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研究成果の概要（和文）：C末端が欠損したAPC蛋白質（APC1638T）を発現するAPC1638Tマウスでは、空腸絨毛の
伸長、絨毛M細胞数の増加、絨毛先端部のアポトーシス細胞数の増加およびE-cadherinの発現増強が見られた。
学習・記憶能力に障害があるAPC1638Tマウスの海馬歯状回の顆粒細胞層が厚く、顆粒細胞がより密集していた。
野生型（APC+/+）マウスの海馬では、APCとAMPA受容体およびAPCとPSD-95 の共局在と分子結合が確認できた。

研究成果の概要（英文）：In APC1638T mice expressing C-terminus deleting APC protein (APC1638T) , 
there was an increase in the elongation of the enteric villi, an increase in the number of villous M
 cells, an increase in the number of apoptosis cells at the tip of the villi, and an increase in the
 expression of E-cadherin. The granule layer of hippocampal dentate gyrus in APC1638T mice with 
impaired learning and memory was thicker, and the granule cells were denser. Co-localization and 
molecular binding of APC and AMPA receptors and APC and PSD-95 were confirmed in the hippocampus of 
wild-type (APC+/+) mice.

研究分野： 発生学

キーワード： APC　APC1638T　腸上皮　M細胞　アポトーシス　海馬　AMPA受容体　PSD-95

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
APC遺伝子は最初は大腸がん抑制遺伝子として発見された。APCは腸以外の全身諸組織で発現し、特に脳で高い発
現が見られる。しかし、脳腫瘍の原因にはなっておらず、脳における大量のAPCの働きはよくわかっていなかっ
た。私はAPCが脳の認知機能や記憶に関係していることを明らかにし、本研究で海馬にその原因があることが示
唆された。また大腸がんの抑制以外に腸の形態形成や上皮の細胞のターンオーバーに関わっていることが本研究
で示された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

（1）Adenomatous polyposis coli(APC)遺伝子は、家族性腺腫性ポリポーシス症(FAP)

の原因遺伝子として発見された。その後、非遺伝性も含めて大部分の大腸癌の発生初期

に変異を起こしていることがわかり、大腸癌抑制遺伝子として知られるようになった。 

APC 遺伝子は 2,843 個のアミノ酸からなる APC 蛋白質をコードする。APC 蛋白質は細

胞増殖シグナルを伝える Wnt シグナル系を負に制御することで、癌化を抑制する。APC

の変異によって Wnt シグナル系の構成因子であるβ-カテニンとの結合能を失い、Wnt

シグナルが異常に促進すると、発癌に至る。研究代表者の千田は、マウスの正常 APC 発

現腸上皮細胞と変異 APC(APCMin)発現細胞における APC とβ-カテニンの分布・局在を明

らかにした。その後、β-カテニン以外に APC に結合する蛋白質が次々に同定され、そ

れらの結合タンパク質との相互作用を通じて、APC 蛋白質が細胞の増殖、分化、接着、

極性形成、遊走等に関与することが明らかになってきた。 

（2）大腸癌抑制因子として発見された APC の脳での発現は顕著である。しかし、APC の

変異と脳腫瘍の関連性は否定的である。脳で発現している大量の APC が何をしているの

か、大きな謎である。Apcノックアウトマウス(Apc-/-)の胚は発生早期に死滅するので、

Apc は初期発生において極めて重要であるが、このマウスではその後の組織臓器発生を

調べられない。また ApcMin/＋マウスは生まれて来るが、若年で大腸癌が発生するために

生体機能解析が困難である。このような理由で、APC 蛋白質の個体レベルでの機能解析

は進んでいない。 

（3）APC 蛋白質の C 末端には PSD-95、DLG、微小管、EB1（微小管結合因子）等が結合

する。私たちは APC が PSD-95 を介して、グルタミン酸受容体の 1つである AMPA 受容体

を後シナプス膜に集積させることを明らかにした。APC の広範な脳神経機能への関与が

示唆された。ニューロンの分化に対する APC の機能も明らかにした。APC とその C末端

に結合する蛋白質との相互作用による、数多くの興味深い現象がわかってきた。 

（4）APC1638T ノックインマウスは、1639 アミノ酸以降の C末端側が欠損した変異 APC

蛋白質を発現するマウスであり、β-catenin 結合ドメインがあるので癌は発生せず、

APC の機能解析には大変好都合である。私たちは APC1638T マウスに対して行動学はじ

め多角的な解析を行い、様々な“異常”を発見した。その中に本研究の課題とした 3つ

の異常（腸絨毛の伸長、統合失調症様行動異常、歩行異常）が含まれていた。 
 
２．研究の目的 

（1）腸絨毛の伸長に寄与するメカニズムの解析 

腸上皮は陰窩底近くにある幹細胞が分裂増殖して未分化細胞となり、それが陰窩・絨

毛の上方に移動しつつ、吸収上皮細胞、杯細胞、腸内分泌細胞に分化する。一方、陰窩

底に向かう細胞は Paneth 細胞に分化する。陰窩・絨毛の頂上に到達した細胞はアポト

ーシスを起こして剥離する。私たちのこれまでの解析で、APC1638Ｔマウスの腸絨毛は

野生型 APC マウスの絨毛よりも長いことがわかった。本研究課題では、APC の腸絨毛の

伸長に関与するメカニズムを探索する。 

（2）統合失調症様行動異常の分子基盤の解析 

私たちは、APC1638T マウスが統合失調症に似た行動異常を示し、海馬の神経細胞に

形態異常が見られることを明らかにした（Onouchi et al., Mol Brain 2014）。また、



近年、皮質のインターニューロンでのみ APC をノックアウトすると、インターニュー

ロンの移動が阻害されることが示されている。私どもの見出した APC1638T の示す統合

失調症様行動異常の分子基盤を解析する。 

（3）歩行異常の分子基盤の解析 

私たちは DigiGait 小動物用歩行解析システムを用いて、APC1638T マウスの歩行にお

いて後肢の左右協調性が障害されていることを明らかにした（未発表）。本研究課題で

は、APC1638T マウスの示す歩行異常の分子基盤を解明する。 

（4）APC の細胞内局在の制御機構の解明 

1991 年の APC の発見以来、APC の細胞内局在に関しては混沌としていて、いまだに決

着がついていない。私たちは、腸上皮細胞、ニューロン・グリア、培養上皮細胞での APC

の分布・局在を報告してきた。しかし、同じ細胞で同じ染色法を用いても、使用する APC

抗体によって結果が一致しないことをよく経験した。APC の多彩な細胞機能を考えると

きに、APC の細胞内局在に関する信頼できる情報は決定的に必要である。したがって、

本研究課題では、APC の細胞内局在とその制御機構の解明にも取り組む。 
 
 
３．研究の方法 

（1）腸絨毛の伸長に寄与するメカニズムの解析 

①体重および小腸の長さ(十二指腸∼回腸)を測定し、小腸組織のヘマトキシレン•エオ

ジン染色切片を顕微鏡で観察した。 

② 24 時間で食べた餌の量と体重増加率を算出した。 

③ 血中アミラーゼ、リパーゼ、グルコース、総コレステロールの量を検査した。 

④ 腸幹細胞系(Lgr5 陽性幹細胞、Bmi1 陽性幹細胞、CD133/prom1 陽性前駆細胞)を、

それぞれのマーカーにより免疫染色した。細胞増殖マーカーである Ki-67 の免疫染

色によって、増殖細胞を検出した。腸幹細胞恒常性に関連しているシグナルである、

Wnt/β-catenin シグナル、BMP シグナル、MAPK シグナル,hippo-YAP-TAZ シグナル、

Notch シグナル、Hedgehog シグナルの状態を、イムノブロッティング法と RT-PCR 法

で調べた。 

⑤ Glycoprotein 2(GP2)免疫染色により、空腸と回腸の microfold cells(M 細胞) を

検出した。RT-PCR 法を用いて、M 細胞のマーカーである Gp2 および M 細胞の分化に

関連する Marcksl1 と Spib の空腸における mRNA の発現レベルを調べた。 

⑥ Cleaved caspase-3 を用いてアポトーシス細胞を精査し、RT-PCR 法でアポトーシ

ス制御に関与する Bcl2、Bax 遺伝子の mRNA 発現レベルを確認した。 

⑦ 免疫染色により E-cadherin の局在を、イムノブロッティング法を用いて E-

cadherin タンパク質の発現量を調べた。さらに、Cleaved caspase-3 と E-cadherin

を二重免疫染色し、アポトーシス細胞と E-cadherin 発現との関連を追及した。 

（2）統合失調症様行動異常の分子基盤の解析 

①in situ ハイブリダイゼーション法によって APC1638T マウスの海馬における APC

ｍRNA の発現を、免疫蛍光染色法によって海馬における APC タンパク質の発現を

検証した。 

②マウス脳パラフィン切片（HE 染色）を観察し、海馬全体の形状および海馬各領域  

（歯状回、CA1、CA3）の神経細胞層の厚さと神経細胞の密度を測定した。 

③二重免疫蛍光抗体法と二重免疫電子顕微鏡法によって、APC と AMPA 受容体の共局 



在および APC と PSD-95 の共局在の有無を調べた。 

④免疫沈降法によって、マウス脳における APC と AMPA 受容体および APC と PSD-95  

 の結合の有無を検証した。 

⑤マウスの足に電気ショックを与えた後、海馬の CA1 領域における c-Fos の発現を

免疫染色法で調べた。 

（3） 歩行異常の分子基盤の解析 

①歩行の基本リズムを調節している CPG(Central Pattern Generator)と呼ばれる介 

在ニューロン群で形成される回路網を形態学的に検索するために、クリューバー・ 

バレラ髄鞘染色を行った。 

②APC1638T マウスの脊髄 CPG におけるアセチルコリン作動性ニューロンの分布をコ 

リンアセチルトランスフェラーゼ（ChAT）抗体による免疫染色法で検索した。 

 ③APC1638Tマウスの脊髄CPGにおけるアストロサイト、稀突起膠細胞の数と形態を、 

抗 GFAP 抗体と抗 Olig2 抗体を用いた免疫組織化学法によって検索した。 

（４）APC の細胞内局在の制御機構の解明 

① APC の各部位（N末端、分子中央、C末端）に対するウサギポリクローナル抗体を

作成した。 

② APC は細胞の密度によって核と細胞質を移行することがわかっている。細胞の

contact inhibition に伴う APC の細胞内局在の変化を検索した。 

・イムノブロッティング：内因性 APC を発現する細胞を低密度および高密度で培養し 

たとき、どの細胞分画に APC が検出されるか。 

・免疫細胞化学：内因性 APC を発現する細胞を低密度および高密度で培養し、APC 

の細胞内局在を複数の APC 抗体で検出する。 
 
４．研究成果 

（１）腸絨毛の伸長に寄与するメカニズムの解析 

① APC1638T マウスの体重は有意に少なく、小腸の長さ(十二指腸∼回腸)は有意に短く、

空腸の陰窩-絨毛長が有意に伸長していた。十二指腸と回腸の陰窩-絨毛長には有意

差はなかった。 

② APC1638T マウスの食物摂取量と体重増加率は、WT マウスと比べて差がなかった。 

③ APC1638T マウスの血中アミラーゼ、リパーゼ、グルコース、総コレステロール値は

WT マウスと比べて有意差を認めなかった。 

④ APC1638T マウスの腸幹細胞系である、Lgr5 陽性幹細胞、Bmi1 陽性幹細胞、

CD133/prom1 陽性前駆細胞の数は WT マウスと比べて有意差がなかった。APC1638T マ

ウスの空腸における Ki-67 陽性細胞の数は、WT マウスと比べて有意差がなかった。

さらに、APC1638T マウス空腸では、Wnt/β-catenin シグナル、BMP シグナル、MAPK

シグナル、hippo-YAP-TAZ シグナル、Notch シグナル、Hedgehog シグナルの変化は

認められなかった。 

⑤ APC1638T マウス空腸では、WT マウスと比べて絨毛 M 細胞の数は有意に多かった。

Gp2 と Spib の mRNA 発現レベルは有意に高かったが、Marcksl1 の mRNA 発現レベル

は WT マウスと比べて差がなかった。WT マウスと APC1638T マウスの回腸に絨毛 M細

胞は存在しなかったが、パイエル板 M細胞が観察された。APC1638T マウス回腸のパ

イエル板 M細胞は、WTマウスと比べて有意に少なかった。 



⑥ APC1638T マウス空腸では、絨毛先端の Cleaved caspase-3 陽性細胞は WT マウスと

比べて有意に多いが、Bcl2 と Bax の mRNA 発現レベルに有意差はなかった。 

⑦ APC1638T マウス空腸では、E-cadherin の発現と局在は WT マウスと比べて差はなか

ったが、絨毛先端の脱落しかかっているアポトーシス細胞の側面の E-cadherin の

染色性は WT マウスと比べて強かった。 

（２）統合失調症様行動異常の分子基盤の解析 

① APC1638T マウスの海馬における APC のｍRNA とタンパク質の発現量とパターンは、

WT マウスと比較して有意差がなかった。 

② APC1638T マウスの海馬では、WT マウスと比較して、歯状回の顆粒細胞層が厚く、顆

粒細胞がより密集していたが、CA1 と CA3 では有意差がなかった。 

③ WT マウスの海馬では、APC と AMPA 受容体および APC と PSD-95 の共局在が電顕レベ

ルで確認されたが、APC1638T マウスの海馬ではこれらの共局在は確認されなかった。 

④ 免疫沈降法によって、WT マウスの脳ではこれらの分子結合は確認できなかった。 

⑤ APC1638T マウスでは、足への電気ショックに伴う海馬 CA1 領域の錐体細胞の活性化

（c-Fos の発現）が減弱した。 

（３）歩行異常の分子基盤の解析 

① クリューバー・バレラ髄鞘染色による比較では、APC1638T マウスの脊髄の交連線維

束の発達は WT マウスと差がなかった。 

② 抗 ChAT 抗体による免疫染色法によると、APC1638T マウスの脊髄のコリン作動性ニ

ューロンの数は WT マウスと差がなかった。 

③ APC1638T マウスにおける GFAP 陽性アストロサイトの形態（樹状突起の分岐パター

ン）に有意差がありそうだ（未検定）。 

（４）APC の細胞内局在の制御機構の解明 

①抗体の作製 

ヒトAPC蛋白質C末端の合成ペプチドを用いて、ウサギ由来のAPC-C抗体を作成した。  

②抗体の検証 

1）Western blotting ：全長 APC を発現する細胞株（HCT116、253J-BV）では、市販の

APC の N 末端認識抗体（APC-N 抗体）と APC-C 抗体が APC を検出した。C 末端欠

失 APC を発現する細胞株（DLD-1）では、APC-N 抗体のみが APC を検出した。 

2）Immunoprecipitation：全長 APC を APC-C 抗体で IP し、APC-N 抗体による 

Western blotting で検出した。 

3）Immunocytochemistry：APC をノックダウンした細胞株において、APC-C 抗体によ 

る免疫染色を行った。HCT116、253J-BV ではコントロールと比較して蛍光の減弱が認 

められた。両細胞において APC は細胞質と核、および細胞伸長部の微小管遠位端に局 

在を認めた。 

4）Immunohistochemistry：マウス空腸における APC の局在を、APC-C 抗体で描出し 

た。APC の発現は絨毛頂部が最も高く、絨毛基部及び陰窩に下るにつれて発現が低下 

した。C 末端欠失 APC のみ発現する APC1638T/1638T マウス空腸では APC は検出されな 

かった。 
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