucosal Fibroblasts 

ILSPFs      Ileum Subperitoneal Fibroblasts 

J_MaFs      Mammary Fibroblasts from Japanese 

KGF      Keratinocyte growth factor 

LiFs      Liver Fibroblasts 

lncRNA      long non-coding RNA 

LPS         Lipopolysaccharide 

LuFs      Lung Fibroblasts 

LUM      Lumican 

LYZ      Lysozyme 

MAB21L2    Mab-21-Like 2 (C. Elegans) 

MaFs        Mammary Fibroblasts 

MaGFs      Mammary Gland Fibroblasts 

MAS5      Microarray Suitable 5 

MEK      MAPK-ERK kinase 

miRNA      micro-RNA 

MMP      Matrix metalloproteinase 

mRNA      messenger RNA 

MSX1      Msh Homeobox 1 
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MUC2      Mucin 2, Oligomeric Mucus/Gel-Forming 

MYO1A      Myosin 1 A 

NGEC      Non-GIFs Enriched Cluster 

NKX2-3      NK2 Homeobox 3 

NSS      Normal saline solution 

PBS      Phosphate-buffered saline 

PDGF      Platelet-derived growth factor 

PI3K      Phosphatidylinositol-3 kinase 

PITX1      Paired-Like Homeodomain 1 

PrFs      Prostate Fibroblasts 

qRT-PCR     Quantitative real-time PCR 

rCXCL12/SDF1  Recombinant CXCL12/SDF1 

RIN      RNA Intefrity Number 

RNA      Ribonucleic acid 

RNAi      RNA interference 

rpm      Revolutions per minute 

RPMI1640    Roswell Park Memorial Institute 1640 

SD      Standard deviation 

SDF1      Stromal cell-derived factor 1 
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SE      Standard error 

Sfrp      Secreted frizzled-related protein 

Shh      Sonic Hedgehog 

shRNA      short hairpin RNA 

SI      Sucrase-Isomaltase (Alpha-Glucosidase) 

siRNA      small interfering RNA 

SMFs      Submucosal Fibroblasts 

SPFs      Subperitoneal Fibroblasts 

SSFs         Subserosal Fibroblasts 

StSMFs      Stomach Submucosal Fibroblasts 

StSPFs      Stomach Subperitoneal Fibroblasts 

SV      Supervised 

TBX5      T-Box 5 

TGFβ      Transforming Growth Factor, Beta 

TLE2      Transducin-Like Enhancer of Split 2 

USV      Unsupervised 

UtFs      Uterine Fibroblasts 

VAFs      Vascular Adventital Fibroblasts 

VIL1      Villin 1 
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WT1      Wilms Tumor 1 

α-MEM      Minimum Essential Medium alpha 
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III. 遺伝子発現の網羅的解析に基づく線維芽細胞の系統的分類 

 

(i) 背景 

 線維芽細胞は生体組織に広く存在しており、臓器間質を充填する紡錘形の細胞種である。

線維芽細胞は間質組織の主体を成す細胞種であり、細胞外マトリクスの産生による組織構造

の支持、各種増殖因子の産生による細胞間シグナルを介した組織恒常性の維持、胚発生やが

んの進展などにおいて重要な働きを示す[1, 2]。生理的機能の異なる全身の様々な臓器に広く

分布していることから、各臓器に存在する線維芽細胞の機能はそれぞれ異なっていることが

予想される。しかし全身に存在する線維芽細胞は均一な細胞形態を示し、それら線維芽細胞

を区別する分子マーカーが同定されていないため、その機能的分類はこれまで行われていな

い[3]。近年の分子生物学的実験手法の発展により、幾つかの臓器においては解剖学的部位に

依存した線維芽細胞の多様性が示されている。例えば、大腸の粘膜上皮近傍に存在する線維

芽細胞は、上皮細胞の恒常性、創傷治癒や免疫反応に寄与する特殊な細胞集団であり[4, 5]、

漿膜下層に存在する線維芽細胞は腹膜液を産生することで腹腔内臓器の運動および機能に寄

与することが報告されている[6, 7]。また我々の研究室においても、ヒト肺組織と肺の血管外

膜に存在する線維芽細胞は、脂肪や骨への分化能が異なり、がんの進展に対しても異なる影

響を与えることを報告した[8, 9]。しかしながら、これらは 1臓器の異なる部位に存在する線

維芽細胞の違いを対象とした研究であり、全身の臓器に存在する線維芽細胞を横断的に検討

した報告はない。近年、ヒトの皮膚や大腸の線維芽細胞における遺伝子発現の網羅的解析が
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報告され、線維芽細胞における遺伝子発現は解剖学的部位に依存して異なることが示された

[10-13]。従って遺伝子発現の網羅的解析は、各臓器に存在する線維芽細胞の臓器および解剖

学的部位依存的な多様性を明らかとする上で有用な手法であると考えられる。全身臓器に由

来する線維芽細胞の遺伝子発現を網羅的に解析することで、各臓器に特異的な線維芽細胞の

分子マーカーを同定するとともに、それらの線維芽細胞が構築する臓器に特徴的な微小環境

を把握する上で重要な基礎的情報が得られると期待される。 
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(ii) 目的 

 

 本研究の目的は、全身臓器に由来する線維芽細胞の遺伝子発現の多様性を明らかとし、各

臓器および解剖学的部位依存的な遺伝子発現パターンを構築している遺伝子を同定すること

である。研究は以下の手順で行われた。 

 

1. ヒトの 13 臓器 18 解剖学的部位より採取された 63 種類の線維芽細胞の初代培養を行い、

その遺伝子発現を cDNAマイクロアレイを用いて網羅的に解析し、遺伝子発現の類似性を解

析した。 

 

2. 類似性の検討の結果、消化管由来線維芽細胞（Gastrointestinal Fibroblasts: GIFs）は、臓器

および解剖学的部位依存的な遺伝子発現の多様性を有する特殊な細胞集団であることが示さ

れた。そこで GIFs における臓器および解剖学的部位依存的な遺伝子発現を構築する遺伝子

群を同定した。 

 

3. 同定された遺伝子発現パターンの in vitro および in vivo における再現性を、定量的

RT-PCR や免疫蛍光染色により確認した。 
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(iii) 実験材料および実験方法 

 

(1) 倫理規定 

 本研究は、国立がん研究センター東病院の研究倫理審査委員会の承認の下に行われた（No: 

19-021）。本研究で用いた全ての患者由来試料の利用について、インフォームドコンセントに

基づく書面での包括同意を得ている。具体的には、初代培養のヒト線維芽細胞（SMFs, SPFs, 

LuFs, VAFs, DeFs, J_MaFs, LiFs, GaFs）、組織由来 total RNA 、そして組織切片を上記の研究倫

理審査委員会に承認されたプロトコールを用いて得た。 

 

(2) 線維芽細胞の単離と初代培養 

 本研究に用いたヒト由来線維芽細胞は、化学療法や放射線療法の施行されていないがん患

者の非がん部から外科的に切除された組織片より単離、初代培養を行った。 

 食道、胃、十二指腸、回腸および大腸の消化管組織は、漿膜下層および粘膜下層を滅菌し

たピンセットとハサミを用いて物理的に剥ぎ取り（Fig 1）、0.05% Trypsin / EDTA (SIGMA) 中

で 37℃ 条件下で 30 分間振とうした。組織片を新たな 0.05% Trypsin / EDTA に移し更に 2 

回振とうし、計 3 回の振とう操作を行った。3 回目の振とう後、組織片を取り除き、上清を 

1000 rpm で 20 分間遠心した。遠心後上清を取り除き、 10% FBS (ニチレイ) および 1% 

Penicillin / Streptomycin (SIGMA) を添加した 10 ml の α-MEM (SIGMA) に懸濁し、1000 rpm 

で 10 分間遠心した。上清を取り除き得られたペレットを 2.0 ml の MF medium (TOYOBO) 
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に懸濁し、6 cm Dish (日本 BD) に播種した。播種から 7 日間は毎日 PBS (SIGMA) による

洗浄と培地の交換を行った。Dish 上に細胞塊が確認されたら、細胞を 0.05% Trypsin / EDTA 

で剥がし回収した。回収した細胞を 10 cm Dish (日本 BD) に播種したものを Passage 1 とし、

以降の実験では Passage 2~6 を用いた。 

 皮膚、乳腺、肝臓、胆嚢、肺組織および血管外膜からの線維芽細胞の単離、培養は以下の

手順で行った。各臓器より得られた組織片を滅菌したはさみを用いて、2.0 mm
2
 程度に細か

く切断し、1.0 ml の MF medium を添加した 6 cm Dish 上に播種した。播種した組織片が線

維芽細胞に取り囲まれるまで、2 日に 1 回 培地の交換を行った。組織片が細胞に取り囲ま

れたのを確認した後、組織片を取り除き、細胞を 0.05% Trypsin / EDTA で剥がし回収した。

回収した細胞を 10 cm Dish に播種したものを Passage 1 とし、以降の実験では Passage 2~6 

を用いた。 

 また、一部の細胞については、外部機関より購入した。具体的には、白人種由来の乳腺線

維芽細胞 (C_MaFs または MaFs: Zenbio) および肝星細胞 (HSCs: Zenbio)、子宮線維芽細胞 

(UtFs: LIFE LINE CELL TECHNOLOGY)、そして前立腺線維芽細胞 (PrFs: ScienCell) を購入し

た。これらの線維芽細胞は、解凍後は 6 cm Dish へと播種した。細胞がセミコンフルエント

に達した後、10 cm Dish へと継代、播種したものを Passage 1 とし、以降の実験では Passage 

2~6 を用いた。 
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(3) 細胞培養 

使用した細胞株は、 HT-29 (ヒト結腸腺がん細胞株; ATCC)、 MCF-7(ヒト乳腺がん細胞株; 

ATCC)、 Schwann 細胞 (ヒト脊椎神経由来初代培養細胞; ScienCell) である。Schwann 細胞

は RPMI1640 (SIGMA) に 10% FBS と 1% Penicillin / Streptomycin を加えた培地で 37℃、

5% CO2 の条件下で培養した。HT-29 および MCF-7 は DMEM (SIGMA) に 10% FBS と 1% 

Penicillin / Streptomycin を加えた培地で 37℃、5% CO2 の条件下で培養した。採取した線維

芽細胞の初代培養細胞は MF medium に添付の 0.2% Growth Factor Supplement (PDGF 等 間

葉系細胞の増殖および未分化性の維持に対して寄与する増殖因子を豊富に含む ) 及び 1% 

FCS を加えた培地で 37℃、5% CO2 の条件下で継代培養した。 

 

(4) 免疫蛍光染色 

 2.0 × 10
3
 個の線維芽細胞を 200 μl の MF medium に懸濁し CulterSlides (日本 BD) に

添加した。ネガティブコントロールまたはポジィティブコントロールとして、同数の HT-29, 

MCF-7 および Schwann 細胞を 200 μl の 10% FBS DMEM 培地または 10% FBS RPMI1640 

培地に懸濁し、同様に播種した。播種から 2 日後、各細胞を 10% 中性緩衝ホルマリン（和

光純薬）にて処理し、固定した。その後、非特異的結合をブロックするために 2% NSS/PBS に 

30 分間浸漬した。一次抗体としては、mouse anti-Vimentin 抗体 (Dako), mouse anti-CytoKeratin 

(clone:AE1/AE3) 抗体  (Dako), mouse anti-Calretinin 抗体  (Dako), mouse anti-GFAP 抗体 

(Dako) および  mouse anti-Desmin 抗体   (Dako), goat anti-HOXA10 (Santa, Cruz), mouse 
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anti-HOXB8 (Abcam), rabbit anti-PITX1 (Atlas Antibodies), rabbit anti-MSX1 (Sigma) を用いて、 

4℃条件で Overnight で反応させた。二次抗体には、 goat anti-mouse Alexa Flour 488nm 

(Invitrogen), goat anti-rabbit Alexa Flour 488nm (Invitrogen), または donkey anti-goat Alexa Flour 

488nm (Invitrogen) を用い、室温で 30 分間、反応させた。スライドガラスの封入および対比

染色には VECTASHIELD Mounting Medium with DAPI (VECTOR LABORATORIES, INC.) を

用いた。染色した細胞は Axio Vision 4.7.1 (Carl Zeiss) を用いて撮影した。 

 また、ヒト消化管組織における MSX1 の免疫蛍光染色は以下の手順で行った。外科的に切

除された大腸および胃の、各 3検体の正常組織から 4.0 μm厚の組織切片を得た。脱パラフィ

ン処理の後、pH 9.0 Tris-EDTA Buffer (Dako) で 95℃, 20分間の抗原賦活化処理を Microwave 

により行った。一次抗体として、 mouse anti-Vimentin および rabbit anti-MSX1 を用い、4℃

条件下で Overnight で反応させた。二次抗体として、goat anti-mouse Alexa Flour 546nm 

(Invitrogen) と goat anti-rabbit Alexa Flour 488nm を用い、室温で 30 分間反応させた。組織の

封入および対比染色は VECTASHIELD Mounting Medium with DAPI を用いて行った。組織の

観察および撮影は Axio Vision 4.7.1 を用いて行い、染色された組織の粘膜下層および漿膜下

層の 40 倍の観察視野の中から無作為に 10 箇所を選択して撮影した。得られた視野中の 

Vimentin 陽性かつ紡錘形の形態像を示す線維芽細胞様細胞における核内 GFP 蛍光の輝度を

Photoshop CS5 を用いて算出することにより MSX1 発現を半定量化した。本研究に用いた一

次抗体のリストは Table 1 に示した。 

 

22



 

(5) フローサイトメトリー 

 1.0 × 10
5
 個の線維芽細胞を 100μl の 3% FBS / PBS に懸濁した。一次抗体としては、 

Mouse anti-CD31 抗体  (Dako)、  Mouse anti-CD34 抗体  (Dako)、Mouse anti-CD45 抗体 

(eBioscience)、Mouse anti-CD68 抗体 (Dako)、および Mouse anti-CD105 抗体 (Dako) を用い、

ネガティブコントロールとしては Mouse IgG1, k Control (eBioscience) を用いた。二次抗体と

しては、 Rabbit anti-mouse IgG / FITC (Dako) を用いた。各細胞表面抗原の発現を FACS 

Calibur (日本 BD) を用いて検出した。本研究に用いた一次抗体のリストは Table 1 に示した。 

 

(6) Total RNA の単離と精製 

線維芽細胞からの total RNA の回収は以下の手順で行った。まず、5.0 × 10
5
 個の線維芽

細胞を 10cm Dish に播種し、10% FBS DMEM 培地で 48 時間培養後、無血清 DMEM に培

地を交換し 48 時間培養した。10ml の PBS で 2 回洗浄した後、1.0 ml の TRIzol reagent 

(Invitrogen) を加え、セルスクレーパー (ザルスタット) を用いて回収した。回収した TRIzol 

reagent に 200μl のクロロホルム (和光純薬) を加え、4℃, 15000 rpm で 10 分間遠心して

得られた上層から、RNeasy Mini Kit (QIAGEN) を用いて total RNA を精製した。また、total 

RNA 中のゲノム DNA を除去するため、RNeasy Mini Kit のカラム上にて RNase-Free DNase 

Set (QIAGEN) による処理を行った。採取された total RNA サンプルのクオリティーは 

Agilent Bioanalyzer および RNA 6000 Nano Assay Kit (Agilent) を用いて行い、全てのサンプル

の RIN 値が 9.0 より大きいことを確認した。 
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ヒト組織由来の total RNA は、大腸および胃の粘膜下層組織と漿膜下層組織、そして肺組

織から採取した。組織片を細かく刻んで 1.0 ml の TRIzol reagent に浸漬した後、TissueLyser 

(QIAGEN) を用いてホモジナイズした。以降は線維芽細胞と同様の手順で total RNA を精製

した。 

 

(7) マイクロアレイを用いた遺伝子発現の網羅的解析 

 遺伝子発現の網羅的解析は、GeneChip Human Genome U133 Plus 2 Array (Affymetrix) を用い

て行った。上記の cDNA チップは、38,500 個の既知遺伝子を含む 47,000 個の転写産物が解

析可能な 54,675 probe sets から構成されている。cDNA チップへのハイブリダイゼーション

に用いる cRNA サンプルは、100 ng の total RNA を 3’ IVT Express Kit (Affymetrix) により

増幅させることで得た。cRNA のハイブリダイゼーションから蛍光ラベルの付加は、製造元 

(Affymetrix) のプロトコール通りに行った。cDNA チップのスキャン画像は、GeneChip Scanner 

3000 (Affymetrix) を用いて所得した。得られたマイクロアレイの生データは、Gene Expression 

Omnibus (GEO: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/; NCBI) に登録した。63 種類の線維芽細胞のマ

イクロアレイデータの Accession number は GSE63626 であり、この内、3 ペアの大腸 SMFs 

と SPFs のデータは、我々が過去に GSE53059 に登録したサンプルと同一である。本研究で

得られた線維芽細胞のマイクロアレイデータの詳細は Table 2 に示した。 

 cDNA チップを用いた遺伝子発現の網羅的解析は、国立がん研究センター中央研究所 発が

ん機構研究グループ 遺伝医学研究分野の佐々木 博己 先生、青柳 一彦 先生らとの共同研究
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で実施された。具体的には、CoSMFs, CoSPFs, StSMFs, StSPFs, LuFs, そして VAFs の遺伝子

発現データは国立がん研究センター中央研究所で、その他のサンプルの遺伝子発現データは

全て国立がん研究センター東病院で得た。 

 

(8) マイクロアレイデータの統計解析 

 マイクロアレイデータの統計解析は GeneSpring GX 12.6 (Agilent) を用いて行った。まず、

遺伝子発現データの正規化処理（チップ間誤差の補正）を、MAS5 アルゴリズムを用いて行

った。正規化後の遺伝子発現データ（Raw intensity value）は log2 ベースで対数化することで

標準化した（Normalized intensity value）。以降の遺伝子の選定やクラスタリングの統計解析は

全て、Normalized intensity value を用いて行った。 

 

① 教師無し階層クラスター解析 (USV階層クラスタリング) 

 USVクラスタリングに用いた遺伝子群の選定は以下の条件で行った。まず、USVクラスタ

リングに供試したサンプルの内、10% 以上のサンプルで明確な発現を認め（Frag status が 

“Perfect match” で特異的な発現が確認された probe sets ）、かつ 10% 以上のサンプルで全サ

ンプルの中央値と比較して、3.0 以上の発現値の差 （log2; 発現倍率が 8 倍以上）を認める 

probe sets を選択した。選択された probe sets群を用いて、Pearson相関距離に基づく Average 

linkage 階層クラスタリングを行った。 
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② 教師有り階層クラスター解析 (SV階層クラスタリング) 

 各サンプル間で発現の異なる probe sets として、P value が 0.05 未満、かつサンプル間の

発現倍率 (Fold change) が 2.0 よりも大きい probe sets を選出した。P value の算出には、

Unpaired t-test または ANOVA を用い、多重比較検定として Benjamini & Hochberg 法による 

P value の補正を行った。選出した probe sets を用いた SV 階層バイクラスタリングを行い、

各サンプルにおける probe sets の発現状況を確認した。 

 

③ 公共マイクロアレイデータを用いた遺伝子発現の再現性の検討 

 自施設で得られたマイクロアレイデータの再現性の検討のため、本研究で同定された部位

特異的な線維芽細胞の遺伝子発現を、公共データベースである GEO に登録されている初代

培養線維芽細胞の遺伝子発現と比較した。大腸粘膜由来線維芽細胞 8 サンプルを 3 データ

セット（GSE15322, GSE29316, GSE39394）、胃粘膜由来線維芽細胞 3 サンプルを 1 データセ

ット（GSE44740）、乳腺由来線維芽細胞 9 サンプルを 2 データセット（GSE20086, GSE25619）、

そして肺由来線維芽細胞 9 サンプルを 2 データセット（GSE23066, GSE44723）を解析に用

いた [14-21] 。 

 

(9) 定量的 RT-PCR (qRT-PCR) 

精製された total RNA より、 PrimeScript RT reagent Kit (TAKARA) を用いて cDNA を合成

した。その後、SYBR Premix Ex Taq (Tli RNaseH Plus; TAKARA) を用いて Light Cycler 480 II 
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(Roche) による定量的 RT-PCR 反応を行った。標的遺伝子の mRNA の発現は GAPDH で標

準化することで相対発現を定量した。使用したプライマーの配列は Table 3 に示した。 

 

(10) 統計解析 

 2 サンプル間の比較については、 F 検定により等分散の確認を行った後、 スチューデン

トの t 検定を用いて統計解析を行い、両側検定で P value が 0.05 未満であった場合に有意

差があるとみなした。USV解析における GIFs と Non-GIFs のクラスター間の偏りは、χ2
 の

2項検定を用いて統計解析を行い、P value が 0.05 未満であった場合に有意差があるとみな

した。 
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(iv) 結果 

 

(1) ヒト初代培養線維芽細胞は、個体間差ではなく、臓器および解剖学的部位に依存的な遺伝

子発現プロファイルを有する 

 線維芽細胞の遺伝子発現プロファイルを比較するため、まずヒト全身の 13 臓器、18 解剖

学的部位より 63 種類の線維芽細胞を単離・培養した。得られた線維芽細胞は全て紡錘形の

形態像を示し、プラスチック Dish 上で、最低 6 passages 以上、培養可能であった（Fig 1）。

免疫蛍光染色およびフローサイトメトリーを用いた細胞抗原解析の結果から、得られた 18 

種類の細胞の内、GaFs と LiFs を除く 16 種類の細胞は 間葉系細胞マーカー (Vimentin, 

CD105) が陽性で、上皮細胞マーカー (Cytokeratin AE1/3)、平滑筋マーカー (Desmin)、神経細

胞マーカー (GFAP)、中皮細胞マーカー (Calretinin)、血管内皮細胞マーカー (CD34)、リンパ

球マーカー (CD45)、そして単球マーカー (CD68) が陰性であった（Fig 2, 3）。一方、 GaFs お

よび LiFs は Desmin の発現が弱陽性であったことから、胆嚢や肝臓や膵臓など臓器に存在

する間葉系細胞である星細胞様の細胞が採取されていると考えられた[22, 23]。 

 採取された線維芽細胞における遺伝子発現を Affymetrix GeneChip U133 Plus 2 チップを用

いて網羅的に解析した。各線維芽細胞間の遺伝子発現プロファイルの類似性を検討するため、

得られた遺伝子発現データの内、実験に供試験した 63種の線維芽細胞で十分な発現が認めら

れる 776 probe sets を用いた USV 階層クラスター解析を行った（Fig 4A, B）。その結果、ヒ

ト線維芽細胞における遺伝子発現は、臓器や解剖学的部位に依存して異なることが明らかと
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なった。得られた系統樹は、第一の分岐から 2 つのクラスターに分割され、左のクラスター

は全て GIFs のサンプルから構成されるクラスター (GIFs enriched cluster: GEC; 24/32: GIFs, 

0/31: Non-GIFs) であったのに対し、右のクラスターは Non-GIFs を多く含むクラスター 

(Non-GIFs enriched cluster: NGEC; 8/32: GIFs, 31/31: Non-GIFs) であった ( P < 0.001, χ2
 検定)。

この内、SMFs は全て GEC に集積したのに対し、NGEC に集積した 8 つの GIFs は全て 

SPFs であった (P < 0.001)。これらの結果から GIFs と Non-GIFs は異なる遺伝子発現プロフ

ァイルを有することが示唆された。また、GEC および NGEC 内には、GIFs や Non-GIFs の

臓器毎にサンプルが集積する傾向を示した。更に、GIFs の内、胃、回腸や大腸の SMFs と 

SPFs は異なるクラスターに集積する傾向を示した。 

 一方で、同一検体から採取された胃、回腸や大腸の SMFs および SPFs は異なるクラスタ

ーに集積したことから、解剖学的部位依存的な遺伝子発現プロファイルの類似性は、採取さ

れた検体の年齢、性別といった検体間差よりも強いことが示唆された。更に、白人種から採

取された HSCs と 日本人から採取された LiFs (肝臓由来線維芽細胞)、白人種から採取され

た C_MaFs と 日本人から採取された J_MaFs (乳腺由来線維芽細胞) が、それぞれ同一のク

ラスターに集積したことから、人種による遺伝子発現の差も臓器間の差と比較して小さいこ

とが示唆された。また、ヒト線維芽細胞において人種、年齢や性別に依存して発現の異なる

遺伝子を探索したところ、人種間差に依存的な遺伝子が 16 probe sets、年齢に依存的な遺伝

子が 2 probe sets 同定されたが、性別依存的な遺伝子は全く存在していなかった（R2 > |0.6|, 

Supp Fig 1）。この結果は、ヒト線維芽細胞における人種や年齢間差の可能性を示しているが、
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その影響は臓器や解剖学的部位の差と比較して限定的である示唆した。 

 以上の結果から、ヒトの全身臓器に由来する線維芽細胞は、個人間差を超えた、臓器およ

び解剖学的部位依存的な遺伝子発現プロファイルを有することが明らかとなった。また GIFs

は Non-GIFsと異なる特殊な細胞群であり、GIFs は臓器や解剖学的部位に依存した多様な線

維芽細胞により構成されていることが示唆された。そこで、GIFs – Non-GIFs 間、SMFs –SPFs 

間、そして消化管の臓器間の遺伝子発現プロファイルの違いを規定している遺伝子群の同定

を試みることにした。 

 

(2) 消化管線維芽細胞と非消化管線維芽細胞間における遺伝子発現の差異 

 GIFs と Non-GIFs の間で発現が有意に異なる遺伝子群を選出した結果、 995 probe sets が

同定された（Fig 5A; P < 0.05, Fold change > 2.0）。同定された 995 probe sets には、細胞の転

写制御に関与する遺伝子群（Transcriptional regulation）、細胞間シグナル伝達を制御する増殖

因子やサイトカインなどの液性因子に関与する遺伝子群（Signal ligands）、そして組織間質内

の基質成分の産生や分化に関与する遺伝子群（Extracellular matrix remodeling）が多く含まれ

ていた（Fig 5B, Supp Fig 2A）。 

 

(3) 消化管線維芽細胞における解剖学的部位依存的な遺伝子発現 

 消化管を構成する 5 つの臓器の内、SMFs – SPFs 間の解剖学的部位による遺伝子発現の差

が認められる臓器を明らかとするため、GIFs の各臓器の線維芽細胞について USV 階層クラ
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スター解析を行った。その結果、5 臓器中 3 臓器（大腸、回腸、胃）では SMFs と SPFs は

異なるクラスターに集積したのに対して、残りの 2 臓器（食道、十二指腸）では明確な解剖

学的部位による遺伝子発現の差を認めなかった（Fig 6A）。そこで、大腸、回腸、胃の 3 臓

器において SMFs と SPFs の間で発現の有意に異なる遺伝子群を選出したところ、合計 498 

probe sets が同定された（Fig 6B）。これら 498 probe sets の遺伝子群には、GIFs – Non-GIFs 間

の差と同様に、”Transcriptional regulation”, “Signal ligands” や “Extracellular matrix remodeling” 

に関連する遺伝子群が多く含まれていた（Fig 6C, Supp Fig 2B）。 

 

(4) 消化管線維芽細胞における臓器依存的な遺伝子発現 

 GIFs における臓器依存的な遺伝子発現の多様性を検討するため、SMFs および SPFs のそ

れぞれのサンプルについて USV 階層クラスター解析を行い、遺伝子発現の類似性を検討し

た。その結果、SMFs, SPFs の遺伝子発現プロファイルは共に、臓器依存的に類似しているこ

とが示された（Fig 7A）。SMFs および SPFs においてそれぞれ臓器特異的に発現している遺

伝子群の選出を行ったところ、SMFs の臓器特異的な遺伝子として 433 probe sets 、SPFs の

臓器特異的な遺伝子として 526 probe sets が同定され、その内 87 probe sets は SMFs と 

SPFs で共通して発現が認められた（Fig 7B, C）。また興味深いことに、同定された臓器特異

的な 87 probe sets の内、15 probe sets は Homeobox 遺伝子であった。そこで、GIFs におい

て確かな発現が認められる 35 probe sets の Homeobox 遺伝子を用いた USV 階層クラスタ

ー解析を行った。その結果、GIFs における Homeobox 遺伝子の発現パターンは、消化管の
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頭尾軸に依存していることが示された（Fig 8）。Homeobox 遺伝子の発現は、GIFs の臓器間

のみならず SMFs – SPFs 間の解剖学的部位でも異なり（SMFs specific homeobox gene: PITX1, 

SPFs specific homeobox gene: MSX1）、GIFs における遺伝子発現プロファイルの多様性と 

Homeobox 遺伝子の発現パターンとの関連性が示唆された（Fig 9）。 

 

(5) マイクロアレイデータの再現性の検討 

 マイクロアレイ解析の結果、明らかとなった GIFs の臓器および解剖学的部位依存的な遺

伝子発現の再現性を確認するため、マイクロアレイに用いた線維芽細胞と同一の RNA サン

プルと、独立した検体より採取されたサンプルを用いた再現性試験を行った。SMFs 特異的

遺伝子として PITX1、SPFs 特異的遺伝子として MSX1、大腸線維芽細胞に特異的な遺伝子と

して  HOXA10、そして胃線維芽細胞に特異的な遺伝子として  HOXB8 の遺伝子発現を 

qRT-PCR により確認した（Fig 10, Supp Fig 3）。また、独立した検体より採取された各部位の

線維芽細胞に対する免疫蛍光染色を用いたタンパク質レベルでの検討においても、上記の 4 

遺伝子の発現パターンは同様の傾向を示した（Fig 11, 12）。 

 また、公共マイクロアレイデータを用いた再現性の検討も行った。大腸粘膜由来線維芽細

胞を 8 サンプル、胃粘膜由来線維芽細胞を 3 サンプル、乳腺由来線維芽細胞を 9 サンプル、

そして肺由来線維芽細胞を 9 サンプルの合計 29 サンプルのプールデータを作製した。これ

らの 29 サンプルについて、GIFs – Non-GIFs 間で発現の異なっていた 995 probe sets を用い

た階層クラスター解析を行ったところ、得られた系統樹の第一の分岐は GIFs （大腸粘膜お
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よび胃粘膜由来線維芽細胞）と Non-GIFs （乳腺および肺由来線維芽細胞）を区別した（Fig 

13A）。また、GIFs および SMFs に特異的な PITX1、Non-GIFs に特異的な TBX5、大腸線維

芽細胞特異的な HOXA13、胃線維芽細胞に特異的な BARX1 を始めとする複数の臓器、解剖

学的部位特異的遺伝子の発現パターンの再現が確認された（Fig 13B, C, D, E）。以上の結果か

ら、本研究で明らかとなった線維芽細胞の臓器、解剖学的部位特異的な遺伝子発現の情報は、

他検体および他施設のサンプルにおいても再現可能なデータであると考えられた。 

 

(6) 線維芽細胞の臓器および解剖学的部位特異的な遺伝子のヒト消化管組織における発現 

 最後に、in vitro における線維芽細胞の臓器および解剖学的部位特異的な遺伝子発現が in 

vivo でも再現されるか検証するために、ヒト大腸、胃の粘膜下層組織および漿膜下層組織、

そして肺組織における MSX1, PITX1, HOXA10, HOXB8 の遺伝子発現を qRT-PCR により検

討した。その結果、4 遺伝子中 3 遺伝子（MSX1, HOXA10, HOXB8）において、 in vitro にお

ける遺伝子発現と相関する発現パターンを得た（Fig 14A-D）。また上記の 4 遺伝子の内、ヒ

トパラフィン包埋標本の免疫組織蛍光染色に使用可能であった MSX1 の大腸、胃の粘膜下層

組織および漿膜下層組織における発現の局在と強度をタンパク質レベルで検討した。その結

果、粘膜下層組織内と比較して、漿膜下層組織内の線維芽細胞様細胞における MSX1 の核内

発現が有意に高く、MSX1 は in vivo においても SPFs に特徴的に発現していることが示され

た（Fig 14E, F）。 
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(v) 考察 

 

 本研究では、ヒトの様々な臓器に由来する線維芽細胞を用いることで、全身臓器に存在す

る線維芽細胞における詳細な遺伝子発現情報を示した。まず我々は全身臓器に由来する線維

芽細胞における臓器依存的な遺伝子発現パターンを示し、その中でも GIFs は特殊かつ多様

な線維芽細胞集団であることを見出した。GIFs における臓器および解剖学的部位依存的な遺

伝子発現の多様性は主として、”Transcriptional regulation”、”Signal ligands” や “Extracellular 

matrix remodeling” に関連する遺伝子群により構成されていた。本研究で得られた線維芽細胞

における遺伝子発現情報は、全身臓器を広範かつ系統的に検討した唯一の報告であり、GIFs 

における多様な遺伝子発現パターンを示す直接的な根拠を提供した。 

 線維芽細胞の果たす役割の一つとして、種々の細胞外マトリクスの産生、分解が挙げられ

る。線維芽細胞は細胞外マトリクスを産生することで臓器構造を支持するだけでなく、細胞

外マトリクスの構築する機械的環境は上皮細胞など、他の細胞種に影響することで臓器恒常

性に寄与していることが知られている[24]。本研究において、各臓器に由来する線維芽細胞は、

コラーゲン類、マイクロフィブリル類、グリコプロテイン類、プロテオグリカン類や MMPs 類

の遺伝子発現が異なっていた。従って線維芽細胞は、臓器および解剖学的部位固有の機械的

環境を構築することで、各臓器に特異的な生理的機能の維持に寄与していることが示唆され

る。 

 また胚発生の過程において線維芽細胞は、上皮細胞などの他細胞種を臓器や組織特有の形
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質へと領域化する。特に消化管臓器において臓器固有の機能に直接的に寄与するのは上皮細

胞であるが、その上皮細胞の臓器特異的な領域性を制御しているのは線維芽細胞を始めとす

る間葉系細胞であることが知られる[25-28]。本研究では、GIFs における Homeobox 遺伝子

などの転写因子の臓器依存的な発現パターンが観察された。この Homeobox 遺伝子の発現パ

ターンは、マウスやニワトリの胚発生期の間葉系組織における HOX 遺伝子の発現パターン

に類似していたことから[29, 30]、線維芽細胞における臓器依存的な遺伝子発現は胚発生の過

程で獲得されることが示唆された。このような臓器固有な線維芽細胞は、胚発生の過程にお

いて消化管の領域化に寄与していると考えられる。また、臓器や解剖学的部位特異的な線維

芽細胞は、胚発生期のみならず、生体を構成する細胞の部位特異的な分化に影響することが

報告されている[31-33]。従って本研究で明らかとされた GIFs の臓器依存的な多様性は、成

人の消化管臓器に存在する幹細胞の臓器特異的な分化に対しても寄与している可能性がある。 

 更に GIFs において解剖学的部位による液性因子（増殖因子、ケモカインやサイトカイン、

Wnts、BMPs や TGFβ シグナルのリガンド）の発現の違いが観察された。消化管組織におい

て上記の液性因子は、上皮細胞、筋細胞の増殖や免疫細胞の動員により組織恒常性の維持に

寄与することが知られる[34-37]。消化管臓器において粘膜下層組織は、粘膜固有層直下の粘

膜筋板と固有筋層の 2 つの平滑筋からなる組織構造に挟まれて存在している。従って粘膜下

層組織に局在する SMFs に特徴的に発現する液性因子は、これらの平滑筋細胞の恒常性にも

寄与する可能性がある。また創傷治癒といった特殊な生理環境下において、漿膜下層に存在

する間質細胞は粘膜上皮の創傷部に遊走し、非古典的 Wnt シグナルを介して上皮細胞の形態
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形成や増殖に寄与することが報告されている[38-40]。以上のことから、消化管臓器の各解剖

学的部位に存在する線維芽細胞はそれぞれが独立した生理的機能を有し、異なるシグナル伝

達を介して消化管臓器の恒常性維持に寄与している可能性がある。 

本研究で検討した全ての SMFs は典型的な GIFs 様の遺伝子発現パターンを示したのに

対し、16 サンプル中 8 サンプルの SPFs は Non-GIFs 様の遺伝子発現パターンを示した

（Fig 4B）。ヒトの漿膜および腹膜組織は、解剖学的に臓側腹膜と壁側腹膜と呼ばれる 2つ領

域に区別される。消化管臓器を構成する腹膜組織の大部分は臓側腹膜から構成されるが、食

道外膜や十二指腸の腸間膜は壁側腹膜から構成される。また、腹膜組織は組織学的にも多様

である。例えば、胃の漿膜下層組織は脂肪成分が少なく薄い組織構造を示すのに対し、大腸

の漿膜下層組織は脂肪成分が豊富で厚い組織構造を示す。このような、解剖学的、組織学的

な漿膜組織の不均一性が、SPFs における遺伝子発現の多様性と関連している可能性がある。

更に興味深いことに、Non-GIFs 様の遺伝子発現を示した SPFs は VAFs と類似した遺伝子

発現パターンを示した。解剖学的に漿膜下層組織と血管外膜組織は連続性があり、両者は豊

富なエラスチン成分を含むという組織学的な類似性を示す[41]。我々は以前に、大腸の SPFs 

や VAFs は強い造腫瘍能を有することを示しており[9, 13]、SPFs や VAFs は特殊な病理学

的機能を有する線維芽細胞の集団であると考えられる。従って本研究で得られた線維芽細胞

の遺伝子発現情報は、胚発生や臓器恒常性の維持における線維芽細胞の生理的機能を理解す

るだけでなく、がんの進展などの病態病理学的な研究を行う上でも有用な知見になりうる。 
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(vi) 結論 

 

全身臓器に由来する線維芽細胞の中でも GIFs は特殊な線維芽細胞の集団であり、臓器お

よび解剖学的部位により分類できることを示した。これらの遺伝子発現の多様性は、転写制

御因子、液性のシグナルリガンドや細胞外マトリクスの産生、分解に関連する遺伝子発現に

より構築されていた。臓器や解剖学的部位依存的な遺伝子発現パターンと胚発生との関連性

が示され、各臓器の線維芽細胞はその臓器固有の微小環境を構築することで組織恒常性の維

持に寄与していることが示唆された。本研究の成果は、線維芽細胞の果たす生理的、病態病

理的な働きを理解する上で重要な概念を提供し、また将来の臓器再生研究に関するリソース

となることが期待される。 
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IV. 臓器および解剖学的部位特異的な線維芽細胞が上皮細胞に与える影響の検討 

 

(i) 背景 

 

 腸管臓器の上皮は 3～4 日の短いサイクルで再生を繰り返す組織である。この腸上皮の脱

落と再生のサイクルを支持しているのは、腸上皮の陰窩領域に存在する組織幹細胞と増殖性

の上皮細胞である。陰窩底部領域に存在する腸上皮幹細胞は主として、吸収上皮、杯細胞（粘

液産生細胞）、内分泌細胞およびパネート細胞の 4 種類の分化型腸上皮細胞を産生する。こ

れらの細胞種の内、腸上皮の幹細胞ニッチである陰窩領域には腸上皮幹細胞、パネート細胞

や増殖性上皮細胞が局在し、分化細胞領域である絨毛領域には吸収上皮、杯細胞や内分泌細

胞が局在している（Fig 15）。このような腸上皮の分化様式の研究を行うための、細胞株を用

いた in vitro 分化モデルが提唱されてきた。その一つとして、ヒト由来の細胞株を用いた分

化モデルである Caco-2 細胞の単層培養モデルが挙げられる。Caco-2 細胞はヒト結腸がん由

来のがん細胞株であるが、コンフルエント状態にて長期培養を行うことで小腸上皮細胞様に

分化する。長期培養により Caco-2 細胞は、細胞極性や発達した微繊毛を獲得し、二糖類分

解酵素やペプターゼといった小腸上皮に特徴的な消化酵素を産生する[42]。 

 腸上皮は周囲の微小環境の支持により、その恒常性を維持している。例えば、基底膜マト

リクス成分であるラミニン Iの存在下において、腸上皮は β1-インテグリンを介したシグナル

伝達により分化および消化酵素の産生が亢進すること[43]、免疫細胞の一種である M2 型の
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マクロファージとの共培養により腸上皮の分化が亢進することが報告されている[44]。腸管臓

器に存在する線維芽細胞も腸上皮に影響を与える微小環境として知られる。特に陰窩領域の

腸上皮の近傍に存在する線維芽細胞は、各種増殖因子やサイトカインなど様々な液性因子を

傍分泌することで、腸上皮の幹細胞性の維持、増殖や分化に寄与する[35-37]。また小腸由来

線維芽細胞は Caco-2 細胞の分化や増殖に寄与することが報告されている[45]。 

 本論の III章において我々は、ヒト成人から採取された GIFs は、胚発生と関連した臓器依

存的な多様性を有することを示した。線維芽細胞を始めとする間葉系細胞による上皮細胞の

領域特異的な分化は、胚発生の過程でも示されている現象である[25-28]。従って、臓器や解

剖学的部位特異的な線維芽細胞は、成人臓器の上皮細胞における分化や増殖に対して寄与し

ていることが示唆される。しかしながら、消化管の各臓器に由来する線維芽細胞が、消化管

の上皮細胞に対して与える影響の違いについては、ほとんど明らかでない。 
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(ii) 目的 

 

 本研究の目的は、消化管を構成する臓器および解剖学的部位特異的な線維芽細胞が、腸管

上皮細胞モデルである Caco-2 細胞の分化や増殖に与える影響を検討することである。研究

は以下の手順で行った。 

 

1. Caco-2 細胞と線維芽細胞とを長期間共培養が可能な 3 次元共培養系を作製し、3 次元培

養下において小腸線維芽細胞が Caco-2 細胞の分化や増殖に与える影響を遺伝子およびタン

パク質発現から評価した。 

 

2. Caco-2 細胞と腸管臓器由来の線維芽細胞（十二指腸、回腸、大腸の SMFs および SPFs）

または非腸管臓器由来の線維芽細胞（食道、胃の SMFs および SPFs）を 3 次元培養条件下

で共培養し、各線維芽細胞が Caco-2 細胞の分化や増殖に与える影響を検討した。 

 

3. III章で明らかとした GIFs の遺伝子発現情報から、Caco-2 細胞の分化や増殖に影響を与え

る機能分子の候補を選出し、その分子の機能性を検討した。 
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(iii) 実験材料および実験方法 

 

(1) 細胞培養および Caco-2 細胞の分化誘導実験 

 使用した細胞株は、Caco-2 細胞（ヒト結腸低分化がん細胞株; ATCC）、293T 細胞（ヒト胎

児由来腎臓上皮細胞株; ATCC）および III 章で採取した 10 種類の GIFs（EsSMFs, EsSPFs, 

StSMFs, StSPFs, DuSMFs, DuSPFs, ILSMFs, ILSPFs, CoSMFs, CoSPFs）である。Caco-2 細胞は 

DMEM に 10% FBS と 1% Penicillin / Streptomycin を加えた培地、 293T 細胞は RPMI1640 

に 10% FBS と 1% Penicillin / Streptomycin を加えた培地で 37℃、5% CO2 の条件下で培養

した。線維芽細胞の初代培養および継代維持の方法については、P.18-19 に前述した。 

 Caco-2 細胞の 2 次元および 3 次元での分化誘導実験は以下の手順で行った。2 次元共培

養として 6 well culture plate (BD Falcon) に 3.0 ml の 10% FBS DMEM を添加し、0.4 μm ポ

アの Cell Culture Insert (BD Falcon) を各 well にセットした。Cell Culture Insert の上層に直接 

1.5 × 10
5
 個の Caco-2 細胞を 1.0 ml の 10% FBS DMEM 培地に懸濁、播種したものを 2 

次元分化誘導群、Cell Culture Insert の上に 2.0 ml の I型コラーゲンゲル （新田ゼラチン）

を重合させた後、コラーゲンゲル上に 1.5 × 10
5
 個の Caco-2 細胞を播種したものを 3 次

元分化誘導群とした。Insert の下層および上層の培地は 2 日毎に交換、培養は最大 21 日間

行い、培養 3, 7, 14, 21 目の total RNA およびホルマリン固定サンプルを回収した。また、コ

ラーゲンゲル内に 1.0 × 10
5個 / ml （2.0 × 10

5
 個 / well）の GIFs を包埋した後、1.5 × 

10
5
 個の Caco-2 細胞を播種したものを線維芽細胞との 3 次元共培養群とした。線維芽細胞
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との共培養は 14 日間行い、ホルマリン固定サンプルを回収した。Caco-2 細胞単独 3 次元

培養群に対する recombinant CXCL12/SDF1 (rCXCL12/SDF1: R&D Systems) の添加は Caco-2 

細胞の播種翌日から開始し、培養 14 日目まで 2 日毎に 50 ng/ml rCXCL12/SDF + 10% FBS + 

DMEM を添加した。 

 

(2) Total RNA およびホルマリン固定サンプルの回収方法 

 Caco-2 細胞の 3次元培養からの total RNA は以下の方法で回収した。培養から 3, 7, 14, 21 

日目のコラーゲンゲルを、シリンジ針を用いて Insert より外した。PBS で洗浄後、コラーゲ

ンゲルの半量を滅菌鋏により切り離し、1.0 ml の TRIzol reagent に浸漬し、TissueLyser を用

いてコラーゲンゲルをホモジナイズした。また、Caco-2の 2 次元培養からの total RNA は、

Cell Culture Insert を PBS により洗浄後、Insert に 1.0 ml の TRIzol reagent を添加し、ピペ

ッティングを行うことで回収した。回収した TRIzol reagent からの total RNA の精製法につ

いては P.22 に前述した。 

 Caco-2 細胞の 3 次元培養サンプルの固定には、10% 中性緩衝ホルマリン溶液を用いた。

固定した標本は、Tissue-Tek VIP（サクラファインテックジャパン）および Tissue-Tek TEC（サ

クラファインテックジャパン）を用いてパラフィンブロックへと包埋した。 

 

(3) 定量的 RT-PCR（qRT-PCR） 

 Total RNA からの cDNA 逆転写および qRT-PCR の方法は、P.25 に前述した。本検討で用
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いたプライマーの配列情報は Table 3 に示した。 

 

(3) 免疫細胞化学的染色 

 作製した Caco-2 細胞の 3 次元共培養のパラフィン包埋サンプルから、4.0 μm 厚の細胞切

片を作製した。脱パラフィン処理の後、pH 6.7 のクエン酸 Buffer (LSI メディエンス) また

は pH 9.0 Tris-EDTA Buffer (Dako) で 95℃, 20分間の抗原賦活化処理を Microwave により行

った。内因性ペルオキシターゼのブロッキングのため、3.0% の H2O2 （和光純薬）メタノー

ル溶液（和光純薬）に浸漬し、室温で 30 分間反応させた。その後、切片を各一次抗体と 4℃, 

Overnight 条件で反応させた。二次抗体としては、goat anti-mouse IgG HRP (EnVision/HRP 

system: Dako) または goat anti-rabbit IgG HRP (EnVision/HRP system: Dako) を用い、室温で 30 

分間反応させた。その後、3, 3’-diaminobenzidine（DAB: 和光純薬）を用いた化学発色を行う

ことで標的タンパク質を茶色に発色した。核の対比染色には、ヘマトキシリン（二倍法: 武

藤化学）を用いた。本検討で用いた一次抗体の詳細は Table 1 に示した。 

 染色した細胞切片の高解像度画像は、NanoZoomer（浜松ホトニクス）を用いて撮影した。

得られた画像データの解析は ImageJ（http://rsb. info. nih. gov/ij/）を用いた。各切片当たり 20

倍または 40 倍視野で 5 視野を無作為に選択し、視野内の Caco-2 細胞における各種マーカ

ーの陽性細胞割合を算出した。 
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(4) マイクロアレイデータの統計解析 

 マイクロアレイデータの統計解析の方法については P.24-25 に前述した。 

 

(5) 腸管線維芽細胞への shRNA ベクターの導入 

 レンチウイルスベクターを用いた回腸 SMFs への shRNA 導入は以下の手順で行った。タ

ーゲット遺伝子に対する siRNA 配列の設計は siDirect 2.0 を用いて行った[46, 47]。設計した

オリゴヌクレオチドの化学合成およびアニーリング反応を行うことで、Table 4. に示した相補

配列を得た（siDirect を用いて設計した siRNA 配列部位を赤文字で示した）。得られた相補

配列を XbaI および BglII 制限酵素で処理した pENTR4-H1 ベクター（RIKEN BioResource 

Center）にライゲーション（DNA Ligation Kit Ver.2.1: TAKARA）し、DH5α（TOYOBO）へと

形質導入することでエントリークローンを得た。得られたエントリークローンと CS-Rfa-EG

（RIKEN BioResource Center）とのライゲーション反応を行い（Gateway LR Clonase: Life 

Technologies）、DH10B（Invitrogen）へと形質導入することで shRNA 発現用ベクターを得た。

PCAG-HIV, pCMV-VSV-G-RSV-Rev および shRNA ベクターを 293T 細胞へとトランスフェ

クションすることで感染用のレンチウイルスを得た。トランスフェクションには 

LipofectAMINE 2000 reagent（Invtrogen）を用いた。レンチウイルスベクターを含む 293T 細

胞の培養上清は 0.45 μm ポアのフィルター（Millex-HV: Millipore）により細胞成分を除去し、

8 μg/ml のポリブレン（Santa Cruz Biotechnology）を添加後、回腸 SMFs へと添加することで

形質転換を行った。 
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(6) 統計解析 

 2 サンプル間の比較については、 F 検定により等分散の確認を行った後、 スチューデン

トの t 検定を用いて統計解析を行い、両側検定で P value が 0.05 未満であった場合に有意

差があるとみなした。 
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(iv) 結果 

 

(1) Caco-2 細胞は、コラーゲンゲル上における長期培養により腸上皮細胞様の分化を示す 

 まず Caco-2 細胞が 3 次元培養環境下においても、腸上皮細胞様の分化様式を示すかを検

討するため、Caco-2 細胞の 2 次元および 3 次元培養を行い、培養 7, 14, 21 日目における

腸上皮細胞の分化マーカーの発現を qRT-PCR により検討した。腸上皮細胞の分化関連遺伝

子としては、 Caco-2 細胞の 2 次元培養において継時的な発現変化が報告されている 4 遺

伝子（CDX2, VIL1, SI, MYO1A）を用いた [48] 。その結果、 2 次元培養群では培養 21 日目

をピークに分化関連遺伝子の継時的な発現亢進を起こしたのに対して、 3 次元培養群では培

養 14 日目と 21日目をピークとする発現変化が観察された（Fig 16）。更に、免疫細胞化学的

染色を用いたタンパク質レベルでの検討においても、Caco-2 細胞の 3 次元培養における 

CDX2 の陽性細胞割合は、培養 14 日目をピークとする継時的な発現変化が観察され、その

発現は 21日目まで維持されていた（Fig 17A, B）。また、3 次元培養における Caco-2 細胞の

形態像は、培養 3 日目における横長の扁平状の形態像から、縦長の円柱状の形態像へと変化

していく様子が観察された（Fig 17A: 上段）。形態像の変化と同様に、腸上皮細胞の刷子縁構

成タンパク質である CD10 の陽性細胞割合も、培養 3 日目から培養 21 日目にかけて継時

的に増加した（Fig 17A: 下段、Fig17C）。これらの結果から、3 次元培養下において Caco-2 細

胞は、2 次元培養下と同様に腸上皮様細胞へと分化することが示された。2 次元培養下と異

なり CDX2 を始めとする腸上皮細胞の分化関連マーカーの発現ピークは培養 14 日目であ
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ったことから、以後の線維芽細胞との共培養実験の評価は共培養開始から 14 日目に行うこ

とにした。 

 

(2) 回腸粘膜下層由来線維芽細胞は、Caco-2細胞の腸細胞分化および増殖を促進する 

 小腸由来の線維芽細胞は Caco-2 細胞の分化や増殖を亢進することが報告されている。そ

こで、小腸線維芽細胞が Caco-2 細胞に対して与える影響を詳細に検討するため、Caco-2 細

胞と回腸 SMFs（ILSMFs）との 3 次元共培養を行い（Fig 18A）、共培養 14 日目における分

化マーカー （CDX2）、増殖マーカー（Ki-67）、そして成熟・機能性マーカー（MUC2: 杯細

胞、CD10, ALPI, SI: 吸収上皮細胞、CHGA/B: 内分泌細胞、LYZ: パネート細胞）の発現を免

疫化学的染色により検討した。その結果、ILSMFs と共培養した群では、Caco-2 における 

CDX2 および Ki-67 の陽性細胞割合が有意に増加した（Fig 18B, C, D, E）。一方、MUC2, CD10, 

ALPI, SI および CHGA/B の陽性細胞割合に変化はなかった（Fig 19）。また、LYZ 陽性細胞

の存在は一つも認めなかった。これらの結果から、回腸 SMFs は Caco-2 細胞の腸細胞分化

や増殖を促進するが、成熟や機能性の獲得には寄与しないことが示された。 

 

(3) Caco-2 細胞に対する分化および増殖の促進作用は、腸管線維芽細胞に特徴的である 

 GIFs を構成する臓器および解剖学的部位特異的な線維芽細胞が、Caco-2 細胞の分化や増

殖に与える影響の違いを検討するため、Caco-2 細胞と 10 種類の GIFs （食道、胃、十二指

腸、回腸、大腸の SMFs および SPFs）の 3 次元共培養を行った。その結果、 Caco-2 細胞
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を単独で培養した群と比較して、腸管臓器由来の線維芽細胞（十二指腸、回腸、大腸の SMFs 

および SPFs）と共培養した群において CDX2 および Ki-67 陽性細胞割合の有意な増加が観

察された（Fig 20）。これらの発現変化は、非腸管臓器由来の線維芽細胞（食道、胃の SMFs お

よび SPFs）と共培養した群では認められなかった。この結果から、線維芽細胞による Caco-2 

細胞の分化および増殖の亢進は、腸管臓器由来の線維芽細胞に特徴的な性質であることが示

唆された。 

 

(4) 腸管線維芽細胞に特徴的に発現する CXCL12/SDF1 は、Caco-2 細胞の分化および増殖 

を促進する 

 腸臓器由来の線維芽細胞が Caco-2 細胞の分化および増殖を促進する分子機序を明らかと

するため、非腸臓器由来の線維芽細胞と比較して、腸臓器由来の線維芽細胞において特徴的

に発現が認められる遺伝子群をマイクロアレイデータから選出し、結果 33 probe sets が同定

された（Table 5）。これら 33 probe sets の中には、”Transcriptional regulation” に関与する遺伝

子が 10 probe sets（NKX2-3, MAB21L2, HOXA9, HOXA10, HOXD4, HOXD-AS2, TLE2, HLX, 

TCF4）、 ”Signal ligands” に関与する遺伝子が 2 probe sets (CXCL12)、 “Extracellular matrix 

remodeling” に関与する遺伝子が 1 probe sets (LUM) 含まれていた。本研究に用いた 2 次元

共培養系がコラーゲンゲルを介した非接触の実験系であったため、同定された遺伝子群の内、

唯一の液性因子であった CXCL12 (SDF1) に着目した。 

 CXCL12/SDF1 が Caco-2 細胞の分化や増殖を亢進するかを検証するため、CXCL12/SDF1 
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の recombinant protein (rCXCL12/SDF1) の Caco-2 細胞の単独培養群への添加実験を行った。

その結果、無添加群と比較して、rCXCL12/SDF1 の添加により Caco-2 細胞における CDX2 

および Ki-67 陽性細胞割合が有意に増加した（Fig 21）。 

 

(5) 腸管線維芽細胞への shRNA ベクター導入による CXCL12/SDF1 のノックダウンにより、 

Caco-2 細胞の分化および増殖の亢進が阻害される 

 Caco-2 細胞の分化および増殖の亢進に対する、腸管線維芽細胞の産生する CXCL12/SDF1 

の影響を検討するため、回腸 SMFs に shCXCL12 ベクターを導入し、RNAi によって恒常

的に CXCL12/SDF1 の発現が抑制される初代培養の腸管線維芽細胞を得た（Fig 22A）。

shCXCL12 を導入した回腸 SMFs と Caco-2 細胞との共培養を行い、14 日目における CDX2 

および Ki-67 陽性細胞割合を算出した。その結果、CXCL12/SDF1 の発現抑制により、腸管

線維芽細胞による Caco-2 細胞に対する CDX2 および Ki-67 の発現亢進が阻害された（Fig 

22B, C および Fig 23A, B）。 

 

(6) 腸管線維芽細胞において NKX2-3 は CXCL12/SDF1 の転写制御や Caco-2 細胞に対する

分化および増殖の亢進に関与しない 

 最後に、CXCL12/SDF1 が腸管線維芽細胞に特徴的に発現する機序を明らかとするため、腸

管線維芽細胞で特異的に発現していた転写制御因子の内、最も発現倍率が大きい遺伝子であ

った NKX2-3 の shRNA ベクターを回腸 SMFs に導入したノックダウン実験を行った（Fig 
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24A）。しかしながら、NKX2-3 の発現抑制は、CXCL12/SDF1 の発現（Fig 24B）や、Caco-2 細

胞に対する CDX2, Ki-67 の発現亢進（Fig 24C, D）に影響しなかった。従って NKX2-3 は、

CXCL12/SDF1 を介した腸管線維芽細胞による Caco-2 細胞の分化や増殖の亢進に関与しな

いことが示された。 
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(v) 考察 

 

 本研究では、腸上皮細胞株である Caco-2 細胞とヒト消化管を構成する臓器および解剖学

的部位特異的な GIFs との 3 次元共培養を行うことで、GIFs の中でも腸管臓器に由来する

線維芽細胞のみが Caco-2 細胞の分化および増殖を亢進することを示した。また、III 章で明

らかとした  GIFs の遺伝子発現情報の中から、腸管線維芽細胞に特異的に発現する 

CXCL12/SDF1 が Caco-2 細胞の分化および増殖を亢進する機能分子であることを初めて明

らかとした。 

 腸管線維芽細胞は、Caco-2 細胞における CDX2 および Ki-67 の発現を亢進することを見

出した。CDX2 は腸上皮の分化マーカーとして用いられるマスター転写因子であり、陰窩領

域底部の組織幹細胞を除く全ての腸上皮細胞に発現が認められる[49]。腸上皮において Ki-67 

陽性細胞が局在するのは陰窩の増殖性上皮細胞領域である。腸上皮組織に発現する CDX2 に

は、領域特異的な機能の多様性が報告されている。腸上皮の陰窩領域において CDX2 は腸上

皮細胞の増殖を促進し、一方繊毛領域においては消化酵素の発現に寄与する[50, 51]。本研究

において腸管線維芽細胞は Caco-2 細胞における消化酵素（SI）の発現には影響を与えなかっ

たことから、腸管線維芽細胞は腸上皮における増殖性上皮細胞の拡大に寄与していると考え

られる。 

 腸管粘膜組織には増殖因子、サイトカインや細胞外マトリクスなどの様々な液性因子が存

在し、これらの液性因子は腸上皮細胞の未分化性の維持や増殖に寄与することで腸管臓器の
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恒常性維持に関与する。例えば、TGF, IGF, HGF, FGF や KGF といった増殖因子は、in vitro 

および in vivo で腸上皮細胞の分化や増殖に寄与することが報告されている[52-56]。この内、

TGF, HGF や KGF などの液性因子は腸管線維芽細胞において発現が認められ、線維芽細胞

はこれらの液性因子を産生することで腸上皮細胞の分化や増殖を亢進する[45, 57, 58]。また、

線維芽細胞による腸上皮細胞の分化および増殖への影響は、線維芽細胞の由来臓器により異

なることが報告されている。胃や皮膚組織に由来する線維芽細胞と比較して、腸管臓器に由

来する線維芽細胞は腸上皮細胞の分化や増殖を強く促進する[58, 59]。これらの報告は、我々

の実験結果と矛盾しない。しかしながら、これらの先行研究では、何故腸管線維芽細胞が特

徴的に腸上皮細胞の分化や増殖を促進するのか、その機序は不明であった。これに対し我々

は、過去に報告した各臓器の線維芽細胞における遺伝子発現の網羅的解析データから、腸管

線維芽細胞に特徴的に発現する液性因子である CXCL12/SDF1 を同定することに成功した。 

 CXCL12/SDF1 は、主としてリンパ球や血管内皮細胞の遊走や活性化に関わるケモカインリ

ガンドであり、そのレセプターとして CXCR4 が知られる[60-62]。CXCR4 は、脳、骨髄、血

球細胞や腸管臓器において発現し[63, 64]、腸管臓器の中では腸上皮細胞における発現が報告

されている[65]。In vitro の腸上皮細胞における  CXCR4 の発現抑制は、腸上皮細胞の 

CXCL12/SDF1 依存性の遊走を阻害する[66, 67]。また、in vivo における CXCR4 の腸上皮特

異的なノックアウトは、DSS 誘導性の腸潰瘍における再上皮化を阻害する[68]。すなわち、

これまで CXCL12/SDF1 は腸上皮細胞の遊走に寄与することが知られていた。本研究では、

CXCL12/SDF1 が腸上皮細胞の遊走だけでなく CDX2 や Ki-67 の発現を亢進する機能分子
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であることを初めて見出した。また、CXCL12/SDF1–CXCR4 の下流シグナルとしては、

MEK/ERK シグナルや PI3K/Akt シグナルが知られる[69]。これらのシグナルは共に腸上皮細

胞の増殖を亢進する[70]。一方で、CDX2 の発現について MEK/ERK および PI3K/Akt シグ

ナルは、発現亢進および発現抑制の双方に寄与する報告が成されている[71-73]。本研究で観

察された CXCL12/SDF1 による Caco-2 細胞における CDX2 および Ki-67 の発現亢進につ

いて、今後その下流シグナルを含めた詳細な分子機序の解明が必要と考える。 

 最後に、我々は CXCL12/SDF1 が腸管線維芽細胞に特徴的に発現する分子機序の解明を試

みた。ヒト皮膚線維芽細胞において、Homeobox 遺伝子は部位特異的な遺伝子発現パターン

を制御するマスター転写因子であることが報告されている[32]。我々が着目した転写因子であ

る NKX2-3 はマウスやニワトリの脾臓および腸管臓器の間質において特徴的に発現する 

Homeobox 遺伝子であり、マウスにおける NKX2-3 の機能欠失は腸管間質の減少や腸管粘膜

構造の異常を引き起こす[74, 75]。従って、腸管間質における NKX2-3 の機能性が予想される。

しかしながら、本研究にて腸管線維芽細胞に発現する  NKX2-3 の機能性は確認されず、

CXCL12/SDF1 の発現制御機構の解明には至らなかった。III 章で得られた線維芽細胞におい

て CXCL12/SDF1 は、腸管線維芽細胞だけでなく、Non-GIFs の肝臓、胆嚢や肺の線維芽細胞

においても発現が認められた（Supp Fig 4A）。そこで、63 種の線維芽細胞において 

CXCL12/SDF1 と相関関係を認める probe sets を探索した結果 1 probe sets が同定されたが、

上記因子は転写制御因子ではなかった（R
2
 > |0.6|, Supp Fig 4B）。従って CXCL12/SDF1 の発

現制御は、Homeobox 遺伝子のようなマスター転写因子以外の転写制御に依存している可能
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性が推察される。今後、腸管線維芽細胞特異的な CXCL12/SDF1 の発現制御機構について、

ユビキチン化による転写因子の修飾やエピジェネティクスな制御といった転写因子の遺伝子

発現に依存しない機序も視野に入れて検討を行うべきと考える。 
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(vi) 結論 

 

 消化管由来の線維芽細胞において、腸管臓器に由来する線維芽細胞のみが腸上皮細胞株で

ある Caco-2 細胞の分化および増殖に寄与することを示した。更にその分子機序として、腸

管線維芽細胞が特徴的に産生する液性因子である CXCL12/SDF1 が機能分子として働くこと

を明らかとした。本研究の成果は、腸管臓器の恒常性維持における線維芽細胞の働きに関す

る新しい知見を提供する。また、各臓器の線維芽細胞は液性因子等の産生を介し、その臓器

固有の微小環境を構築することで組織恒常性の維持に寄与している可能性が支持された。 
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V. 総合考察 

 

(i) 臓器依存的な線維芽細胞の多様性 

 本研究では、線維芽細胞における遺伝子発現プロファイルの解析により、由来臓器や解剖

学的部位に依存した線維芽細胞の多様性を見出した。またその中でも、腸管臓器に由来する

線維芽細胞が腸上皮の恒常性維持に寄与する可能性を示した。このような臓器固有の線維芽

細胞による臓器の機能性獲得や維持については、腸管臓器以外の臓器でも報告されている。

胃の間葉系組織に特異的に発現する Barx1 は Dkk1 や Sfrp の発現を誘導することにより、

胃の内胚葉組織における Wnt シグナルを抑制することで、胃特異的な上皮細胞の分化を誘導

すると報告されている[76-78]。腸管臓器や胃の線維芽細胞と同様に、他の臓器においても臓

器特異的な間質細胞による恒常性維持機構が存在することが示唆される。本研究で得られた

線維芽細胞における液性因子、細胞外マトリクスなどの臓器特異的な遺伝子発現情報は、生

体臓器の恒常性維持や発生過程における、臓器特異的な上皮―間葉相互作用を解明する上で

重要な知見となることが期待される。 

 また各臓器に固有の線維芽細胞は、その臓器固有の疾患等にも関与している可能性がある。

例えば我々のデータにおいて、肝臓および胆嚢の線維芽細胞では、多くのサイトカインやケ

モカインの発現が顕著に高い傾向を示した（Supp Fig 5）。肝臓や胆嚢の線維芽細胞は星細胞

とも呼ばれ、肝臓や胆嚢の炎症や線維化との関与が知られる[22, 23, 79]。一方で、線維芽細胞

と炎症や線維化との関連は、肺や胃といった他の臓器でも報告されている[80, 81]。炎症性サ
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イトカインの発現が内因性に高い肝臓や胆嚢の線維芽細胞とその他の臓器の線維芽細胞とで

は、炎症における役割やその分子機序が異なる可能性が考えられる。今後、線維芽細胞を LPS 

やサイトカインなどの炎症惹起性因子で刺激しその応答性を検討することで、各臓器の炎症

における線維芽細胞の役割の違いが明らかとなる可能性がある。 

 

(ii) 消化管の解剖学的部位特異的な線維芽細胞 

 我々は線維芽細胞の臓器依存的な多様性のみならず、消化管の同一臓器内の解剖学的部位

にも依存して線維芽細胞の遺伝子発現プロファイルが異なることを明らかとした。しかしな

がら Caco-2 細胞を用いた分化アッセイにおいては、SMFs と SPFs の間に機能的な違いを

認めなかった。従って SMFs と SPFs の解剖学的部位特異的な線維芽細胞には、その臓器の

機能や恒常性の維持以外の役割もあると考えられる。この点について我々は、SMFs や SPFs 

と大腸がんの進展との関連性を報告してきた（小嶋、横田、樋口らの共同研究）。大腸の SMFs 

および SPFs を大腸がん細胞株である DLD-1 の培養上清で刺激すると、SMFs と比較して 

SPFs において多くの遺伝子発現の変化が観察され、SPFs は大腸がん細胞に対して高い反応

性を示すことが示唆された（Supp Fig 6A）。また SMFs および SPFs を DLD-1 とマウス皮

下に共移植すると SPFs においてより強い腫瘍形成能が確認された（Supp Fig 6B）[13]。更に 

DLD-1 で 刺 激 し た 際 に  SPFs に お い て 特 徴 的 に 発 現 す る 遺 伝 子 （ SPFs 

Cancer-Cell-Conditioned Medium: SPFs-CCCM signature）のヒト大腸がん組織（GSE14333, [82]）

における発現パターンを検討したところ、SPFs-CCCM signature が高発現する集団が確認され
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た（Supp Fig 6C）。SPFs-CCCM signature の発現が高い大腸がん患者は有意に予後不良であり、

高反応性の線維芽細胞とがん生物像との関連性が示唆された（Supp Fig 6D）[83]。以上の結

果から、消化管組織において SPFs は、がんなどの疾患の際に特殊な役割を果たす線維芽細

胞集団であると推察される。また興味深いことに、本研究で得られた SPFs において、腹膜

を構成する上皮細胞である中皮細胞に特徴的な転写因子 WT1 の高発現が認められた（Fig 

6B）。一般的に WT1 は中皮細胞のマーカーとして用いられるが、本論で採取した SPFs は、

他の中皮細胞マーカーである Carletinin が陰性であり、紡錘形の形態像を示すことから中皮

細胞ではないと考えられる。大腸がんや炎症性潰瘍の創傷治癒において、WT1 陽性間質細胞

はがんの進展や創傷治癒に寄与することが報告されている[40, 84]。従って、SPFs は創傷治癒

過程に対しても寄与する可能性がある。 

 

(iii) 線維芽細胞における臓器および解剖学的部位依存的な遺伝子発現の獲得機序 

 本研究で用いたヒト由来線維芽細胞は全て成人由来であるにも関わらず、GIFs における臓

器依存的な遺伝子発現パターンは、胚発生期の間葉系組織における遺伝子発現と関連してい

た。胚発生の過程において原腸組織の各消化管臓器への領域化は、分節化された脊索組織か

らのモルフォゲン産生により決定する[29]。消化管の上皮細胞、SMFs、SPFs が類似した頭尾

軸依存的な多様性を有していたことから、これらの細胞は共通のモルフォゲンの影響により

分化していると考えられる。実際、多能性幹細胞を Shh, Dkk1 および Noggin による共通の

液性因子で処理することにより、成熟した胃上皮細胞と Barx1 陽性の胃特異的間質細胞の両
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者を同時に分化できることが報告されている[78]。 

 線維芽細胞における部位特異的な遺伝子発現の制御に対する、Homeobox 遺伝子を始めと

する転写因子の部位特異的な発現パターンの関与が知られる[3]。本研究においても、線維芽

細胞における臓器特異的な転写因子（Homeobox 遺伝子、GATA、FOX、TBX、EBF など）の

発現パターンを認めた（Supp Fig 5）。これらの転写因子は、線維芽細胞における臓器および

解剖学的部位特異的な遺伝子発現プロファイルの制御に寄与していると考えられる。一方で、

腸管線維芽細胞に特徴的に発現していた CXCL12/SDF1 のように、転写因子による発現制御

を必ずしも受けていないと考えられる遺伝子の存在も認めた（Supp Fig 4）。線維芽細胞にお

ける部位特異的な遺伝子発現には DNA メチル化、lncRNA、miRNA などのエピジェネティ

ックな発現制御も報告されており[32, 85-87]、CXCL12/SDF1 のような遺伝子の発現への関与

が推察される。 

 また本研究で使用した線維芽細胞は、多数の細胞により構築される細胞集団である。In vitro 

における線維芽細胞は異なる性質の細胞から構築される不均一な細胞集団であり[88-90]、そ

の中には臓器や組織常在性の集団と骨髄などから動員された異所由来の集団が存在する[91]。

本論 III章において GEC に集積する SPFs と NGEC に集積する SPFs が存在することを示

したが、興味深いことに上記の 2 種類の SPFs の間で発現が顕著に異なる遺伝子として、

SMFs 特異的遺伝子 PITX1 が観察された（Supp Fig 7）。免疫蛍光染色を用いた解析から、

NGEC に集積する胃 SPFs には PITX1 陽性細胞集団の存在を認めるのに対して、GEC に集

積する大腸 SPFs ではほとんど認めなかった（Fig 11C）。すなわち、SPFs という線維芽細胞
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集団における遺伝子発現に対して、細胞集団内の不均一性が影響を与えていることが示唆さ

れる。今後、各臓器や解剖学的部位に特異的な線維芽細胞を濃縮する細胞表面抗原の探索や

細胞寿命延長技術を用いた単細胞クローンの作製により、部位特異的な線維芽細胞における

遺伝子発現制御や機能の詳細な機序の解析が可能になると期待される。 
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VI. 結論 

 

 ヒト線維芽細胞はその遺伝子発現情報を基に臓器および解剖学的部位毎に分類されること

を示した。このような臓器および解剖学的部位特異的な線維芽細胞の性状が、臓器恒常性の

維持やがんの進展に関わることを示した。線維芽細胞における液性因子の発現の多様性は上

皮細胞などの他細胞種との相互作用に寄与し、転写因子の発現は臓器固有の遺伝子発現プロ

ファイルの制御に関与すると考えられた。本研究で得られた成果は、ヒト全身臓器における

恒常性維持やがんの進展のみならず、胚発生、創傷治癒や炎症といった間質細胞が関与する

あらゆる現象を理解する上で重要な基礎的情報となることが期待される。 
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IX. 図表の説明 

 

Table 1. 本研究に用いた一次抗体の詳細 

 

Table 2  マイクロアレイ解析に用いた線維芽細胞の詳細 

 

Table 3. 定量的 RT-PCR に用いたプライマーの配列情報 

 

Table 4. RNAi に用いた shRNA ベクターの配列情報 

 

Table 5. 腸管線維芽細胞において特徴的に発現する遺伝子群 

 

Fig 1. 消化管臓器からの線維芽細胞の採取法 

(A) 消化管の層構造。消化管は体腔側から、粘膜固有層、粘膜下層、固有筋層および漿膜下

層と呼ばれる複数の組織が層構造を形成している。 

(B) 消化管臓器からの SMFs および SPFs の採取の模式図。ヒト消化管臓器からピンセット

と鋏を用いて粘膜下層組織と漿膜下層組織を物理的に分離した後、それぞれの組織から線維

芽細胞をペアで採取した。 
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Fig 2. 免疫蛍光染色による線維芽細胞の性状解析 

ヒト線維芽細胞における各種細胞マーカーの発現を 細胞免疫染色法 を用いて確認した

（Vimentin: 間葉系細胞マーカー、CytoKeratin: 上皮細胞マーカー、Desmin: 筋系細胞マーカ

ー、GFAP: 神経細胞マーカー、Calretinin: 中皮細胞マーカー）。 

Vimentin のネガティブコントロール及び CytoKeratin, Desmin のポジティブコントロール

として MCF-7 細胞株、GFAP のポジティブコントロールとして Schwann 細胞、Calretinin の

ポジティブコントロールとして HT-29 細胞株を用いた。 

 

Fig 3. FACS による線維芽細胞の性状解析 

ヒト線維芽細胞における細胞表面抗原の発現を FACS を用いて検出した（CD31: 血管内皮

マーカー、CD34: 造血系前駆細胞マーカー、CD45: リンパ球マーカー、CD68: 単球マーカー、

CD105: 間葉系細胞マーカー）。 

採取された細胞は、線維芽細胞以外の間質細胞を示すマーカーの発現は陰性で（negative 

ratio: > 95%）、かつ間葉系細胞マーカーである CD105 の発現は陽性（positive ratio: > 80%）

を示す細胞集団であった。 

 

Fig 4. ヒト線維芽細胞は、臓器および解剖学的部位依存的な遺伝子発現の多様性を有する 

(A) 63 種類のヒト初代培養線維芽細胞における遺伝子発現の多様性。樹形図の各カラムの

色は線維芽細胞の由来臓器を示した（DeFs, J_MaFs, C_MAFs: 茶色、PrFs, UtFs: 水色、GaFs, 
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HSCs, LiFs: 灰色、LuFs: 緑色、SMFs: 赤色、SPFs: 青色、VAFs: ピンク）。ヒートマップ上

の遺伝子の発現は、-5（緑色）~ 5（赤色）の範囲で示した（log2ベース）。 

(B) (A) 上部の系統樹の拡大像。系統樹上の第一の分岐により、消化管線維芽細胞（GIFs）

と非消化管線維芽細胞（Non-GIFs）は有意に分離した（＊: P < 0.001）。また、GEC および 

NGEC 内では、臓器や解剖学的部位依存的な小クラスターが形成された。 

図中の SSFsは SPFs、MaGFsは J_MaFs、MaFsは C_MaFsを示す。 

 

Fig 5. 消化管線維芽細胞は非消化管線維芽細胞とは異なる遺伝子発現プロファイルを有する 

(A) GIFs と Non-GIFs 間で発現が有意に異なっていた 995 probe sets を用いた SV 階層ク

ラスター解析（P < 0.05: unpaired t-test, fold change > 2.0）。ヒートマップ上部の赤いバーは GIFs、

青いバーは Non-GIFs を示す。Fold change 順で発現変動が大きい上位 20 遺伝子をヒートマ

ップの右に示した。ヒートマップ上の遺伝子の発現は、-5（緑色）~ 5（赤色）の範囲で示し

た（log2ベース）。 

(B) GIFs および  Non-GIFs において特徴的に発現する遺伝子の内、 “transcriptional 

regulation”、”Signal ligands” および “Extracellular matrix remodeling” に関連する遺伝子群のリ

スト。 

 

Fig 6. 消化管線維芽細胞は、解剖学的部位依存的な遺伝子発現プロファイルを有する 

(A) 消化管の各臓器の線維芽細胞毎の USV 階層クラスター解析。ヒートマップ上部の赤い
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バーは SMFs、青いバーは SPFs を示す。5 臓器中 3 臓器（大腸、回腸、胃）において SMFs 

と SPFs は明確に独立したクラスターを形成した。 

(B) 大腸、回腸、胃の 3 臓器の SMFs と SPFs の間で発現が有意に異なる 498 probe sets を

用いた SV 階層クラスター解析（P < 0.05: unpaired t-test, fold change > 2.0）。発現変動が上位

の遺伝子群をヒートマップの右に示した。 

(C)  SMFs および  SPFs において特徴的に発現する遺伝子の内、 “transcriptional 

regulation”、”Signal ligands” および “Extracellular matrix remodeling” に関連する遺伝子群のリ

スト。 

 

Fig 7. 消化管線維芽細胞は、臓器依存的な遺伝子発現プロファイルを有する 

(A) SMFs および SPFs サンプルを用いた USV 階層クラスター解析。ヒートマップ上部の

バーは GIFs の由来臓器を示す（食道: 茶色、胃: 緑色、十二指腸: 水色、回腸: 灰色、大腸: 

橙色）。SMFs および SPFs 共に、消化管の臓器依存的にサンプルが集積する傾向を示した。 

(B) SMFs および SPFs において臓器特異的に発現する遺伝子群のベン図。消化管のある臓

器において発現が Fold change > 2.0、P < 0.05 を満たす probe sets を抽出した。SMFs で各臓

器に特異的に発現する遺伝子として 433 probe sets、SPFs で各臓器に特異的に発現する遺伝

子として 526 probe sets が同定された（P < 0.05: ANOVA, fold change > 2.0）。この内、87 probe 

sets が SMFs と SPFs で共通して発現していた（Common organ signature）。 

(C) 同定された 87 probe sets の Common organ signature を用いた階層クラスター解析。
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GIFs の各サンプルは、解剖学的部位ではなく臓器に依存したクラスターを形成した。 

 

Fig 8. 消化管線維芽細胞における Homeobox 遺伝子の臓器依存的な階層性 

 GIFs において確かな発現が認められる 35 probe sets の Homeobox 遺伝子を用いた USV 

階層クラスター解析。Homeobox 遺伝子の多くは GIFs の臓器や頭尾軸に依存した遺伝子発

現の階層性を示した。 

 

Fig 9. ヒト消化管組織を構成する線維芽細胞における Homeobox 遺伝子の発現の多様性 

 

Fig 10. 定量的 RT-PCR によるマイクロアレイデータの再現性確認 

 マイクロアレイに用いた検体とは独立した 3 検体における解剖学的部位および臓器特異

的遺伝子の発現解析。解剖学的部位特異的な遺伝子として MSX1 (A: SPFs signature) および 

PITX1 (B: SMFs signature)、臓器特異的な遺伝子として HOXA10 (C: Colon fibroblasts signature) 

および HOXB8 (D: Stomach fibroblasts signature) を示した。（mean±SE, N=3, ＊: P < 0.05, ＊

＊: P < 0.01） 

 

Fig 11. 免疫蛍光染色によるマイクロアレイデータの再現性確認（MSX1, PITX1) 

(A) SPFs 特異的遺伝子 MSX1 の免疫蛍光染色像。図中の矢印は核に MSX1 の染色が確認

された陽性細胞を示した。 
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(B) 大腸および胃の SMFs および SPFs における MSX1 陽性細胞割合。 

(C) SMFs 特異的遺伝子 PITX1 の免疫蛍光染色像。 

(D) 大腸および胃の SMFs および SPFs における PITX1 陽性細胞割合。 

(mean±SE , N=3, ＊: P < 0.05) 

 

Fig 12. 免疫蛍光染色によるマイクロアレイデータの再現性確認（HOXA10, HOXB8) 

(A) 大腸線維芽細胞の特異的遺伝子  HOXA10 の免疫蛍光染色像。図中の矢印は核に 

HOXA10 の染色が確認された陽性細胞を示した。 

(B) 大腸および胃の SMFs および SPFs における HOXA10 陽性細胞割合。 

(C) 胃線維芽細胞の特異的遺伝子 HOXB8 の免疫蛍光染色像。 

(D) 大腸および胃の SMFs および SPFs における HOXB8 陽性細胞割合。 

(mean±SE , N=3, ＊: P < 0.05) 

 

Fig 13. 公共マイクロアレイデータを用いた部位特異的遺伝子の発現の再現性確認 

(A) Fig 5 で同定された 995 probe sets の GIFs signature を用いた階層クラスター解析。ヒー

トマップ上部に各サンプルの由来臓器を示した（胃由来線維芽細胞: 灰色、大腸由来線維芽

細胞: 橙色、乳腺由来線維芽細胞: 茶色、肺由来線維芽細胞: 緑色）。系統樹の第一の分岐は 

GIFs（大腸および胃）のサンプルと Non-GIFs（乳腺と肺）のサンプルとを明確に分離した。 

(B-E) 公共マイクロアレイデータにおける PITX1（B: GIFs や SMFs に特異的遺伝子）、
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TBX5（C: Non-GIFs に特異的遺伝子）、HOXA13 （D: 大腸線維芽細胞に特異的遺伝子）およ

び BARX1 （E: 胃線維芽細胞に特異的遺伝子）の遺伝子発現。(mean±SE) 

 

Fig 14. ヒト消化管組織における臓器、解剖学的部位特異的遺伝子の発現 

(A-D) ヒト組織中における MSX1（A: SPFs signature）、PITX1（B: SMFs signature）、HOXA10 

（C: Colon fibroblasts signature）および HOXB8（D: Stomach fibroblasts signature）の遺伝子発

現。PITX1 を除く 3 遺伝子の発現は in vitro の線維芽細胞における発現パターンと類似して

いた。（mean±SD, N=3） 

(E) ヒト消化管組織における MSX1 の免疫蛍光染色像。図中の矢印は Vimentin 陽性かつ紡

錘状の形態像を示す線維芽細胞様細胞を示す。 

(F) ヒト消化管組織の線維芽細胞様細胞の核における MSX1 のタンパク質発現の半定量。大

腸および胃の漿膜下層組織における MSX1 の発現は、同じ臓器の粘膜下層組織における発現

よりも強かった。（mean±SE, N=3, ＊: P < 0.05） 

 

Fig 15. 腸管粘膜における腸上皮細胞の分化系譜と局在 

腸管粘膜は、陰窩領域と繊毛領域から構成されるユニット構図を有する。陰窩領域には組

織幹細胞やパネート細胞から構成される幹細胞領域と増殖性細胞領域が存在し、陰窩上皮近

傍の線維芽細胞により裏打ちされている。一方、繊毛領域には吸収上皮細胞、杯細胞（粘液

産生細胞）や内分泌細胞が存在し、栄養吸収、粘膜保護や消化ホルモン産生といった腸管臓
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器の機能の主体を果たす。 

 

Fig 16. Caco-2細胞の長期培養に伴う、腸上皮分化関連遺伝子の発現変化（定量的 RT-PCR） 

(A) Caco-2 細胞の 2 次元および 3 次元培養の模式図。Cell Culture Insert 上に直接 Caco-2 

細胞を播種したものを 2 次元培養群、 Cell Culture Insert 上にコラーゲンゲルを重合し、そ

の上に Caco-2 細胞を播種したものを 3 次元培養群とした。 

(B) 2 次元培養群の Caco-2 細胞における腸上皮分化関連遺伝子の遺伝子発現の継時的変化。

分化関連遺伝子はいずれも、培養 21 日目において最大の発現を示した。 

(C)  3 次元培養群の Caco-2 細胞における腸上皮分化関連遺伝子の遺伝子発現の継時的変

化。分化関連遺伝子はいずれも、培養 14 日目において最大の発現を示した。 

 

Fig 17. Caco-2細胞の長期培養に伴う、腸上皮分化関連因子のタンパク質発現変化（免疫染色） 

(A) 3 次元長期培養下の Caco-2 細胞における形態像および腸上皮分化関連因子の染色像。 

(B) 3 次元培養下の Caco-2 細胞における CDX2 陽性細胞割合の継時的変化。 

(C) 3 次元培養下の Caco-2 細胞における CD10 陽性細胞割合の継時的変化。 

 

Fig 18. 3D 共培養下において回腸粘膜下層由来線維芽細胞は、Caco-2 細胞における CDX2 お

よび Ki-67 の発現を亢進する 

(A) Caco-2 細胞と線維芽細胞との 3 次元共培養の模式図。コラーゲンゲル中に線維芽細胞
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を包埋した後、Caco-2 細胞を重合したコラーゲンゲル上に播種した。 

(B) Caco-2 細胞単独群および回腸粘膜下層線維芽細胞との共培養群における CDX2 の免疫

化学的染色像。 

(C) Caco-2 細胞単独群および回腸粘膜下層線維芽細胞との共培養群における CDX2 の陽性

細胞割合。 

(D) Caco-2 細胞単独群および回腸粘膜下層線維芽細胞との共培養群における Ki-67 の免疫

化学的染色像。 

(E) Caco-2 細胞単独群および回腸粘膜下層線維芽細胞との共培養群における Ki-67 の陽性

細胞割合。 

（mean±SD, N=3, ＊: P < 0.05） 

 

Fig 19. 回腸粘膜下層由来線維芽細胞は。Caco-2 細胞の成熟・機能性の獲得に寄与しない 

(A) Caco-2 細胞単独群および回腸粘膜下層線維芽細胞との共培養群における CD10 の免疫

化学的染色像。 

(B) Caco-2 細胞単独群および回腸粘膜下層線維芽細胞との共培養群における CD10 の陽性

細胞割合。回腸 SMFs は、Caco-2 細胞における CD10 の発現に影響しなかった（mean±SD. 

N=3, NSD: P > 0.05）。 

(C) Caco-2 細胞単独群および回腸粘膜下層線維芽細胞との共培養群における MUC2 の免

疫化学的染色像（左: 弱拡大、右: 強拡大）。Caco-2 細胞における MUC2 陽性細胞の存在は
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極低頻度であった。また、回腸 SMFs の存在による影響は観察されなかった。 

(D) Caco-2 細胞単独群および回腸粘膜下層線維芽細胞との共培養群における CHGA/B の

免疫化学的染色像（左: 弱拡大、右: 強拡大）。Caco-2 細胞における CHGA/B 陽性細胞の存

在は極低頻度であった。また、回腸 SMFs の存在による影響は観察されなかった。 

(E) Caco-2 細胞単独群および回腸粘膜下層線維芽細胞との共培養群における SI の免疫化

学的染色像。両群共に大部分の細胞が陽性となり、回腸 SMFs による影響は確認されなかっ

た。 

(F) Caco-2 細胞単独群および回腸粘膜下層線維芽細胞との共培養群における ALPI の免疫

化学的染色像。 

 

Fig 20. Caco-2 細胞に対する CDX2 および Ki-67 の発現亢進は、腸管線維芽細胞に特有であ

る 

(A) Caco-2 細胞と各種 GIFs との共培養群における CDX2 の免疫化学的染色像。 

(B) Caco-2 細胞と各種 GIFs との共培養群における CDX2 の陽性細胞割合。腸管線維芽細

胞と共培養した群（青色: 十二指腸、回腸、大腸の SMFs および SPFs）においてのみ CDX2 

陽性細胞割合の増加を認めた。 

(C) Caco-2 細胞と各種 GIFs との共培養群における Ki-67 の免疫化学的染色像。 

(D) Caco-2 細胞と各種 GIFs との共培養群における Ki-67 の陽性細胞割合。腸管線維芽細

胞と共培養した群（青色: 十二指腸、回腸、大腸の SMFs および SPFs）においてのみ Ki-67 
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陽性細胞割合の増加を認めた。 

（mean±SD, N=3, ＊＊: P < 0.01） 

 

Fig 21. Recombinant CXCL12/SDF1 は、Caco-2 細胞における CDX2 および Ki-67 の発現を亢

進する 

(A) rCXCL12/SDF1 で 14 日間処理した Caco-2 細胞における CDX2 の免疫化学的染色像。 

(B) rCXCL12/SDF1 で 14 日間処理した Caco-2 細胞における CDX2 の陽性細胞割合。 

(C) rCXCL12/SDF1 で 14 日間処理した Caco-2 細胞における Ki-67 の免疫化学的染色像。 

(D) rCXCL12/SDF1 で 14 日間処理した Caco-2 細胞における Ki-67 の陽性細胞割合。 

（mean±SD, N=3, ＊＊: P < 0.01） 

 

Fig 22. 腸管線維芽細胞における CXCL12/SDF1 のノックダウンにより、Caco-2 細胞に対する

CDX2 の発現亢進が阻害される 

(A) shCXCL12 による回腸  SMFs における  CXCL12 発現のノックダウン効率の検討。

shCXCL12 ベクター導入による顕著な発現抑制が確認された。 

(B) shCXCL12 を導入した回腸 SMFs と Caco-2 細胞を共培養した際の CDX2 の免疫化学

的染色像。 

(C) shCXCL12 を導入した回腸 SMFs と Caco-2 細胞を共培養した際の CDX2 の陽性細胞

割合。 
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（Only: Caco-2 単独群、Sham: ベクター未導入群、shLuc: shLuciferase ベクター導入群、

shCXCL12_#1: shCXCL12 ベクター導入群（#1）、shCXCL12_#2: shCXCL12 ベクター導入群（#2）、 

mean±SD, N=2, ＊: P < 0.05, ＊＊: P < 0.01） 

 

Fig 23. 腸管線維芽細胞における CXCL12/SDF1 のノックダウンにより、Caco-2 細胞に対する

Ki-67 の発現亢進が阻害される 

(A) shCXCL12 を導入した回腸 SMFs と Caco-2 細胞を共培養した際の Ki-67 の免疫化学的

染色像。 

(B) shCXCL12 を導入した回腸 SMFs と Caco-2 細胞を共培養した際の Ki-67 の陽性細胞割

合。 

（mean±SD, N=2, ＊: P < 0.05） 

 

Fig 24. NKX2-3 は腸管線維芽細胞における CXCL12/SDF1 の発現制御、および Caco-2 細胞

に対する CDX2 や Ki-67 の発現亢進に関与しない 

(A) shNKX2-3 による回腸  SMFs における  NKX2-3 発現のノックダウン効率の検討。

shNKX2-3 ベクター導入による遺伝子発現抑制が確認された。 

(B) shNKX2-3 を導入した回腸 SMFs における CXCL12/SDF1 の遺伝子発現。NKX2-3 の発現

抑制に伴う CXCL12/SDF1 の発現抑制は確認されなかった。 

(C-D) shNKX2-3 を導入した回腸 SMFs と Caco-2 細胞を共培養した際の CDX2（C）および
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Ki-67（D）の陽性細胞割合。NKX2-3 の発現抑制による影響は観察されなかった。 

（mean±SD, N=2） 

 

Fig 25. 腸管線維芽細胞による Caco-2 細胞の分化および増殖促進機構 

 

Supp Fig 1. ヒト線維芽細胞における個体間差に依存した遺伝子発現の解析（人種および年齢

依存的な遺伝子の探索） 

(A) ヒト線維芽細胞において人種依存的に発現する遺伝子のリスト。日本人由来のサンプル

を “0”、白人種由来のサンプルを “1” とした際、R
2
 > |0.6| かつ P < 0.05, Fold change > 2.0 で

有意に発現が異なる probe sets を示した。 

(B) (A) で同定した 16 probe sets のヒートマップ。図上部の赤いバーは日本人由来のサンプ

ル、青いバーは白人種由来のサンプルを示す。ヒートマップ上の遺伝子の発現は、-2（緑色）

~ 2（赤色）の範囲で示した（log2ベース）。 

(C) ヒト線維芽細胞において年齢依存的に発現する遺伝子のリスト。R
2
 > |0.6| の条件を満た

す遺伝子は 2 probe sets 同定された。 

 

Supp Fig 2. GIFs – Non-GIFs 間、および SMFs – SPFs 間で発現の異なる遺伝子群に対する 

Gene Ontology 解析（Fig 5, 6 と関連） 

(A) GIFs – Non-GIFs 間で発現が異なる 995 probe sets に対する GO 解析。 
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(B) SMFs – SPFs 間で発現が異なる 498 probe sets に対する GO 解析。 

P < 0.05 を満たす GO term を選出し、上位 20 term をリストに示した。赤い文字は発生に関

わる転写因子群、青は細胞外マトリクス成分の産生や分解、紫は細胞間のシグナル伝達に関

わる GO term を示した。 

 

Supp Fig 3. マイクロアレイに用いたのと同一の total RNA サンプルを用いた再現性解析

（qRT-PCR； Fig 10 と関連） 

マイクロアレイに用いたのと同一のサンプルにおける遺伝子発現を斜線、独立した 3 検体に

おける遺伝子発現を黒棒で示した。SPFs に特徴的な遺伝子： MSX1 (A)、SMFs に特徴的な

遺伝子： PITX1 (B)、大腸線維芽細胞に特徴的な遺伝子： HOXA10 (C)、胃線維芽細胞に特

徴的な遺伝子： HOXB8 (D) を示した。 

 

Supp Fig 4. ヒト線維芽細胞において CXCL12/SDF1 と発現が相関する転写因子は存在しな

い 

(A-B) ヒト線維芽細胞における CXCL12/SDF1 の遺伝子発現（A: 203666_at, B: 209687_at）。

CXCL12/SDF1 は腸管線維芽細胞だけでなく、肝臓、胆嚢や肺の線維芽細胞においても高発現

を認めた（mean±SE）。 

(C) ヒト線維芽細胞において CXCL12/SDF1 と発現が相関する遺伝子の探索。R2 < 0.6 にお

いて発現が逆相関する遺伝子を 1 probe sets 認めたが転写制御因子ではなかった。 
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Supp Fig 5. ヒト線維芽細胞における臓器特異的な転写因子および液性因子の発現 

 

Supp Fig 6. SPFs のがん細胞に対する反応性と大腸がん患者の予後との関連 

(A) 大腸 SPFs の大腸がん細胞株（DLD-1）培養上清刺激に対する応答性。大腸がん細胞株

培養上清（Cancer-Cell-Conditioned Medium: CCCM）の刺激により、SPFs では 142 probe sets、 

SMFs では 59 probe sets の遺伝子の発現亢進を認めた（P < 0.05, fold changes > 2.0）。SPFs で

特徴的に発現が亢進した 91 probe sets を SPFs-CCCM signature とした。 

(B) DLD-1 と SMFs または SPFs をマウス（balb/c）皮下に移植した際の腫瘍サイズの継時

的な推移。DLD-1 と SMFs を共移植した群と比較して、SPFs を共移植した群において有意

に腫瘍形成能が高かった（本実験は共同研究者の小嶋によって行われた。＊: P < 0.05）。 

(C) ヒト大腸がん患者の公共マイクロアレイデータ（GSE14333）における SPFs-CCCM 

signature の発現。SPFs-CCCM signature の発現が高い High SPFs Gene Signature (HSGS) 群と、

発現が低い Low SPFs Gene Signature (LSGS) 群に分離された。 

(D) HSGS 群と LSGS 群における患者予後の比較。HSGS 群の患者の無再発生存期間（RFS）

が有意に短く予後不良であった（Kaplan-Meier 法による生存曲線の作製は共同研究者の横田

により行われた）。 

 

Supp Fig 7. SPFs における PITX1 発現の多様性 

 Fig 4. において GEC の集積した SPFs および NGEC に集積した SPFs における PITX1 
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の遺伝子発現（A: 208502_s_at, B: 209587_at）。GEC に集積した SPFs において顕著に PITX1 

の発現が高かった（mean±SE）。 
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Table 1. 本研究に用いた一次抗体の詳細 

Antibody Host Dilliution Manufacturer Experiment

Vimentin Mouse Monoclonal  1:100 Dako Immunofluorence

Cytokeratin Mouse Monoclonal  1:200 Dako Immunofluorence

Calretinin Mouse Monoclonal  1:100 Dako Immunofluorence

GFAP Mouse Monoclonal  1:50 Dako Immunofluorence

Desmin Mouse Monoclonal  1:100 Dako Immunofluorence

CD31 Mouse Monoclonal  1:100 Dako Flow cytometry

CD34 Mouse Monoclonal  1:100 Dako Flow cytometry

CD45 Mouse Monoclonal  1:100 eBioscience Flow cytometry

CD68 Mouse Monoclonal  1:100 Dako Flow cytometry

CD105 Mouse Monoclonal  1:100 Dako Flow cytometry

HOXA10 Goat Polyclonal  1:100 Santa, Cruz Immunofluorence

HOXB8 Mouse Monoclonal  1:100 Abcam Immunofluorence

PITX1 Rabbit  Polyclonal  1:100 Atlas antibodies Immunofluorence

MSX1 Rabbit  Polyclonal  1:100 Sigma Immunofluorence

CDX2 Mouse Monoclonal  1:100 BioGene Immunohistochemistry

Ki-67 Mouse Monoclonal  1:100 Dako Immunohistochemistry

CD10 Rabbit Monoclonal  1:100 Ventana Immunohistochemistry

MUC2 Mouse Monoclonal  1:100 Novovastra Immunohistochemistry

CHGA/B Rabbit  Polyclonal  1:100 PROGEN Immunohistochemistry

Lysozyme Mouse Monoclonal  1:100 Abcam Immunohistochemistry

SI Rabbit  Polyclonal  1:100 Atlas antibodies Immunohistochemistry

ALPI Rabbit  Polyclonal  1:100 Atlas antibodies Immunohistochemistry

X. 図表 
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Table 2. マイクロアレイ解析に用いた線維芽細胞の詳細 

Sample Origin SEX Age Race Doner #

CoSMFs3.CEL Colon Submucosa M 65 Japanese 1

CoSMFs4.CEL Colon Submucosa F 61 Japanese 2

CoSMFs8.CEL Colon Submucosa F 71 Japanese 3

CoSMFs11.CEL Colon Submucosa F 58 Japanese 4

CoSSFs3.CEL Colon Subperitoneum M 65 Japanese 1

CoSSFs4.CEL Colon Subperitoneum F 61 Japanese 2

CoSSFs8.CEL Colon Subperitoneum F 71 Japanese 3

CoSSFs11.CEL Colon Subperitoneum F 58 Japanese 4

DeFs1.CEL Breast Dermal F 36 Japanese 5

DeFs2.CEL Breast Dermal F 65 Japanese 6

DeFs3.CEL Breast Dermal F 50 Japanese 7

DeFs5.CEL Breast Dermal F 43 Japanese 8

DuSMFs3.CEL Duodenum Submucosa M 82 Japanese 9

DuSMFs4.CEL Duodenum Submucosa M 65 Japanese 10

DuSMFs5.CEL Duodenum Submucosa M 63 Japanese 11

DuSSFs3.CEL Duodenum Subperitoneum M 82 Japanese 9

DuSSFs4.CEL Duodenum Subperitoneum M 65 Japanese 10

DuSSFs5.CEL Duodenum Subperitoneum M 63 Japanese 11

EsSMFs1.CEL Esophagus Submucosa F 64 Japanese 12

EsSMFs4.CEL Esophagus Submucosa F 65 Japanese 13

EsSMFs7.CEL Esophagus Submucosa M 78 Japanese 14

EsSSFs1.CEL Esophagus Subperitoneum F 64 Japanese 12

EsSSFs4.CEL Esophagus Subperitoneum F 65 Japanese 13

EsSSFs7.CEL Esophagus Subperitoneum M 78 Japanese 14

GaFs1.CEL Gallbladder F 73 Japanese 15

GaFs2.CEL Gallbladder M 74 Japanese 16

GaFs4.CEL Gallbladder F 73 Japanese 17

HSCs1.CEL Liver M 5 Caucasian 18

HSCs2.CEL Liver F 54 Caucasian 19

ILSMFs1.CEL Ileum Submucosa F 65 Japanese 20

ILSMFs3.CEL Ileum Submucosa F 74 Japanese 21

ILSMFs5.CEL Ileum Submucosa M 61 Japanese 22

ILSSFs1.CEL Ileum Subperitoneum F 65 Japanese 20

ILSSFs3.CEL Ileum Subperitoneum F 74 Japanese 21

ILSSFs5.CEL Ileum Subperitoneum M 61 Japanese 22

LiFs2.CEL Liver F 58 Japanese 23

LiFs6.CEL Liver M 54 Japanese 24

LiFs7.CEL Liver F 50 Japanese 25

LuFs3.CEL Lung F 83 Japanese 26

LuFs4.CEL Lung F 66 Japanese 27

LuFs5.CEL Lung F 50 Japanese 28

C_MaFs1.CEL Mammary Gland F 66 Caucasian 29

C_MaFs2.CEL Mammary Gland F 53 Caucasian 30

C_MaFs3.CEL Mammary Gland F 43 Caucasian 31

J_MaFs1.CEL Mammary Gland F 36 Japanese 5

J_MaFs3.CEL Mammary Gland F 65 Japanese 7

J_MaFs4.CEL Mammary Gland F 50 Japanese 32

J_MaFs5.CEL Mammary Gland F 43 Japanese 8

PrFs1.CEL Prostate M 36 Caucasian 33

PrFs2.CEL Prostate M NA Caucasian 34

PrFs3.CEL Prostate M 48 Caucasian 35

StSMFs2.CEL Stomach Submucosa M 74 Japanese 36

StSMFs9.CEL Stomach Submucosa M 69 Japanese 37

StSMFs10.CEL Stomach Submucosa F 57 Japanese 38

StSSFs2.CEL Stomach Subperitoneum M 74 Japanese 36

StSSFs9.CEL Stomach Subperitoneum M 69 Japanese 37

StSSFs11.CEL Stomach Subperitoneum M 73 Japanese 39

UtFs1.CEL Uterus F 33 Caucasian 40

UtFs2.CEL Uterus F 46 Caucasian 41

UtFs3.CEL Uterus F 28 Caucasian 42

VAFs2.CEL Vascular Adventitia M 65 Japanese 43

VAFs3.CEL Vascular Adventitia F 83 Japanese 26

VAFs4.CEL Vascular Adventitia F 66 Japanese 27

Higuchi Y et al., PLOS ONE, 2015, S1_Table (Modified) 
doi:10.1371/journal.pone.0129241.s007 
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Table 3. 定量的 RT-PCR に用いたプライマーの配列情報 

Gene Name Forward Reverse

GAPDH 5' - GCACCGTCAAGGCTGAGAAC - 3' 5' - ATGGTGGTGAAGACGCCAGT - 3'

HOXA10 5' - CAGCTGTCCCTTGGCAGTGAT - 3' 5' - TCCAGTGTCTGGTGCTTCGTG - 3'

HOXB8 5' - CCCGGCAATTTCTACGGCTA - 3' 5' - AGTCTGCGTACTGCACCAGGTC - 3'

MSX1 5' - GCAAGTTCCGCCAGAAGCA - 3' 5' - CGGTTCTGGAACCATATCTTCAC - 3'

PITX1 5' - TCCCTGTGTATGTTGGACTGACTG -3' 5' - CTTAGCACGCTCGGACTATGG - 3'

CDX2 5' - GGAACCTGTGCGAGTGGATG - 3' 5' - CGGATGGTGATGTAGCGACTGTA - 3'

VIL1 5' - GCTTGGCAACTCTAGGGACTGG - 3' 5' - TGAGGTTGCTGTTAGCATTGAACAC - 3'

SI 5' - AGACAACTATGCACGATGGGACAA - 3' 5' - CATCCAGCGGGTACAGAGATGA - 3'

MYO1A 5' - TGCCTCAGCACAGCAAATCAG - 3' 5' - GCCCAATGTAGTCACCACAGAATG - 3'

NKX2-3 5' - TTCGAGCTGGAACGCAGGT - 3' 5' - AGAGACTTGTCCTGCCGCTGT - 3'

CXCL12 5' - TGTGCATTGACCCGAAGCTAA - 3' 5' - GGTTTCAGAGCTGGGCTCCTAC - 3'
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Table 4. RNAi に用いた shRNA ベクターの配列情報 

Luciferase sh
5’ - GATCCCC ACGTTGAGTGCTTCGGAAT ACGTGTGCTGTCCGT ATTTCGAAGTACTCAGCGT TTTTT GGAAAT - 3’
       3’ - GGG TGCAACTCACGAAGCCTTA TGCACACGACAGGCA TAAAGCTTCATGAGTCGCA AAAAA CCTTTAGATC - 5’
CXCL12 sh#1
5’ - GATCCCC GTATTGACCTGAAGCTGAA ACGTGTGCTGTCCGT TTTAGCTTCGGGTCAATGC TTTTT GGAAAT - 3’
        3’ - GGG CATAACTGGACTTCGACTT TGCACACGACAGGCA AAATCGAAGCCCAGTTACG AAAAA CCTTTAGATC - 5’
CXCL12 sh#2
5’ - GATCCCC GGGAACTGTGTAACGTGTA ACGTGTGCTGTCCGT TACATGTTACATAGTTTCC TTTTT GGAAAT - 3’
        3’ - GGG CCCTTGACACATTGCACAT TGCACACGACAGGCA ATGTACAATGTATCAAAGG AAAAA CCTTTAGATC - 5’
NKX2-3 sh#1
5’ - GATCCCC GTGAGAAGTTGTCCTGTTT ACGTGTGCTGTCCGT AAATAGGACAATTTCTCGC TTTTT GGAAAT - 3’
        3’ - GGG CACTCTTCAACAGGACAAA TGCACACGACAGGCA TTTATCCTGTTAAAGAGCG AAAAA CCTTTAGATC - 5'
NKX2-3 sh#2
5’ - GATCCCC GGTGCAAGTGTAAGAGGCA ACGTGTGCTGTCCGT TGTCTCTTGCACTTGTACC TTTTT GGAAAT - 3’
        3’ - GGG CCACGTTCACATTCTCCGT TGCACACGACAGGCA ACAGAGAACGTGAACATGG AAAAA CCTTTAGATC - 5'
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Table 5. 腸管線維芽細胞において特徴的に発現する遺伝子群 

Probe Set ID Fold change Gene Symbol 

1553808_a_at 846.72 NKX2-3 

210302_s_at 210.89 MAB21L2 

209905_at 32.09 HOXA10-HOXA9///HOXA9 

210303_at 22.28 MAB21L2 

214651_s_at 19.75 HOXA10-HOXA9///HOXA9///MIR196B 

214043_at 10.64 PTPRD 

218345_at 8.91 TMEM176A 

1558795_at 8.77 LOC728052 

220532_s_at 8.52 TMEM176B 

229749_at 8.16 ANO4 

1560425_s_at 8.13 LOC100506247 

205522_at 6.34 HOXD4 

228564_at 5.94 LOC375295 

205578_at 5.85 ROR2 

236420_s_at 5.84 ANO4 

209687_at 5.62 CXCL12 

229493_at 4.82 HOXD-AS2 

203666_at 4.71 CXCL12 

201641_at 4.35 BST2 

40837_at 4.26 TLE2 

214438_at 3.84 HLX 

219594_at 3.71 NINJ2 

211538_s_at 3.68 HSPA2 

220351_at 3.09 CCRL1 

218546_at 2.78 C1orf115 

203337_x_at 2.28 ITGB1BP1 

206540_at 2.27 GLB1L 

220166_at 2.26 CNNM1 

228837_at 2.24 TCF4 

212692_s_at 2.23 LRBA 

229554_at 2.19 LUM 

210837_s_at 2.06 PDE4D 

214109_at 2.00 LRBA 
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Fig 1. 消化管臓器からの線維芽細胞の採取法 

Higuchi Y et al., PLOS ONE, 2015, S1_Fig (Modified) 
doi:10.1371/journal.pone.0129241.s001 

A 

B 
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Fig 2. 免疫蛍光染色による線維芽細胞の性状解析 

Higuchi Y et al., PLOS ONE, 2015, S1_Fig (Modified) 
doi:10.1371/journal.pone.0129241.s001 
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Fig 3. FACS による線維芽細胞の性状解析 

Higuchi Y et al., PLOS ONE, 2015, S1_Fig (Modified) 
doi:10.1371/journal.pone.0129241.s001 
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Fig 4. ヒト線維芽細胞は、臓器および解剖学的部位依存的な遺伝子発現の多様性を有する 

Higuchi Y et al., PLOS ONE, 2015, Fig1 (Modified) 
doi:10.1371/journal.pone.0129241.g001 
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Fig 5. 消化管線維芽細胞は非消化管線維芽細胞とは異なる遺伝子発現プロファイルを有する 

Higuchi Y et al., PLOS ONE, 2015, Fig2 
doi:10.1371/journal.pone.0129241.g002 
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Fig 6. 消化管線維芽細胞は、解剖学的部位依存的な遺伝子発現プロファイルを有する 

Higuchi Y et al., PLOS ONE, 2015, Fig3 
doi:10.1371/journal.pone.0129241.g003 
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Fig 7. 消化管線維芽細胞は、臓器依存的な遺伝子発現プロファイルを有する 

Higuchi Y et al., PLOS ONE, 2015, Fig4 (Modified) 
doi:10.1371/journal.pone.0129241.g004 

108



Fig 8. 消化管線維芽細胞における Homeotic 遺伝子の臓器依存的な階層性 

Higuchi Y et al., PLOS ONE, 2015, S3_Fig (Modified) 
doi:10.1371/journal.pone.0129241.s003 
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Fig 9. ヒト消化管組織を構成する線維芽細胞における Homeotic 遺伝子の発現の多様性 

110



Fig 10. 定量的 RT-PCR によるマイクロアレイデータの再現性確認 

Higuchi Y et al., PLOS ONE, 2015, Fig5 (Modified) 
doi:10.1371/journal.pone.0129241.g005 

111



Fig 11. 免疫蛍光染色によるマイクロアレイデータの再現性確認（MSX1, PITX1) 

Higuchi Y et al., PLOS ONE, 2015, S4_Fig 
doi:10.1371/journal.pone.0129241.s004 
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Fig 12. 免疫蛍光染色によるマイクロアレイデータの再現性確認（HOXA10, HOXB8) 

Higuchi Y et al., PLOS ONE, 2015, S5_Fig 
doi:10.1371/journal.pone.0129241.s005 
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Fig 13. 公共マイクロアレイデータを用いた部位特異的遺伝子の発現の再現性確認 

Higuchi Y et al., PLOS ONE, 2015, S2_Fig 
doi:10.1371/journal.pone.0129241.s002 
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Fig 14. ヒト消化管組織における臓器、解剖学的部位特異的遺伝子の発現 

Higuchi Y et al., PLOS ONE, 2015, Fig6 
doi:10.1371/journal.pone.0129241.g006 
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Fig 15. 腸管粘膜における腸上皮細胞の分化系譜と局在 
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Fig 16. Caco-2 細胞の長期培養に伴う、腸上皮分化関連遺伝子の発現変化（定量的 RT-PCR） 
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Fig 17. Caco-2 細胞の長期培養に伴う、腸上皮分化関連因子のタンパク質発現変化（免疫染色） 

A Day3 Day7 Day14 Day21 

HE 

CDX2 

CD10 

B 

C
D

X
2

 p
o

si
ti

ve
 r

at
io

 (%
) 

0.0

10.0

20.0

30.0

40.0

Day3 Day7 Day14 Day21

NS 

＊ NS 

C 

0.0

10.0

20.0

30.0

40.0

Day3 Day7 Day14 Day21

C
D

10
 p

o
si

ti
ve

 r
at

io
 (%

) 

NS NS NS 

＊＊ 

CDX2 CD10 

118



Fig 18. 3D 共培養下において回腸粘膜下層由来線維芽細胞は、Caco-2 細胞における CDX2 および 
     Ki-67  の発現を亢進する 
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Fig 19. 回腸粘膜下層由来線維芽細胞は、Caco-2 細胞の成熟・機能性の獲得に寄与しない 
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Fig 20. Caco-2 細胞に対する CDX2 および Ki-67 の発現亢進は、腸管線維芽細胞に特有である 
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Fig 21. Recombinant CXCL12/SDF1 は、Caco-2 細胞における CDX2 および Ki-67 の発現を亢進する 
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Fig 22. 腸管線維芽細胞における CXCL12/SDF1 のノックダウンにより、Caco-2 細胞に対する CDX2 の 
     発現亢進が阻害される 
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Fig 23. 腸管線維芽細胞における CXCL12/SDF1 のノックダウンにより、Caco-2 細胞に対する Ki-67 の 
     発現亢進が阻害される 

124



Fig 24. NKX2-3 は腸管線維芽細胞における CXCL12/SDF1 の発現制御、および Caco-2 細胞に対する 
     CDX2 や Ki-67 の発現亢進に関与しない 
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Fig 25. 腸管線維芽細胞による Caco-2 細胞の分化および増殖促進機構 
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Supp Fig 1. ヒト線維芽細胞における個体間差に依存した遺伝子発現の解析 
       （人種および年齢依存的遺伝子の探索） 

A 

Probe Set ID Similarity Japanese Caucasian Fold change Gene Symbol
238951_at 0.71 -0.03 1.23 2.41 No Symbol
203756_at 0.65 -0.14 0.89 2.05 ARHGEF17

213746_s_at 0.65 -0.19 1.22 2.66 FLNA
214752_x_at 0.65 -0.05 1.05 2.14 FLNA
200859_x_at 0.62 -0.14 1.40 2.90 FLNA
225258_at 0.61 -0.08 0.98 2.09 FBLIM1
209710_at 0.61 -0.09 2.19 4.84 GATA2

218051_s_at 0.61 -0.29 1.29 2.99 NT5DC2
224920_x_at 0.61 -0.09 1.24 2.51 MYADM
202148_s_at 0.61 -0.10 0.95 2.08 PYCR1
233337_s_at 0.60 -0.47 1.56 4.07 SEZ6L2

Probe Set ID Similarity Japanese Caucasian Fold change Gene Symbol
238069_at -0.69 0.12 -1.11 2.36 LOC100506090
226402_at -0.64 0.16 -0.94 2.13 CYP2U1
228124_at -0.62 0.04 -1.02 2.07 ABHD12

238990_x_at -0.62 0.00 -1.26 2.39 TRIM61
203603_s_at -0.60 0.16 -0.84 2.00 ZEB2

白人種で高発現の遺伝子群 

日本人種で高発現の遺伝子群 

B 

C 

Probe Set ID Similarity Gene Symbol
202992_at 0.61 C7
1554547_at 0.60 FAM13C
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Supp Fig 2. GIFs –Non-GIFs 間、および SMFs – SPFs 間で発現の異なる遺伝子群に 
                    対する Gene Ontology 解析（Fig 5, 6 と関連） 

A 

B 

GO Term P-value 

regulation of developmental process 5.52E-16 

negative regulation of megakaryocyte differentiation 1.21E-15 

extracellular region 2.49E-15 

system development 5.22E-14 

negative regulation of hematopoietic progenitor cell differentiation 5.22E-14 

regulation of multicellular organismal development 5.22E-14 

multicellular organismal process 5.99E-14 

regulation of multicellular organismal process 1.12E-13 

single-multicellular organism process 2.40E-12 

multicellular organismal development 3.39E-12 

extracellular region part 3.39E-12 

regulation of megakaryocyte differentiation 3.67E-12 

regulation of hematopoietic progenitor cell differentiation 3.49E-11 

anatomical structure development 1.01E-10 

single-organism developmental process 1.53E-10 

regulation of cell differentiation 1.78E-10 

nucleosome 2.36E-10 

signaling 2.36E-10 

single organism signaling 2.36E-10 

DNA bending complex 2.36E-10 

GO Term Ｐ-value 

multicellular organismal development 1.92E-10 

Developmental  process 1.92E-10 

anatomical structure development 1.92E-10 

system development 1.94E-10 

extracellular region part 1.96E-10 

regulation of  developmental process 1.96E-10 

tissue development 1.00E-09 

extracellular matrix 1.37E-08 

regulation of  cell differentiation 1.53E-08 

positive regulation of  developmental  process 1.53E-08 

positive regulation of cell differentiation 3.70E-08 

regulation of  multicellular organismal process 3.70E-08 

anatomical structure morphogenesis 3.96E-08 

cell differentiation 5.63E-08 

proteinaceous extracellular matrix 6.16E-08 

regulation of  multicellular organismal development 6.49E-08 

multicellular organismal process 7.33E-08 

regulation of  cell proliferation 1.19E-07 

cellular developmental  process 1.54E-07 

negative regulation of  biological process 3.12E-07 

GIFs – Non-GIFs 間で発現の異なる 995 probe sets に対する GO 解析 （Fig 5 と関連） 

SMFs – SPFs 間で発現の異なる 498 probe sets に対する GO 解析 （Fig 6 と関連） 
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Supp Fig 3. マイクロアレイに用いたのと同一の total RNA サンプルを用いた再現性解析 
       （qRT-PCR； Fig 10 と関連 ） 
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Supp Fig 4. ヒト線維芽細胞において CXCL12/SDF1 と発現が相関する転写因子は 
                    存在しない 
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Supp Fig 5. ヒト線維芽細胞における 臓器特異的な転写因子および液性因子の発現 
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Supp Fig 6. SPFs のがん細胞に対する反応性と大腸がん患者の予後との関連 

(A, B) 
Kojima M, Higuchi Y, et al., PLOS ONE, 2014, Fig4 and Fig 5 (Modified) 
doi:10.1371/journal.pone.0088018.g004 
doi:10.1371/journal.pone.0088018.g005 
 
(C, D) 
Yokota M, Kojima M, Higuchi Y, et al., International Journal of Cancer, 2015, Fig 2 (Modified) 
DOI: 10.1002/ijc.29851 
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Supp Fig 7. SPFs における PITX1 発現の多様性 
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