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研究成果の概要（和文）：TMEPAI-KO/ApcΔ716/+マウスではApcΔ716/+マウス比べ腺腫数は著しく減少し、腺腫
径も小さくなっていた。一方、C18ORF1-KO/ApcΔ716/+マウスとApcΔ716/+マウスの間では、ほとんど腺腫数、
腺腫径に変化はなかった。
消化管上皮細胞特異的にSmad2とSmad3を欠損させると欠損させた後、15-20週で小腸、盲腸、大腸で浸潤性の腫
瘍を確認した。一方、Smad2又はSmad3単独欠損では、腫瘍形成は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：TMEPAIKO/ApcD716/+ mice showed fewer and smaller intestinal adenoma than 
ApcD716/+ mice, whereas there were no differences for number and size of adenoma between 
C18ORF1KO/ApcD716/+ and ApcD716/+ mice.
15-20 weeks after both Smad2 and Smad3 genes were deleted in intestinal eipthelial cells in mice, 
invasive tumors in small intestines, cecum and/or colon could be found. On the other hand, Smad2 
gene alone or Smad3 gene alone was sepcifically knocked out in mouse intestinal eipthelial cells, we
 could not find any tumors at all.

研究分野：分子腫瘍学

キーワード： TGF-βシグナル　Smad　TMEPAIファミリー　消化管腫瘍　β-カテニン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
TMEPAI遺伝子を欠損させると消化管ポリープ形成が抑制されることを世界で初めて見出すことができた。この結
果より、TMEPAIの機能抑制又は発現抑制させる低分子化合物が消化器系がんに対する抗がん剤になる可能性を有
することが分かった。
これまでにSmad4やALK3欠損が大腸がんを引き起こすことがわかっていたが、今回世界で初めてTGF-beta/Smadシ
グナル伝達に関わるSmad2とSmad3遺伝子欠損が消化器系に浸潤がん進展に関与することを突きとめた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 腸管上皮細胞は、3～4 日ごとに再生を繰り返し、1 日数億個以上の細胞が入れ替わってい

るダイナミックな組織である。腸管上皮組織は、絨毛とよばれる腸管内腔側に突起している分化

細胞と未分化な細胞が多く認められる陰窩に分けられ、腸管幹細胞から分化した細胞は陰窩か

ら絨毛へと上部に移動していることが知られている。これらの腸管上皮細胞を構成している分

化した細胞群として吸収上皮細胞、杯細胞、内分泌細胞、パネート細胞、タフト細胞があり、互

いに細胞間コミュニケーションを取りながら、正常な腸管上皮組織を形成している。しかしなが

ら、秩序あるコミュニケーションを互いに取りあっている異なる細胞集団が、そのバランスを崩

し、部分的に異常増殖、分化、老化、細胞死等の様々な運命を選択した結果、正常組織構造が破

綻し、場合によってはがん発症の場となりうる。実際腸管上皮細胞で Wnt シグナルが恒常的に

活性化されたマウスでは、無秩序な陰窩形成に引き続いた腺腫形成が観察され、逆に Wnt シグ

ナルが阻害させたマウスでは、腸管上皮細胞の増殖抑制が認められている。一方、TGF-βシグ

ナル関連分子に関し

ては、BMP IA 型受容

体遺伝子 (ALK3) や

Smad4 遺伝子欠損が

腸管上皮幹細胞の増

殖や異所性の陰窩形

成を促進することや

(Qi et al., 2017)、ヒト

において ALK3 や

Smad4 遺伝子が若年

性ポリポーシスの原

因遺伝子であること

がわかっているが、詳

細な腫瘍化機構については未だ不明のままである。本研究では、Lgr5 陽性腸管上皮幹細胞又は

villin 陽性腸管上皮細胞に、様々な TGF-βシグナル関連遺伝子を欠損（表参照）させた場合の

腸管上皮組織構築の再構築や破綻（腫瘍化）を検討し、腸管上皮組織構築のメカニズムに繋げて

いくことを目的としている。 

 

２．研究の目的 

腸管上皮細胞は、3～4 日ごとに再生を繰り返し、1 日数億個以上の細胞が入れ替わるダイ

ナミックな組織である。腸管上皮組織は、絨毛とよばれる腸管内腔側に突起している分化細胞

と未分化細胞が多く認められる陰窩に分けられ、腸管幹細胞から分化した細胞は陰窩から絨

毛へと上部に移動している。これらの腸管上皮細胞を構成している分化細胞群として吸収上

皮細胞、杯細胞、内分泌細胞、パネート細胞、タフト細胞があり、互いにコミュニケーション

を取りながら、正常な腸管上皮組織を形成している。すでに、腸管上皮幹細胞マーカーとして

Lgr5 が知られており、Lgr5 陽性細胞が娘細胞を産生し 5 種類の細胞への分化を促しているこ

とが証明されている。さらに、この幹細胞維持には、Wnt シグナルが必要不可欠であり。その

他 Notch、Hippo/YAP や BMP シグナル等も重要な役割を果たしていることが報告されてい



る。 

一方、物理的損傷、感染、炎症をはじめ様々な病態組織において、本来、秩序あるコミュニ

ケーションを互いに取り合う異なる細胞集団は、そのバランスを崩してしまい、部分的に異常

増殖、分化、老化、細胞死等の様々な運命を選択した結果、正常組織構造が破綻していく。こ

のような組織破綻に応答して周囲の細胞等から発信されるシグナルにより、組織幹細胞ある

いは間葉系幹細胞等が動員され、立体的に正常組織へと再構築される。また、このような再構

築の過程は、同時にがん化の誘導の場としても重要であり、組織再構築の場においてがん幹細

胞がどのように周囲の細胞とコミュニケーションを取り、維持・増殖していくかを解析するこ

とも組織再構築の解明につながる。破綻時における異種細胞間コミュニケーションの相違を

正常時と比較し、3 次元的な破綻のメカニズムを組織レベルで明らかにすれば、将来組織幹細

胞、ES/iPS 細胞を用いることによる破綻組織の再構築も可能になる。このように破綻状態を

3 次元的に捉えつつ、様々な疾患の分子メカニズムを解明し、再構築へ向かうためのダイナミ

ックスを明らかにすることが組織再構築の制御機構の解明につながると考えている。実際、

Wnt シグナルが恒常的に活性化された ApcMIN/+または ApcΔ716/+マウスでは、無秩序な陰窩形

成に引き続いた腺腫形成が観察され、逆に Wnt シグナル阻害タンパク質である Dkk1 を過剰

に発現させたマウスでは、腸管上皮の増殖抑制が認められている。一方、TGF-βシグナル関

連分子に関しては、ALK3 や Smad4 遺伝子欠損が腸管上皮幹細胞の増殖や異所性の陰窩形成

を促進することや、上記の遺伝子変異が家族性大腸ポリポーシス症の原因であると言われて

いるが、それ以上の詳細なメカニズムについては未だ不明のままである。組織再構築を達成す

るには、異種細胞同士が集団になって作り出す秩序立った細胞の移動、細胞接着分子による秩

序立った細胞の配置、細胞の極性の制御による機能的配列等の 3 次元立体構築の制御が重要

となり、細胞間コミュニケーションやシグナルの解明と人為的操作法の確立が重要である。そ

のために異種細胞間によって構成される組織の 3 次元ダイナミックス、3 次元組織構築の際に

機能する遺伝子・シグナル伝達の時空間的変化を解析し、原理を捉えることが重要である。本

研究課題では、腸管上皮組織を構成している様々な細胞集団に焦点を当てて、TGF-βシグナ

ルによる異種細胞間の相互作用を立体的な法則に基づいた組織構築を行うメカニズムも捉え

つつ、TGF-βファミリーのシグナル伝達の時空間的制御と絡めて腸管上皮幹細胞から各細胞

への分化及びがん進展時の組織構築の破綻・再構築の理解を同時に深めて行くことを目指す。 

本課題では、ヒト大腸がんで遺伝子変異が認められる Smad2、Smad4 や TβRII 遺伝子を

腸管上皮幹細胞で欠損させることに加え、他の TGF-βシグナル関連遺伝子を腸管上皮幹細胞

で欠損させた場合の組織構築の破綻・再構築を観察し、さらに腸管上皮幹細胞特異的に TGF-

βシグナル関連遺伝子を欠損させた状態で、Wnt シグナルを活性化することで（ApcF/F マウ

スを用いる)、TGF-β シグナルによる消化管がん進展時の組織構築の破綻・再構築制御機構

を解明する。 

 

３．研究の方法 

(1) マウスの樹立 

ApcΔ716/+ マ ウ ス 、 TMEPAI-KO/ApcΔ716/+ マ ウ ス 、 C18ORF1-KO/ApcΔ716/+ マ ウ ス 、

DKO/ApcΔ716/+マウスを作出するために、ApcΔ716/+マウス (Oshima et al. 1995) に TMEPAI-

KO マウス (未発表) 、C18ORF1-KO マウス (未発表) 又は DKO マウス (未発表) を掛け合

わせた。各種 TGF-β 受容体や Smad 遺伝子を flox/flox 配列で挟んだコンディショナルノック

アウト (CKO) マウス (表) と、タモキシフェン投与により腸管上皮特異的に目的の遺伝子を



欠損させることができる VillinCreER マウス (El Marjou et al., 2004) と交配を行い、本実験に

使用する遺伝子改変マウスを作出した。 

その後、作出した雄性マウスを 6-7 週齢になるまで飼育した後、3 mg のタモキシフェン(TM)を

腹腔内に 5 日間連続投与し、解剖するまで飼育した。TM を投与して腸管上皮細胞で目的の遺伝

子を欠損させたマウスをそれぞれ Smad1IEKO (intestinal epithelium-specific Smad1 KO) 、

Smad2IEKO、Smad3IEKO、Smad4IEKO、Smad5IEKO、Smad1IEKO/Smad5IEKO、Smad2IEKO/Smad3IEKO、

ALK5IEKO、TβRII IEKOとした。野生型マウスは C57BL/6J (日本クレア、日本 SLC) を用いた。

飼育は SPF 飼育室で行い、飼育及び実験は昭和薬科大学動物実験指針に基づいて行った。 

(2) マウスの解剖・組織固定 

マウスを安楽死させ、小腸を摘出した。摘出した全ての腸を軽く PBS で洗浄後、脂肪組織を除

いた。引き続きマウス経口ゾンデを用いて、約 20 mL の腸管固定液で腸管腔内を通し、内容物

を除去し、さらに 50 mL チューブに 30 mL の腸管固定液を入れ一昼夜以上、室温で組織の固定

を行った。固定後、採材した全ての腸は縦軸方向に切り開き、1 x PBS で腸内を洗浄、再度腸管

固定液に浸して保管した。 

 

４．研究成果 

(1) TMEPAI ファミリー遺伝子欠損

ApcΔ716/+マウスの消化管腺腫形成能 

消化管腺腫形成能を評価するため、各遺

伝子型マウスの腺腫数について 8-22 週

齢でマウスを安楽死させ、小腸を採材し

腺腫数を計測したところ、TMEPAI-

KO/ApcΔ716/+マウスはどの週齢において

も ApcΔ716/+マウスに比べて腺腫数が顕

著に減少していた。一方で C18ORF1-

KO/ApcΔ716/+マウスは、ApcΔ716/+マウスに比

べても腺腫数はほとんど変わらず、同じ

TMEPAI ファミリー分子であっても腺腫形

成抑制効果は認められなかった(図 1)。さら

に DKO/ ApcΔ716/+マウスは、TMEPAI-

KO/ApcΔ716/+マウスよりもさらに強い腺腫

形成抑制効果が認められ、12-16 週齢の多く

のマウスが小腸における腺腫形成が認めら

れなかった。次に 16 週齢の各マウスを用い

て、腺腫数、腺腫径について検討したところ 

(図２)、ApcΔ716/+マウスは 1 匹あたりの平均

腺腫数は約 80 個になり、腺腫径も最大で 5 

mm 以上になるものも存在し、2-4 mm の腺

腫も全体の 3 割以上を占めていた。一方、

TMEPAI-KO/ApcΔ716/+マウスでは、1匹あ

たりの平均腺腫数は 10 個以下となり、腺

腫径も 1-2 mm以下がほとんどであったこ



とから、TMEPAI 欠損により、高い腺腫形成抑制効果が認められた。また、C18ORF1-

KO/ApcΔ716/+マウスについては、1 匹あたりの平均腺腫数及び、腺腫径の割合についても

ApcΔ716/+マウスとほぼ同じ結果となり、C18ORF1 遺伝子欠損による腺腫形成抑制効果は認めら

なかった。そのため、C18ORF1 遺伝子は同じ TMEPAI ファミリー分子であっても腺腫形成に

関与している可能性が低いことが示唆された。しかしながら、DKO/ApcΔ716/+マウスでは

TMEPAI-KO/ApcΔ716/+マウスよりもさらに 1 匹あたりの平均腺腫数も減少し、腺腫径もより小

さくなることが確認され、TMEPAI 単独欠損よりさらに強い腺腫形成抑制能が示唆された。 

 

(2)TGF-βファミリーシグナル関連遺伝子を腸上皮細胞特異的に欠損させたマウスの表現型解析 

最初は、Lgr5-CreER マウスを用いて消化管上皮幹細胞を用いて、TGF-β 受容体や Smad 遺

伝子を組織特異的に KO したが、KO の効率が悪かった(data not shown)。そこで VillinCreER

マウスを用いて消化管上皮細胞特異的に TGF-β 受容体や Smad 遺伝子を KO した。TM 投与

終了後から 20 週が経過した後にマウスを解剖して、腫瘍形成について検討した。Smad1IEKO、

Smad2IEKO、Smad3IEKO、Smad5IEKO、ALK5IEKO及びTβRIIIEKOマウスでは、各々の VillinCreER

を有しないマウスと同様に小腸、盲腸、大腸に変化はなく、正常な野生型マウスと同じであった。

興味深いことにとSmad2IEKO/Smad3IEKOのほとんどのマウスは、TM投与後20週間ほどで小腸、

盲腸又は大腸で腫瘍が観察された。さらに HE 染色した結果、腫瘍は消化管組織の漿膜を破ると

いった腫瘍進展度の高い T3 や T4 ステージであり、消化管上皮組織において Smad2 遺伝子と

Smad3 遺伝子が共に喪失することで悪性度の高い浸潤性腫瘍が形成されることがわかった  。

また、若年性ポリポーシスの原因遺伝子でもある Smad4 遺伝子を腸管上皮細胞で欠損させた

Smad4IEKOマウスは、頻度が低いが小腸と大腸で腫瘍を観察することができ、これまでの報告と

一致していた (Perekatta et al., 2018) 。 
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