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研究成果の概要（和文）： 
腸管上皮組織は優れた幹細胞システムによって維持された臓器であり、小腸では陰窩底部

に存在する幹細胞が絶えず絨毛部へ腸管上皮細胞を供給することが知られている。近年の

研究の進展により腸管上皮組織は幹細胞、癌幹細胞研究のモデル系として注目されている

が本研究では癌抑制miRNAの代表例であるLet-7に着目し、miRNA の発現制御を軸に腸管上

皮幹細胞維持から腫瘍の発生までの分子機構を解明することを目的とした。 

 その結果、小腸上皮組織ではLet-7抑制分子であるLin28が陰窩底部に特異的に発現し

Let-7の発現を抑制していることを明らかになった。またLet-7-GFPモニタリング遺伝子組

換えマウスの解析から陰窩底部ではpri-Let-7のプロセシングが抑制されていることが示

唆された。この発現の意義を明らかにするべくin vitro, in vivoでの解析を進めてきた結

果、興味深いことにラット小腸部由来IEC-6細胞株におけるLin28Aの過剰発現により、細胞

増殖、遊走能の亢進が確認され、接触阻害能が低下することが明らかになった。またLin28A

過剰発現細胞では標的分子であるlet-7の発現が低下しており、さらに下流のLet-7標的で

あるc-mycの発現が強く誘導されていた。また一方、腸管上皮細胞特異的プロモーター制御

下でLin28Aを過剰発現する遺伝子改変マウスの作成を進めた結果、一部の系統において小

腸腺癌の形成が認められたことから、その解析を進めている。 
 以上の結果よりマウス小腸組織では陰窩底部位特異的にLin28が発現しておりLet-7のプ
ロセシングを抑制することで c-myc の発現を増強しており、腸管上皮幹細胞の増殖、発癌
過程におけるその悪性化に寄与している可能性が考えられる。  
 
研究成果の概要（英文）： 
The intestinal epithelium is the most rapidly self-renewing tissue in adult mammals. The 
self-renewing epithelium of the small intestine is ordered into crypts and villi.  
In this study, we focused on the expression and role of tumor suppressor miRNA, Let-7, in mouse 
small intestine. As a result, we found expression of Let-7 family miRNAs were down-regulated in 
the crypt region. While expression of Lin28A, which is strong inhibitor of Pri- and Pre-let-7 
processing, was only detected at crypt region, Lin28A-mediated inhibition of Let-7 was speculated.  
To examine the processing of Let-7 in vivo, we use Let-7-GFP transgenic mice, in which processing 
of pri-miRNA were visualized by GFP expression. We found that processing of pri-let-7 was 
inhibited in crypt region. To examine the role of Lin28A-mediated down-regulation of Let-7 in 
intestinal stem cells, we use in vitro and in vivo analysis. Interestingly, we found that forced 
expression of Lin28A in rat crypt cell-derived cell line, IEC-6 cells, enhanced cell proliferation, 



migration activity and decreased contact inhibition of the cells. We observed that overexpression of 
Lin28 in IEC-6 cells potently depletes levels of multiple mature miRNAs in the let-7 family, leading 
to a concomitant increase in protein abundance of c-Myc, a let-7 target. 
To investigate Lin28A function in vivo, we generated a transgenic mouse strain that expresses 
Lin28A in intestinal epithelium cells. Since some of the Lin28A transgenic mouse displays 
adenocarcinoma in small intestine, we are now examining the molecular mechanism of the 
phenotype. 
Taken together, our results suggested that crypt specific Lin28A expression regulates cell 
proliferation of intestinal stem cells, and may contribute to malignant progression of intestinal 
tumors. 
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1. 研究開始当初の背景 
miRNA は 18-25 塩基からなる低分子 RNA であ
り、主に標的 mRNA の 3’非翻訳領域に結合し
タンパク質産生を抑制し、多様な生命現象に
おいて重要な役割を担っている。中でも
Let-7 は癌抑制型 miRNA の代表例であり様々
な癌において発現が低下し癌抑制的に作用
することが知られている。近年、この Let-7
の発現を RNA 結合タンパク質 Lin28 が強力に
抑制し、癌の悪性化だけではなく、iPS 細胞
の形成に必要な分子であることが報告され
Let-7-Lin28 制御系の生理機能が世界的に注
目を浴びている。 一方、腸管は優れた幹細
胞システムによって維持された臓器であり、
小腸では陰窩底部に存在する幹細胞が絶え
ず絨毛部へ腸管上皮細胞を供給し非常に早
くターンオーバーすることが知られている。
また近年の研究の進展により、小腸では
Lgr5,CD133 など分子を幹細胞が発現してい
ることが明らかになり幹細胞、癌幹細胞研究
のモデル系としても注目されている。 しか
し、腸管上皮幹細胞における miRNA の機能解
析はこれまで前例がなく、また大腸癌などの
様々な癌において Let-7 の発現低下、Lin28
の発現上昇という逆相関関係が報告されつ

つあるも、その分子機構、生理的意義につい
ても不明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究は Let-7-Lin28制御系という近年注目
されている癌抑制型 miRNAの発現抑制機構に
着目し「miRNA のプロセシング制御と組織幹
細胞の未分化性維持」という新たな観点から
の腸管上皮幹細胞の未分化性維持および腸
管系腫瘍の発生の分子機構の解明を試みる
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
マウス小腸組織における Let-7/Lin28s 制御
系の詳細な発現を明らかにするため、Let-7 
family miRNA の発現解析を Real-time PCR, 
in situ hybridization を用いて解析した。
一方、Lin28A,B に関しても in situ 
hybridization ,western blotting, 
immunohistochemistryw を用いて解析し、
Crypt-Villus での発現パターンの解析を行
った。 
またマウス個体レベルでの Let-7 のプロセ
シングを解析するため、本学で作成した
Let-7-GFP モニタリング遺伝子組換えマウ



スを用いて腸管における GFP の発現を共焦
点顕微鏡を用いて解析を行った。 

５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 次にラット小腸由来細胞 IEC-6細胞をモデル

として Lin28A,B の過剰発現をレトロウイル
スベクターを用いて行い、その細胞増殖、接
触阻害、遊走能における機能を解析した。 
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また標的 miRNA である Let-7 の発現を
Real-time PCR にて解析を行い、またその下
流遺伝子の発現を RT-PCR, western blotting
を用いて解析した。 
一方、マウス個体レベルでの Lin28 の機能を
明らかにするため、腸管上皮細胞における過
剰発現に良く用いられる Villin promoter を
用いて腸管上皮細胞特異的 Lin28A 過剰発現
マウスの作成を行い、その腸管組織の形成の
解析を行った。 

 
②Ouchi Y, Baba Y, Koso H, Taketo MM, 
Iwamoto T, Aburatani H, Watanabe 
S.,"β-Catenin signaling regulates the 
timing of cell differentiation in mouse 
retinal progenitor cells." Mol Cell 
Neurosci. 2011 Apr;46(4):770-80. Epub 
2011 Feb 24. 

 
４．研究成果 

 その結果、マウス小腸上皮組織ではLet-7

抑制分子であるLin28が陰窩底部に特異的

に発現しLet-7の発現を抑制していること

を明らかになった。またLet-7-GFPモニタリ

ング遺伝子組換えマウスの解析から陰窩底

部ではpri-Let-7のプロセシングが抑制さ

れていることが示唆された。 
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一方、Lin28A,Bを過剰発現したラット小腸由

来細胞IEC-6細胞を用いて、その機能を解析し

た結果、興味深いことにLin28Aの過剰発現

により、細胞増殖、遊走能の亢進が確認さ

れ、接触阻害能が低下することが明らかに

なった。またLin28A過剰発現細胞では標的

分子であるlet-7の発現が低下しており、さ

らに下流のLet-7標的であるc-mycの発現が

強く誘導されていた。また一方、腸管上皮

細胞特異的プロモーター制御下でLin28Aを

過剰発現する遺伝子改変マウスの作成を進

めた結果、一部の系統において小腸腺癌の

形成が認められたことから、その解析を進

めている。以上よりマウス小腸組織では陰

窩底部位特異的にLin28が発現しており

Let-7のプロセシングを抑制することで

c-mycの発現を増強しており腸管上皮幹細

胞の増殖、発癌過程におけるその悪性化に

寄与している可能性が考えられた（図１）。 
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