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研究成果の概要（和文）：腸上皮細胞はLgr5 陽性腸幹細胞から継続的に再生されるが、 成熟した腸上皮細胞の
寿命は比較的短く、その適切な制御は腸の恒常性を維持する上で重要であると考えられている。本研究では、受
容体型プロテインキナーゼの下流分子であるmTORC1やRas が 腸幹細胞の維持に重要なWnt シグナル伝達経路を
阻害し、Lgr5 陽性腸幹細胞の数を減少させることを見出した。 これらの成果から、mTORC1およびRasとWntシグ
ナル伝達経路の間のクロストークが、腸上皮細胞の恒常性を制御しており、腸疾患の発症とその治療にとっても
重要と考えられた。

研究成果の概要（英文）：Intestinal epithelial cells (IECs) are continuously regenerated from 
Lgr5-positive intestinal stem cells (ISCs). The life-span of matured IECs is relatively short, and 
its proper regulation is important for maintaining homeostasis of intestine. In this study, we found
 that the downstream molecules of receptor protein kinases such as mTORC1 and Ras inhibited Wnt 
signaling pathway which was important for maintaining the stemness of ISCs, and reduced the number 
of Lgr5-positive ISCs. We believe that cross-talk between mTORC1or Ras and Wnt signaling pathway is 
important not only for proper regulation of IEC homeostasis but for the development of intestinal 
diseases and potentially for their therapy.

研究分野：生化学・分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腸上皮細胞の寿命制御メカニズムについて理解することを目的とした本研究の成果は、学術的に未解決な問題で
ある「細胞寿命の制御機構の解明」に寄与する。一方で近年、食の欧米化に伴って我が国でも増加傾向のある炎
症性腸疾患や大腸がんなどの発症機構の理解にも本研究の成果は寄与する。そのため本研究の成果はこれらの腸
疾患の診断法や治療法を開発する上で有力な情報を提供することが想定される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
個々の組織を構成する細胞は、それぞれ固有の寿命（最終分化を遂げた成熟細胞が死滅するま
での期間）をもつことが知られている。ヒトやマウスの成体において最も寿命が短い細胞の代表
は腸上皮細胞であり、最終分化後から死までの期間は３〜４日程度である。一方、最も寿命の長
い細胞は神経細胞であり、ヒトの場合は個体の寿命と同程度の数十年の寿命を持つ。その他の細
胞では、皮膚ケラチノサイトで約１ヶ月、赤血球で約４ヶ月の寿命をもつことなどもヒトの場合
知られる。しかし、この多様な細胞の寿命決定のメカニズムについては、教科書的にも記述がな
く、生物学上の未解決な問題である。また細胞の寿命は、その細胞が構成する組織・臓器の恒常
性の維持や機能を発揮する上で、生物学的な必然性に基づき定まっているはずであるが、その必
然性さえも解明されていない。その主な原因の一つとしては、各細胞の生涯を観察することの難
しさが挙げられる。 
 そこで研究代表者は、まずは細胞の生涯を
比較的容易に観察することの出来るマウス
の小腸上皮細胞をモデルとした解析を進め
てきている。ヒトやマウスの小腸において
は、古い腸上皮細胞が新しい細胞に入れ替わ
るターンオーバーが常に起きており、上でも
述べた様に腸上皮細胞は３〜４日で寿命を
迎える（図）。腸上皮細胞のターンオーバー
は、①腸絨毛下端のクリプトに存在する腸幹
細胞より分化した一過性増殖細胞（TA細胞）
として増殖、②さらに成熟した数種類の腸上
皮細胞（吸収上皮細胞や goblet 細胞、Paneth
細胞、腸内分泌細胞など）に分化、③Paneth 細胞以外の腸上皮細胞は腸絨毛の頭頂部へと移動、
④細胞死により腸絨毛先端より遊離して死滅するという過程により起こるが（図）、どのような
分子機序を介してこの腸上皮細胞の寿命が制御されているのかについては十分に明らかにされ
ていない。研究代表者は本研究開始当初までに「Ras-MAPK」や「Src ファミリー」、「mTORC1」を
介した細胞内シグナルが小腸上皮細胞の寿命を制御するシグナルとして機能することを明らか
にしてきたが（Yamashita, 責任著者 Kotani et al., PloS One, 2014; Imada, Kotani et al., 
Mol. Cell. Biol., 2016; Setiawan, Kotani et al., Kobe J Med Sci, 2019）、これらの細胞
内シグナルがどのようにして腸上皮細胞の寿命を制御しているのかについて不明な点が残って
いる。さらに、腸絨毛先端に存在する古くなった腸上皮細胞はなんらかの自律的な「老化シグナ
ル」により細胞を死に至らしめている可能性があるが、この「老化シグナル」自体やそれがどの
ように細胞寿命を制御するかについても明らかでない。 
 一方で、ターンオーバーによる腸上皮細胞の寿命制御が生体にとって重要である根拠として、
腸絨毛先端で起こる腸上皮細胞の細胞死が抑制された Caspase-8 ノックアウトマウスは腸炎を
発症することが挙げられる（Gunther et al, Nature, 2011）。また、家族性大腸腺腫症の原因遺
伝子 Apc を腸上皮細胞において欠損したマウスでは、腸上皮細胞の移動速度の低下が腸絨毛に
おいて認められており（Andreu et al, Development, 2005）、腸上皮細胞のターンオーバーによ
る寿命制御機構の解明は腸炎やがんの発症機構の理解や、それらの治療法・診断法の確立に寄与
することが期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、研究開始前までに得られている研究代表者独自の研究成果を基盤として腸上皮
細胞の寿命制御に関わる分子基盤の解明を目的とする。また、腸上皮細胞の寿命制御に関わる分
子の異常が腸炎やがんといった腸疾患の病態に関わるかについても明らかにすることを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス大腸の腸上皮細胞の寿命制御における mTORC1 シグナルの役割 
mTORC1 の負の制御因子である Tsc2 を腸上皮細胞において特異的に欠損させた腸上皮細胞特
異的 Tsc2 コンディショナルノックアウトマウス（Tsc2 CKO マウス）に、BrdU を投与することで
腸上皮細胞をラベルし、免疫組織化学的な解析によって Tsc2 欠損と大腸上皮細胞の寿命の関係
を調べた。また、生化学的解析により Tsc2 欠損によって変動する大腸上皮細胞内のシグナルに
ついて調べた。さらに腸幹細胞特異的に蛍光タンパク質 GFP を発現する Lgr5-GFP マウスと Tsc2 
CKO マウスを交配することによって得たマウスや、Wnt ターゲット遺伝子を対象とした qPCR 法
によって Tsc2 欠損が大腸の腸幹細胞や Wnt シグナルに与える影響を調べた。さらに、大腸上皮
細胞のオルガノイド培養における Tsc2 欠損の影響を調べた。一方で、Tsc2 欠損と大腸炎の関係
性を調べるために、Tsc2 CKO マウスにデキストラン硫酸ナトリウム（DSS）誘導性腸炎モデル実



験を行なった。 
 
（２）腸上皮細胞の恒常性制御における Ras シグナルの役割 
腸上皮細胞特異的に活性型 K-Ras を発現させたマウス（IEC-RasDA マウス）の小腸及び大腸に
ついて免疫組織化学的な解析を行い、K-Ras 活性と腸上皮細胞の増殖・分化及び寿命の関係性を
調べた。さらに、小腸の腸オルガノイド培養における K-Ras 活性化の影響を調べた。また、Lgr5-
GFP マウスと IEC-RasDA マウスを交配することによって得たマウスや、Wnt ターゲット遺伝子を
対象とした qPCR 法によって K-Ras 活性が腸幹細胞や Wnt シグナルに与える影響を調べた。 
 
（３）腸上皮細胞の寿命制御における膜型分子 CD47 の役割 
膜型分子 CD47 は赤血球の寿命を制御する可能性が示唆されている。そこで、腸上皮細胞の寿
命制御におけるCD47の生理機能について明らかにすることを目的として腸上皮細胞特異的CD47 
コンディショナルノックアウトマウス（CD47 CKO マウス）の小腸及び大腸について免疫組織化
学的な解析を行なった。また、大腸上皮細胞のオルガノイド培養における CD47 欠損の影響を調
べた。さらに、腸上皮細胞の幹細胞性維持に重要な Wnt シグナルへの CD47 欠損の影響を qPCR 法
により調べた。 
一方でこれらの実験と並行して、大腸がんモデルマウスである Apc Min/+マウスと CD47 CKO
マウスを交配によって得られたマウスを用い、腸での腺腫形成と CD47 の関係性についても解析
を進めた。 
 
４．研究成果 
（１）マウス大腸の腸上皮細胞の寿命制御における mTORC1 シグナルの役割 
mTORC1 の負の制御因子 Tsc2 を腸上皮細胞において特異的に欠損させた Tsc2 CKO マウスを用
いた解析を進めたところ、大腸上皮細胞での Tsc2 欠損は mTORC1 の活性を上昇させ、大腸上皮細
胞の増殖を亢進させることを明らかにした。一方で、大腸上皮細胞における Tsc2 欠損は Akt や
Gsk3βのリン酸化も減少させると同時に Wnt ターゲット遺伝子の発現を減少させ、Lgr5 陽性腸
幹細胞の数も減少させた。大腸上皮細胞のオルガノイド培養における Tsc2 欠損の影響を調べた
ところ、Tsc2 CKO マウス由来の大腸オルガノイドは成長の促進が認められた。最後に Tsc2 CKO
マウスに DSS 誘導性腸炎モデル実験を行なったところ、コントロールマウスに比べ Tsc2 CKO マ
ウスでは腸炎が重篤化することを見出した。以上のことから、大腸上皮細胞における mTORC1 活
性は Wnt シグナルを低下させることで幹細胞数を減少させる一方で大腸上皮細胞の増殖を亢進
させることでターンオーバー（入れ替わり）を促進し（つまり mTORC1 活性は大腸上皮細胞を短
命化させる）、それにより大腸の恒常性を維持している可能性が考えられた。以上の成果につい
ては Scientific Reports 誌にて公表した。 
 
（２）腸上皮細胞の恒常性制御における Ras シグナルの役割 
腸上皮細胞特異的に活性型 K-Ras を発現させた IEC-RasDA マウスの小腸及び大腸について解
析を進めたところ、腸上皮細胞の増殖が亢進しており、腸上皮の hyperplasia を認められた。ま
たIEC-RasDAマウスにおいては粘液を産生するgoblet細胞の数が顕著に増加しているのに対し、
抗菌ペプチドなどを産生する Paneth 細胞の数は顕著に減少していた。IEC-RasDA マウス由来の
腸オルガノイドについてはコントロールマウスに比べて成長が促進していた。しかしその一方
で、IEC-RasDA マウスのクリプトにおいては Wnt ターゲット遺伝子の発現が減少しており、Lgr5
陽性腸幹細胞の数も減少していた。以上のことから、腸上皮細胞における K-Ras 活性は腸上皮細
胞の増殖や goblet 細胞への分化を促進させるのに対し、Wnt シグナルに対しては抑制的に機能
し、それにより腸上皮細胞の恒常性を適切に制御していると考えられた。以上の成果については
Plos One 誌にて公表した。 
 
（３）腸上皮細胞の寿命制御における膜型分子 CD47 の役割  
腸上皮細胞特異的に CD47 を欠損させた CD47 CKO マウスの小腸及び大腸について解析を進め
た。その結果、小腸においては CD47 欠損の影響を見出せなかったが、CD47 CKO マウスの大腸に
おいては大腸上皮細胞の増殖が亢進していることや、大腸上皮細胞が短命化している可能性を
見出した。CD47 CKO マウス由来大腸オルガノイドを培養し、観察したところ、CD47 CKO マウス
由来大腸オルガノイドはコントロールマウス由来大腸オルガノイドと比べて生存率の増加が認
められることを明らかにした。このことから CD47 CKO マウスの大腸における腸上皮細胞の短命
化は、大腸の腸上皮細胞が腸管内腔側へと移動し、そこで抜け落ちるというターンオーバーが促
進しているために起きている可能性が高いと考えられた。 
これらの実験と並行して、腸での腺腫形成と CD47 の関係性について解析を進めるために家族
性大腸腺腫症の原因遺伝子 Apc に変異のある Apc Min/+マウスと CD47 CKO マウスを交配によっ
て得られたマウスについて解析を開始した。その結果、CD47 の有無は Apc Min/+マウスにおける
腺腫の形成や個体の寿命に影響を与えていなさそうだとういう予備的な実験結果を得ている。 
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