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研究成果の概要（和文）：本計画では、胎児期および成体期マウスの小腸にて上皮細胞とのcrosstalkに影響し
ている遺伝子を探しだすため、細胞膜表面ないし分泌されるものに着目して解析した。Wntシグナル、Notchシグ
ナルにおいて、発現量が変動しているものが多く観察した。特にNotchリガンドであるDlk1が胎児期から成体に
かけて時系列で、小腸における発現量を解析したところ出生後に急激に発現が消失していた。DLK1がその分化抑
制機能に寄与しているか確認するため、DLK-KOマウスの解析siRNAでDLK1をKDした胎児小腸間質細胞と共培養に
て解析にて分化に抑制的なことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this project, we analyzed genes secreted from the plasma membrane to find
 genes affecting crosstalk with epithelial cells in the small intestine of fetal and adult mice. In 
particular, the expression of the Notch ligand Dlk1 in the small intestine was analyzed 
chronologically from fetus to adult, and its expression level was rapidly decreased after birth. 
DLK1 was shown to be inhibitory to differentiation in co-cultures with DLK1 KD.

研究分野： 消化器内科

キーワード： 小腸　胎児　DLK1

  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、胎児の小腸上皮分化に際して、間質由来のDLK1が抑制的に働いていることを発見することができ
た。早産児等に発生する小児壊死性腸炎なの胎児期小児期小腸疾患においては、小腸の成熟遅延が重症化と関連
していることがわかっている。DLK1の抑制が、発生段階に腸管上皮の成熟を促進できることがわかり、DLK1シグ
ナルが治療標的になる可能性が示唆された。本研究の成果は、将来の小児小腸疾患の新規治療法開発につながり
得るもので学術的、社会的意義がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
消化管上皮においては、成体において Lgr5 陽性細胞が幹細胞として同定され、各種、遺伝子改
変マウスによる linage trace(細胞子孫追跡実験)等の実験が多く施行され、詳細に解析がなされ、
近年、間質による微小環境の維持が成体における幹細胞の分化小腸上皮の恒常性維持に重要な
ことが示されている。しかしながら、本当の発生段階である胎児期においては、十分に研究が進
んでいるとは言えない。マウスにおいて、Lgr5 陽性細胞が出現するのは E16.5 以降の発生段階
であるとされるが、小腸上皮自体は E14.5 より観察される。このことは、小腸上皮の発生初期
においては 、Lgr5 陽性細胞以外の幹細胞が存在することと、成体とは異なる微小環境が形成さ
れていることを示唆している。そして、わずか 2 日という短期間で急速に変化し Lgr5 陽性細胞
を持つ大人の小腸上皮へと成熟していく。このことから、E14.5 胎児期の小腸間質には、成体期
とはことなるシグナル活性因子が存在し、小腸上皮と crosstalk することで上皮細胞の成熟に影
響しているものと考えた。そこで、胎児期特有のシグナル活性を解析することで、小腸上皮を成
熟させる因子を見つけることが出来れば、小腸疾患の治療法開発に役立つと管下駄、Notch リガ
ンドの一つである、Dlk1 が成体期に比べマウス E14.5 の小腸間質にて、大量に発現しているこ
とを発見した。Notch シグナルは、脳や心臓など胎児期の臓器発生に重要なことが知られてお
り、細胞膜表面ないし、分泌される蛋白であることから、上皮細胞に何等かの影響を与えいるも
のと考え、研究対象として解析することとした。 
 
２．研究の目的 
胎児期小腸間質由来の膜表面・分泌 Notch リガンドである、Dlk1 が小腸発生段階において小

腸上皮の発生・成熟に与える影響を解析し、胎児期小腸間質シグナルを標的とした小腸疾患の再
生治療法の開発に有用な研究基盤の確立ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
・マウス胎児および成体、小腸間質細胞の網羅的解析 
マウスの胎児期 E14,5 および成体期マウスの小腸より、間質初代培養細胞を採取した。培養液

を、血清非添加培地に交換後、RNA を回収し RNAseq による網羅的な発現解析を行った。 
・マウス胎児小腸オルガノイド、間質細胞の培養系を確立 
オルガノイド培養技術は、近年、多用されるようになった、正常細胞の 3次元初代培養を可能

とする培養法である。小腸オルガノイドの培養においては、in vitro にて幹細胞、分化細胞が
それぞれ出現し、分化過程を再現できることが知られている。さらに、胎児期の小腸オルガノイ
ド培養には少数ながら報告があり、成体期の小腸オルガノイドでは、ほとんどが budding 構造
（金平糖様の突起形成）を呈するに対して、胎児期のものでは spheroid 構造（突起のない球形）
となるものが一定の割り合い混在し、培養期間の経過とともに徐々に budding 構造の割り合い
が増して行くことが報告されている。このことは、in vitro でも胎児由来小腸オルガノイドが
成熟して行く過程を捉えているものと考えられ、本研究では、小腸上皮の発生・成熟の観察を必
要であったため、胎児期のオルガノイドを採取し、胎児由来の間質初代培養細胞と共培養を施行
した。 
・Dlk ノックアウトマウスにおける小腸上皮分化の解析 
 Dlk1 が小腸上皮の発生・成熟に、どのような影響を及ぼしているか検証するため、Dlk1 のノ
ックアウトマウスの解析を行った。DLK1 のノックアウトマウスでの解析は、肺胞上皮の分化や
胎盤形成に影響することが、すでに報告されている。本研究にて、胎児小腸の解析を行った。 
 

４．研究成果 
・マウス胎児および成体、小腸間質細胞の網羅的解析 
。マウスの胎児期 E14,5 および成体期マウスの小腸より、間質初代培養細胞を採取した。培養

液を、血清非添加培地に交換後、RNA を回収し RNAseq による網羅的な発現解析を行った。その
後、上皮細胞との crosstalk に影響している遺伝子を探しだすため、細胞膜表面ないし分泌され
るものに着目して解析を進めた。まず、臓器の形態形成に影響すると知られている、Wnt、Notch、
BMP/Tgf、EGF、FGF、HGF、HedgeHog シグナルに関与し、胎児期と成体期において発現量に差があ
るものを確認したところ、Wnt シグナル、Notch シグナルにおいて、発現量が変動しているもの
が多く観察できた。続いて、RNAseq における個別の read 数（発現量）を解析したところ、Notch
リガンドである Dlk1 が、胎児期での read 数が多い、一方、成体期においては少なく、最も機能
的な差が予想される遺伝子であることが確認できた。 
・マウス胎児小腸オルガノイド、間質細胞の培養系を確立 
マウスにて、qPCR とウェスタンブロットにて、胎児期から成体にかけて時系列で、小腸におけ
る発現量を解析したところ出生後に急激に発現が消失していることが観察された。そこで、児由
来の小腸オルガノイドを採取培養し、胎児および成体由来の小腸間質細胞と共培養する実験系
の確率を行い成功した。その実験系を用いることで、腸粘膜の分化成熟に与える影響の解析を行



った。その結果、胎児由来の小腸間質細胞と共培養した場合においては、オルガノイドの形態が
球形を維持し続けることが分かった。一方、単独で培養した場合は、培養期間が過ぎるにつれて、
成体由来の小腸オルガノイドと同じように、budding した形態へと変化していくことがわかった。
このことは、培養系においても、上皮単独では時間の経過とともに、分化成熟方向へと性質が変
化していることを示唆している腸管の分化発生に重要とされる Wnt シグナルである。まず、胎児
期の小腸間質に由来する Wnt シグナルを解析するため、293 細胞に、Wnt ルシフェラーゼレポー
ターを安定発現させ、胎児期および成体期の間質細胞と共培養する実験系を確立した。共培養系
の実験結果は、胎児由来の小腸間質細胞は特異的な分化抑制シグナルを有していることが示唆
された。続いて DLK1 がその分化抑制機能に寄与しているか確認するため、siRNA で DLK1 を KD
した胎児小腸間質細胞と共培養したところ、その現象がキャンセルされた。続いて、成体マウス
由来の間質細胞と胎児由来小腸オルガノイドの共培養を行いさらに、リコンビナント DLK1 を添
加することで、オルガノイドの形態に変化がないか観察した。結果は、時間とともに budding す
るオルガノイドの減少が観察され、分化傾向が抑制されていることが示唆された。、Lysozyme 陽
性のパネート細胞、UEA1 陽性の粘液細胞の消失も観察され分化の抑制傾向があることが確認さ
れた。 
・Dlk ノックアウトマウスにおける小腸上皮分化の解析 
まず、正常マウスの小腸において、E14.5、P0、成体でタイムコースを取り、免疫染色により DLK
１の発現パターンの変化を観察した。結果は、P14.5 では腸管において Villi の形成が始まって
いるが、Villi の中心に位置する間質細胞に発現があることが確認できた。P0 においては、間質
細胞での発現部位は同じであるが、上皮細胞にも発現が確認された。マウスの成体においては、
間質細胞での発現は消失し、上皮細胞でのみ発現が確認され、胎児と成体では、発現細胞に変化
があることが確認できた。それぞれのタイムコースで間質細胞の初代培養を採取しウェスタン
ブロットにて発現解析を行ったところ、免疫染色と同じように間質細胞での DLK1 の発現は徐々
に減少消失していることが確認できた。そこで、DLK1-KO マウスの胎児小腸を採取して形態の違
いと増殖能を Ki67 染色で評価したところ、KO マウスでは、WT マウスに比べ Villi の伸長が見
られ、Ki67 陽性細胞が底部に限局していることが、確認された。また、Alcian Blue 陽性細胞の
増加とパネート細胞の増加も確認され、KO マウスでは、小腸上皮の分化が促進されていること
が判明した。 
 
 これら本研究の成果から、胎児小腸間質における DLK1 が小腸上皮の分化抑制に影響している
ことがわかった。 
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