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研究成果の概要（和文）：Hepatocyte growth factor activator inhibitor type 1 (HAI-1)の腸上

皮組織における生理的意義を明らかにするため、腸管上皮特異的 HAI-1 ノックアウト（KO）

マウスを用いて解析した。HAI-1 KO マウスの大腸組織では杯細胞の減少、腸陰窩の形態異常

がみられた。さらに KO マウスは腸上皮の透過性が亢進しており、炎症に対する感受性が亢進

していることが明らかになった。これらの結果から、HAI-1 は腸上皮の完全性維持に重要な役

割を有していることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：To analyze the role of HAI-1 in intestine, we used intestinal 
tissue-specific HAI-1 conditional deficient mice. We found morphological abnormalities in 
the colonic epithelium with enhanced epithelial cell apoptosis and increased mucosal 
permeability. Moreover, mice lacking intestinal HAI-1 showed significantly enhanced 
susceptibility to colitis induced by dextran sodium sulfate (DSS) exposure. These results 
suggest that HAI-1/SPINT1 plays an important role in maintaining colonic epithelium 
integrity.    
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１．研究開始当初の背景 
Hepatocyte growth factor activator 
inhibitor type 1 (HAI-1) は細胞膜結合クニ
ッツ型セリンプロテアーゼインヒビターで
あり、全身の様々な上皮組織の細胞膜上に局
在している。主な標的酵素として、分泌型セ
リンプロテアーゼとして HGF activator 
(HGFA)や tissue kallikrein が、細胞膜結合
型セリンプロテアーゼとしては matriptase、
hepsin および prostasin が報告されている。
この他にも約 20 種類の細胞膜結合型セリン
プロテアーゼが同定されているが、これらの
活性調節についてはまだ不明である。現在知

られている膜型セリンプロテアーゼインヒ
ビターは HAI-1 の他には極めて限られるこ
とから（HAI-2、amyloid precursor protein 
[APP]、APP-like protein のみ）、HAI-1 は現
在報告されている標的酵素以外にも、各種上
皮組織で特異的に発現している他の膜型プ
ロテアーゼも制御している可能性がある。
HAI-1 KO マウスは胎盤機能不全の結果胎生
致死となることから、胎盤機能をレスキュー
した KO マウスの作製も試みたところ、マウ
スは出生可能となったが、先天性魚鱗癬様の
皮膚の異常や、毛の形態形成異常を示し、発
育不全のため生後約 2 週間で致死となった。
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このことから、HAI-1 は胎盤や表皮以外の臓
器においても重要な機能を有していること
が示唆された。HAI-1 は、特に腸管において
強く発現していることから、腸管特異的
HAI-1 コンディショナル KO マウスを作製
し、腸管における HAI-1 の機能解析を行うこ
ととした。 
  
２．研究の目的 
(1) 腸管上皮における細胞膜結合型セリンプ
ロテアーゼ群の発現パターンを解析し、また、
HAI-1 の小腸及び大腸における標的酵素を
同定する。 
 
(2) 腸管特異的 HAI-1 KO マウスを用いて
DSS を用いた実験大腸炎モデルを作製し、炎
症、修復再生における HAI-1 の機能を解析す
る。 
 
(3) コントロールである floxed HAI-1マウス
と HAI-1 KO マウスの小腸、大腸の粘膜上皮
から抽出した RNA を用いて cDNA マイクロ
アレイ解析を行う。さらに抽出蛋白質のプロ
テオームによる網羅的解析比較も行い、その
中からHAI-1 KOマウスにみられる表現型に
関与すると考えられる遺伝子、蛋白質を絞り
込む。 
 
(4) 腸上皮の分化の過程にHAI-1が関連して
いるか検証するため、HAI-1 KO マウスにお
いて腸上皮細胞分化に関わる Notch シグナ
ル、Wnt シグナル伝達経路に関与する遺伝子
群の発現に変動がみられるか解析する。 
   
３．研究の方法 
(1) 細胞膜結合型セリンプロテアーゼの腸管
における発現解析 

コントロールである floxed HAI-1 マウス
の腸管を各部位に分け（十二指腸、空腸、回
腸、結腸、直腸、盲腸）RNA を抽出し、RT-PCR
法により、それぞれの部位について、現在同
定されている各細胞膜結合型セリンプロテ
アーゼの発現を確認した。各細胞におけるよ
り詳細な局在を解析するために、組織標本を
用いた免疫染色、in situ hybridization も行
った。同様の解析を、腸管上皮特異的 HAI-1 
KO マウスについても行い、HAI-1 が膜型セ
リンプロテアーゼの発現に影響を与えるか
検討した。 

 
(2) HAI-1 欠失により発現変動する分子の探
索 
HAI-1 KO マウスの表現型に関与する分子
を探索するため、コントロールマウスと
HAI-1 KO マウスの小腸、大腸の粘膜上皮か
ら RNA を抽出し、cDNA マイクロアレイを
行った。cDNA マイクロアレイによって見出

された、HAI-1 欠失で変動がみられる遺伝子
について、腸管の各部位における発現を定量
的 RT-PCR 法及び、ウェスタンブロットで確
認した。 
 
(3) 炎症・修復再生における HAI-1 の意義
の解析  
炎症、修復再生における HAI-1 の意義を解
明するために、コントロールマウスと HAI-1 
KO マウスを用いて DSS による実験大腸炎
モデルを作製した。 
モデルマウスは図１に示すように、炎症反
応をみるための実験１、炎症からの組織修復、
再生をみるための実験 2 の 2 通りの方法で作
製した。さらに、重度の炎症を惹起させるた
め、2.5% DSS を 7 日間投与するモデルも作
製した。 

(4) 腸管上皮の形態形成・分化における
HAI-1 の意義の解析  
HAI-1 欠失によって腸管上皮に形態学的な
異常がみられるかを検討するため、定常状態
におけるコントロールマウス及び HAI-1 KO
マウスの小腸、大腸組織を HE 染色及び透過
電子顕微鏡を用いて超微形態学的に解析し
た。 
 
４．研究成果 
(1) コントロールマウス及び HAI-1 KO マ
ウスの腸管の各部位について、HAI-1 の標的
プロテアーゼ及び HAI-2 の発現を RT-PCR
法によって確認したところ、コントロールマ
ウスと KOマウス間で発現パターンに差はみ
られなかった（図 2）。 

 



 

 

(2) コントロールマウス及び HAI-1 KO マウ
スの小腸、大腸組織の形態について HE 染色
を用いて検討したところ、HAI-1 KO マウス
の大腸組織では杯細胞が減少しており、腸陰
窩の形態異常がみられた。また、BrdU 取り
込み法によって細胞増殖活性を検討したと
ころ、KO マウスで有意に細胞増殖活性が亢
進していた。さらに、透過電子顕微鏡を用い
た超微形態学的解析の結果、KO マウスの一
部の杯細胞で、小胞体の拡張がみられ、小胞
体ストレスが生じていることが示唆された。
小腸組織については、HAI-1 欠失による形態
の異常はみられなかった。 
 
(3) 大腸上皮細胞のアポトーシスについて解
析したところ、HAI-1 KO マウスではカスパ
ーゼ 3 の活性が亢進していた。また、
JNK/SAPK の活性亢進、小胞体ストレスマ
ーカーである GADD153/CHOP の発現亢進
もみられた。さらに、cDNA マイクロアレイ
による網羅的解析により、KO マウスではア
ポトーシス抑制分子であるクラステリンの
発現が低下していることを見出した。これら
の結果から、HAI-1 KO マウスの大腸上皮細
胞は、小胞体ストレス誘導性のアポトーシス
が亢進していることが示唆された。 
 
(4) FITC-dextran を用いて腸上皮の透過性
を測定したところ、HAI-1 KO マウスでは有
意に透過性が亢進していた。また、タイトジ
ャンクション構成蛋白である ZO-1 及び
Occludin の発現を免疫染色で検討したとこ
ろ、KO マウスの大腸上皮の一部で発現の減
少がみられた。これらの結果は HAI-1 の標的
酵素である matriptase の KO マウスでみら
れる表現型と類似していた。そこで、大腸上
皮細胞における matriptase の発現を免疫染
色により検討したところ、KO マウス大腸上
皮 の 形 態 異 常 が み ら れ る 部 位 で は 、
matriptase の膜局在がみられず、細胞質に染
色される傾向にあることが分かった。in situ 
hybridization による matriptase の mRNA
発現の検討では異常はみられなかったこと
から、KO マウスでは、matriptase の細胞膜
への輸送に異常を来していると示唆された。 
 
(5) 1%DSS による実験大腸炎モデルを作製
し、炎症、修復再生における HAI-1 の意義を
検討したところ、HAI-1 KO マウスでは粘膜
の浮腫、粘膜上皮の欠損などの炎症症状が、
コントロールマウスと比べ、より重篤であっ
た。さらに、炎症に対する粘膜上皮の再生が
遅延していた。2.5%DSS を投与する大腸炎
モデルにおいては、HAI-1 KO マウスでは体
重が有意に減少し、生存率も低かった（図 3）。
さらに、盲腸の委縮、炎症性サイトカインの
発現上昇もみられた。 

 
(6) 以上の結果から、HAI-1 が大腸上皮の形
態形成、恒常性維持に必須であり、HAI-1 が
欠損すると炎症に対する感受性が亢進する
ことが明らかとなった。HAI-1KO マウスは
胎生致死であるため、成体における HAI-1 の
機能についてはこれまで不明であった。本研
究成果は、コンディショナル KO マウスを用
いて成体における HAI-1 の機能を検討した
世界に先駆けた成果である。今後は、腸管以
外のコンディショナル KOマウスを用いて他
の上皮組織における HAI-1 の機能について
解析するとともに、ヒトの疾患における
HAI-1 の意義について更に検討を重ねてい
く予定である。 
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