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研究成果の概要（和文）：研究代表者は、チャネル型nAChRsの役割を調べた結果、腸幹細胞に隣接するパネート
細胞に局在するチャネル型α2β4を介して腸幹細胞の分化・増殖が促進されていることを明らかにした。さら
に、代謝型mAChRs（M1-M5）のノックアウトマウス（KOマウス）の解析から、M3-KOマウスのクリプトでは、
EphB/ephrin-Bファミリー分子の濃度勾配の変動により、腸幹細胞の分化・増殖が促進されていることを見出し
た。すなわち、腸幹細胞に局在する代謝型M3を介して分化・増殖が抑制されていることを明らかにした。本研究
により、代謝型M3とチャネル型α2β4を介した拮抗的な腸幹細胞の制御の一端が見えてきた。

研究成果の概要（英文）：Recent studies show that various mammalian non-neuronal cells synthesize 
acetylcholine (ACh) and operate cholinergic signaling via nicotinic and muscarinic ACh receptors (n-
 and mAChRs) in response to internal or external stimuli. Experiments using intestinal organoids 
that lack nerve and immune cells in culture show that endogenous ACh is synthesized in the 
intestinal epithelium to drive organoid growth and differentiation through activation of nAChRs and 
mAChRs. We found that ACh binds to α2β4 nicotinic ACh receptor, and induced Wnt signaling, and 
eventually proliferation and differentiation of intestinal stem cells (ISCs) are enhanced. 
Furthermore, Genetic ablation of M3 muscarinic ACh receptor showed to enhance proliferation and 
differentiation of ISCs through activation of EphB/ephrin-B signaling pathway. Collectively, 
signaling through the M3 and α2β4 appears to work together to maintain the homeostasis of 
intestinal epithelial cell growth and differentiation.

研究分野： 動物生理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、幹細胞やそのニッチを容易に同定することができる腸幹細胞システムをモデル系とすることによ
り、いまだ不明な点が多く残存する腸幹細胞と微小環境の相互作用によるホメオスタシスの維持機構の一端を明
らかにすることができた。このことは、様々な組織幹細胞の基礎生物学的特性の理解にも繋がると考える。ま
た、本研究により、腸上皮に存在するAChが腸幹細胞を制御する局所のシグナル分子であり、腸幹細胞制御の直
接的及び間接的なACh作動性シグナリングが解明され、組織幹細胞による組織形成プログラムの解明に大きく貢
献できると期待している。

※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。



１．研究開始当初の背景 

 腸上皮細胞は腸管の内側を覆っており、摂取した食物の消化・吸収、腸内細菌に対する

バリア機能などの役割を担っている細胞である。これらの機能維持のために、腸上皮細胞

は、常に陰窩（クリプト）に存在する腸幹細胞から新たに分化した細胞へと置き換わって

いる。従って、腸幹細胞の分化・増殖、維持が正常に行われることにより、小腸上皮の恒

常性が維持されていると考えられる。 

 一方で ACh は神経化学伝達のメカニズムの発見につながった物質であることから、哺乳

類における神経伝達物質として広く認識されている。しかしながら、ACh は細菌類、菌類、

植物を含むほぼすべての生物種に[1,2]、また哺乳類の様々な非神経性細胞及び組織にも存在

し[3]、局所的な細胞間の情報伝達に関与するなど[4]、様々な生理的役割を果たしているこ

とが明らかになりつつある。すなわち、神経伝達物質としての ACh は、多様な役割のうち

の一側面に過ぎないのかもしれない。そこで、研究代表者は、腸上皮細胞にも ACh が存在

し、その機能が腸幹細胞の分化・増殖、維持を制御するという仮説を立てて、ex vivo 実験

系の腸オルガノイド技術を用いた研究を開始した。 

 

２．研究の目的 

 神経細胞型 ACh 受容体は主に神経細胞に発現し、神経伝達及び神経伝達の調節に関与し

ている。一方、非神経系組織でも同受容体の発現が近年確認され、神経系とは異なる働き

が示唆されている。最近、研究代表者は、ACh 受容体が腸上皮細胞及び腸幹細胞に発現し、

リガンドである ACh を介して腸幹細胞の分化・増殖、及び維持に重要な生理的役割を果た

すことを、腸オルガノイド技術により見出した。そこで本基盤研究では、ACh 受容体欠損

マウスを用いて、腸幹細胞における代謝型ムスカリン性 ACh 受容体（mAChRs）とチャネ

ル型ニコチン性 ACh 受容体（nAChRs）の機能及びシグナル伝達経路の違いを明らかにし、

非神経細胞型 ACh 受容体を介した ACh の新規生理学的役割を解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）代謝型 mAChRs を介した非神経性 ACh の腸幹細胞制御 

 代謝型 mAChRs には M1 から M5 の 5 つのサブタイプが存在し、神経系ではそれぞれが

固有の機能を担う。そこで、M1 から M5 まで全ての KO マウスを用い、腸幹細胞制御に対

する各サブタイプの役割を直接的に明らかにする。これまでの成果から、腸上皮細胞から

放出される内因性の ACh は、代謝型 mAChRs の M1, M2, M3 を介して腸幹細胞の幹細胞性

の維持と分化抑制に関与していることを明らかにしている[5]。そこで、M1、M2 及び M3

の遺伝子の KO マウスの解析に着手する。M4 及び M5 については、今のところ腸幹細胞に

対する機能は不明であるが、M4 及び M5 遺伝子が腸オルガノイドに発現していることを見

出しているので[5]、まず各々の KO マウスの腸の形態を観察する。各々のサブタイプの下

流域に働く遺伝子群については、全ての KO マウスについて、RNA-Seq 法によるトランス



クリプトーム比較解析を行う。そして、各々の代謝型 mAChR サブタイプの下流域で働くシ

グナル伝達経路の全体像を把握する。 

（２）チャネル型 nAChRs を介した非神経性 ACh の腸幹細胞制御 

 チャネル型 nAChRs には様々なサブタイプが存在しており、サブユニットの組み合わせに

よって多様な表現型を有している。研究代表者は、腸幹細胞の分化・増殖を促進するチャ

ネル型 nAChRs のサブタイプが α2β4 であることを突き止めている[6]。そこで、次にチャネ

ル型 nAChR サブタイプの α2β4 を構成するサブユニット（α2 及び β4）のノックインマウス

（KI マウス）の作製に着手する。方法は、CRISPR/Cas9 ゲノム編集システムを用いて、蛍

光タンパク質を発現するサブユニット遺伝子の KO マウスを作出する（研究協力者：岐阜

大・医の大沢匡毅教授が担当）。各々の KI マウスが作製できれば、腸における形態・組織

学的研究、機能学的研究、生化学的研究、及び RNA-Seq 解析を行い、WT マウスの場合と

比較検討し、薬理実験で得られた成果の検証を行う。 

（３）代謝型 mAChRs とチャネル型 nAChRs との機能的相互作用の解析 

 上記（１）（２）の結果から、どの ACh 受容体サブタイプが生体内の腸幹細胞において最

も重要な働きを担っているかが明らかとなり、また、ACh 受容体サブタイプ同士が補完的

な作用を持つ可能性についてより明瞭になる。仮説として、短期的にはチャネル型 nAChRs

を介して腸幹細胞の分化・増殖を促進する一方、長期的には、代謝型 mAChRs を介して腸

幹細胞性の維持と分化抑制の方向に作用すると思われる。そこで、全ての代謝型 mAChR-KO

マウス（M1-M5）におけるチャネル型 nAChR サブユニット遺伝子の発現、及び α2-, β4-KI

マウスにおける代謝型 mAChRs の遺伝子発現解析、及び FACS を用いた単一細胞レベルで

の解析を行う。 

 

４．研究成果 

（１）研究代表者は、5 種類の代謝型 mAChR サブタイプ（M1-M5）の KO マウスの解析過

程で、（a）M3-KO マウスのクリプトサイズが野生型マウス（WT マウス）に比べて増大し

ていること、（b）クリプト領域の細胞増殖及び組織形成と領域化に関与する EphB2 受容体

とそのリガンドである ephin-B1,B2 の遺伝子発現が上昇していること、（c）EphB/ephirin-B

シグナリングの下流域で働くMAPK/ERKシグナル伝達経路が活性化されていることを見出

した。このことは、M3-KO マウスのクリプトサイズの増大は、腸幹細胞と未分化細胞の増

殖が促進されているとともに、EphB/ephirin-B ファミリー分子の濃度勾配が変動しているた

めであると考えられた[7]。すなわち、WT マウスでは M3➡ EphB/ephirin-B ➡MAPK/ERK

シグナルの協働によりクリプトの恒常性が維持されていると結論付けた。 

（２）チャネル型 nAChRs の役割について、腸オルガノイド培養系を用いた薬理実験及び

RNA-Seq 解析から、Wnt シグナルを介して腸幹細胞の分化・増殖が促進されることを明ら

かにしている[6]。また、腸幹細胞制御に関与するチャネル型 nAChRs は α2β4 サブタイプで、

腸幹細胞に隣接するパネート細胞に局在することも見出している[6]。そこで、β4-KO キメ



ラマウスを作出し、その解析を行ったところ、クリプトサイズの減少が見られた。このク

リプトサイズの減少は、パネート細胞を介した腸幹細胞の制御であり、その制御は

Hippo-Notch シグナル伝達経路によることが示唆

された[8]。 

（３）上記の成果から、代謝型 M3（分化・増殖

抑制）とチャネル型 α2β4（分化・増殖促進）を

介した ACh の拮抗作用による腸幹細胞の制御が

考えられた[9]。また、先行研究として、腸上皮細

胞の 1 種であるタフト細胞に ACh 合成酵素

（ChAT）が発現していることが明らかにされて

いる[10]。本基盤研究により、腸幹細胞の幹細胞

性を支える ACh シグナリング明らかとなり、“腸

上皮コリン作動系ニッチ”という新たなホメオス

タシスの維持機構を提唱できると期待している

（図１）。 
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