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研究成果の概要（和文）：腸管の形成・維持機構の解明には、この組織を構成する細胞を生み出す腸管幹細胞の同定が
重要である。これまでにCBC幹細胞と+4幹細胞という2種類の細胞が腸管幹細胞として報告されているが、これらよりも
さらに未分化な細胞集団が存在する可能性も考えられる。本研究課題では、組織幹細胞が静止期に留まっていることに
着目して、腸管幹細胞の純化を試みた。まず、CDKインヒビターp57が+4幹細胞に多く発現していること、ならびにこの
幹細胞の静止期の維持に必要であることを突き止めた。次に、p57の発現を指標にして+4幹細胞からさらに腸管幹細胞
を純化するために、p57発現細胞の系統追跡実験に必要なマウスを作製した。

研究成果の概要（英文）：Identification of intestinal stem cells (ISCs), which give rise to differentiated 
cells in the intestine, is critical to understand mechanisms of morphogenesis and maintenance of this 
organ. Although two kinds of cells, referred to as CBC stem cells and +4 stem cells, were reported as 
ISCs, it is still presumed that more undifferentiated stem cells might exist. In this grant, we aim to 
purify ISCs based on the finding that tissue stem cells remain in the quiescent state of the cell cycle. 
We found that CDK inhibitor p57 is abundantly expressed in +4 stem cells and required for the maintenance 
of their quiescence. To further purify ISCs on the basis of p57 expression, we generated mice for lineage 
tracing experiments of p57-expressing cells in the intestine.

研究分野： 幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
腸管は吸収上皮細胞、杯細胞、内分泌細胞、
タフト細胞、パネート細胞などにより構成さ
れ、これらの分化細胞は腸管幹細胞から生み
出される。したがって、腸管の形成・維持機
構の解明には、腸管のヒエラルキーの最上流
にある（＝最も未分化な）腸管幹細胞の同定
が欠かせない。これまでに 2種類の細胞が腸
管幹細胞として報告されている。一つは陰窩
（クリプト）の底に存在し、Lgr5をマーカー
とする細胞（crypt base columnar; CBC幹細胞）
であり [Barker et al., Nature (2007)]、もう一つ
はクリプトの底から約4番目（+4ポジション）
の細胞に該当し、Bmi1 を発現している+4 幹
細胞である  [Sangiorgi et al., Nat. Genet. 
(2008)]。最近の研究により、CBC幹細胞より
も+4 幹細胞の方が上流であることが示唆さ
れているが [Tian et al., Nature (2011)]、+4幹
細胞よりもさらに上流の幹細胞が存在する
可能性も十分に考えられ、最も未分化な腸管
幹細胞の同定には未だ至っていない状況で
ある。 
 
２．研究の目的 
最も未分化な腸管幹細胞を同定するために、
組織幹細胞が細胞周期を脱出して静止期に
維持されている [Orford et al., Nat. Rev. Genet. 
(2008)] ことに着目した。静止期から細胞周
期への進入はサイクリン－CDK 複合体によ
って正に制御されることが知られており 
[Sherr and Roberts, Genes Dev. (1999)]、申請者
を含むグループはこの複合体の活性を阻害
する CDK インヒビターp57 が造血細胞や神
経組織において幹細胞分画に高発現してい
ること、ならびにこれらの細胞の静止期維持
に必要であることを明らかにしている 
[Matsumoto et al., Cell Stem Cell (2011); 
Furutachi et al., EMBO J. (2013)]。この知見は、
p57 が全身の幹細胞において高発現していて、
静止期の維持に関わっている可能性を示唆
している。そこで本研究課題では、「p57は腸
管幹細胞においても静止期の維持に重要で
あり、この分子の発現を指標にして腸管幹細
胞をさらに純化できるのではないか」という
仮説を立て検証することにした。 
 
３．研究の方法 
仮説 1: p57は腸管幹細胞を静止期に維持して
いる 
これまでに報告されている複数の幹細胞分
画で p57の発現量を比較した。この結果を踏
まえ、腸管で p57を欠損させたマウスにおい
て+4幹細胞の細胞周期解析を行った。 
 
仮説 2: p57を発現している細胞が最も未分化
な腸管幹細胞である 
この仮説を検証するために、生体内で p57を
可視化できるマウス、ならびに p57発現細胞
から分化した細胞を追跡できるマウスを作
製した。 

４．研究成果 
(1) これまでに報告された腸管幹細胞におけ
る p57の発現量の比較 
+4幹細胞と CBC幹細胞における p57の発現
量を比較するために、まず Bmi1-GFPマウス
および Lgr5-GFP マウスそれぞれから FACS
を用いて GFP+細胞を採取し、リアルタイム
PCR で p57 の発現量を調べた。すると、p57
は Bmi1+細胞で多く発現していたのに対して、
Lgr5+細胞ではほとんど発現していなかった
（図 1左）。また、他の CDKインヒビターで
ある p21や p27ではそのような発現パターン
はみられなかった。さらに、腸管において p57
を発現している細胞の存在部位を確かめる
ために、抗 p57抗体を用いて免疫組織染色を
行ったところ、p57+細胞は+4ポジションに位
置して Bmi1も発現しており、Lgr5+細胞とは
異なることが分かった（図 1 右）。以上の結
果から、p57は+4幹細胞に多く発現している
ことが明らかになった。 
 

 
図 1	 p57は+4幹細胞に多く発現している 
 
(2) +4幹細胞の静止期維持における p57の役
割 
上記の結果を踏まえて、+4幹細胞の静止期維
持における p57の役割の解明に着手した。腸
管においてタモキシフェン誘導性に Creを発
現する Villin-Cre-ERマウスと、申請者らが作
製した p57 floxマウス [Matsumoto et al., Cell 
Stem Cell (2011)]、さらに Bmi1-GFPマウスを
交配して Villin-Cre-ER/p57+/F/Bmi1-GFP マウ
スを作製し（p57 遺伝子はゲノムインプリン
ティングを受けており、母方由来の遺伝子座
からのみ発現する [Matsuoka et al., Genes Dev. 
(1995)]）、タモキシフェンを投与して腸管特
異的に p57を欠損させた。このマウスを用い
て、フローサイトメトリーで細胞周期解析を
行ったところ、コントロールマウス
（Villin-Cre-ER/p57+/+/Bmi1-GFP）と比較して、
Bmi1+細胞の静止期（PIlowKi67low 分画）の割
合が減少していた（図 2）。この結果は、p57
が+4 幹細胞の静止期の維持に必要であるこ
とを示している。 
 
 
 
 
 
 



 

 

図 2	 p57 は+4 幹細胞を静止期に維持してい
る 
 
(3) 腸管への侵襲時に p57が果たす役割 
組織幹細胞は静止期に留まることにより侵
襲から保護されていると考えられているた
め、外的ストレスが p57を欠損させた腸管幹
細 胞 へ 及 ぼ す 影 響 を 次 に 調 べ た 。
Villin-Cre-ER/p57+/F マウスにタモキシフェン
と抗がん剤である 5-FU を投与したところ、
コントロールマウスと比較して、1 視野あた
りのクリプトの数が減少し、腸管壁も薄くな
っていた（図 3）。この結果は、p57が+4幹細
胞を静止期に留めることにより、この細胞集
団、ひいては腸管全体を侵襲から防御してい
る可能性を示唆している。 

図 3	 p57は腸管を侵襲から防御している 
 
5-FU による傷害から腸管が再生する過程で、
Bmi1+細胞は静止期から細胞周期へと入り
（図 4 左）、分化細胞を産生する。興味深い
ことに、この細胞周期への進入の際に Bmi1+

細胞における p57 の発現量は低下していた
（図 4右）。 

図 4	 腸管への侵襲後に+4幹細胞が細胞周期
へと進入する際に p57の発現量は低下する 
 
 

(4) p57 の発現を指標にした腸管幹細胞の純
化 
前述の Bmi1-GFPマウスにおける抗 p57抗体
を用いた免疫組織染色の結果を詳細に検討
したところ、Bmi1+細胞のうち、p57を発現し
ている細胞は 4割にも満たず（図 5）、p57+細
胞は+4 幹細胞と異なる細胞集団であること
が明らかになった。 

図 5	 p57+細胞と+4幹細胞は異なる細胞集団
である 
 
本研究課題の目的である p57の発現を指標に
した腸管幹細胞の純化のために、1. p57可視
化マウス、ならびに 2. p57+細胞を系統追跡す
るマウスを作製して交配し、p57+細胞および
この細胞から分化した細胞が標識されるよ
うな系の確立を試みた（図 6）。この系におい
て腸管を構成する全ての細胞が p57+細胞か
ら生み出されたのであれば、p57+細胞は腸管
幹細胞であるという結論に至る。 

図 6	 p57+細胞の系統追跡実験の概要 
 
p57 可視化マウスに関しては、p57 遺伝子座
に蛍光タンパク質 destabilized Venus (dVenus) 
を組み込んだ p57-2a-dVenus ノックインマウ
スを作製した。このマウスにおいて抗 p57抗
体を用いて免疫組織染色を行ったところ、
p57の蛍光と dVenusの発現が一致したことか
ら、dVenusの発現は内在性の p57の発現を反
映していると考えられた（図 7）。 

図 7	 p57可視化マウスの作製 



 

 

p57+細胞を系統追跡するマウスに関しては、
p57 遺伝子座に Cre-ER を組み込んだ
p57-2a-Cre-ER ノックインマウスの作製を試
みた。このマウスを Rosa26 領域のマーカー
（LacZ）マウスと交配し、タモキシフェンを
投与すると、p57を発現していた細胞が LacZ
で標識されるため、X-gal 染色により p57+細
胞から分化した細胞を可視化することがで
きる（図 6）。本研究課題では、この 2a-Cre-ER
を p57 遺伝子座にノックインした ES 細胞の
作製まで完了した（図 8）。 
 

 
図 8	 p57+細胞を系統追跡するマウスの作製 
 
今後、図 6 に示したようなマウスを作製し、
さらに Bmi1と共染色して p57+細胞から+4幹
細胞が生じているかどうか、すなわち p57+細
胞が腸管のヒエラルキーの最上流の幹細胞
かどうかを検証する予定である。 
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