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研究成果の概要（和文）：これまで申請者は腸管上皮細胞においてGSK3によるβカテニン、Atoh1機能制御が細胞増殖
・分化のみならず、種々のシグナルがGSK3βの活性及び標的蛋白を転換させることで細胞種決定まで関わることを明ら
かとしてきた。本研究ではGSK3-Atoh1複合体に特異的なアダプター蛋白を同定し、複合体形成制御機構を明らかとする
ことで、GSK3に関与する各シグナル同士でのGSK3制御機構を理解し、腸管上皮細胞の分化制御機構を解明することを目
的とする。

研究成果の概要（英文）：We have clarified that β-catenin and Atoh1 regulated by GSK-3βcontrol not only 
cell differentiation and proliferation but also cell fate under various kinds of cell signaling to change 
the target protein of GSK-3β. In this study, we aimed to identify the adapter protein which is specific 
for GSK3-Atoh1 complex and understand GSK3 control structure in each signal via GSK3. Finally we aimed to 
elucidate the differentiation system of the intestinal epithelia cell.

研究分野： 消化器病学

キーワード： Atoh1　GSK3　TNFα　蛋白安定機構
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 腸管上皮組織は、幹細胞を由来とする細
胞群の秩序正しい「増殖」と「分化」の調
和のもと、生涯を通じ絶えず短い細胞回転
で再生を繰り返す特殊な組織機構を有する。
また一方、この制御システムの破綻が、重
篤な増殖・分化障害による組織再生不全、
あるいは異常増殖能獲得による癌化機構と
密接に関わることは明らかである。特に炎
症性腸疾患などの慢性、難治性炎症疾患に
おいては腸管の免疫調節機構破綻による持
続炎症だけでなく杯細胞減少、パネート細
胞機能不全など腸管上皮分化異常も病態の
一因であり、癌化にまで進行するがその分
子基盤は未だ確立されていない。特に罹患
患者の増大と共に難治化、重症化する患者
の増大により、新規治療法の開発が急務と
されている。そこで、申請者は腸管上皮細
胞分化遺伝子である bHLH 型転写因子
Atoh1(マウスホモログ；Math1/ヒトホモロ
グ；Hath1)の機能に着目し、転写因子 Hath1
における腸管上皮細胞分化制御機構を明ら
かとしてきた。なかでも Hath1 は GSK3βの
基質となり、リン酸化による蛋白安定性の
制御を受け、分化・細胞運命決定を行うこ
とを解明した。 
 この申請者ら独自の知見をもとに、大腸癌
を解析したところWnt signalの破綻はβカテ
ニン蛋白をプロテアソーム系分解系から回避
させ安定化することによる増殖シグナルだけ
でなく、同時に GSK3βが標的をβカテニンか
ら Hath1 にスイッチし、プロテアソーム系蛋
白分解により機能停止させることで積極的に
分化抑制をおこし上皮細胞機能不全を維持す
ることを発見した(Gastroenterology 2007)。
この分化抑制機構を標的として大腸癌細胞株
においてGSK3阻害剤処理するとHath1蛋白が
安定化し、Mucin2 増加など杯細胞形質の獲得
を確認できたこと(BBRC 2008)により、疾患に
おける分化制御破綻機構を解明することで、
その破綻部位を標的とした治療が有用である
と示唆した。しかし、Hath1 がそれぞれの細
胞形質発現を制御する機構に関しては未だ解
明されておらず、細胞種分化・再生機構解明
の大きな障壁となっている。そこで申請者は
Hath1 標的遺伝子群を明らかにするため ChIP 
on chip にて網羅的に Hath1 と結合するプロ
モーター領域を解析したところ、興味深いこ
とに杯細胞形質ではなく、パネート形質遺伝
子に結合する知見を得た。さらに同じ Hath1
陽性の上皮細胞の中でもNotch, Wntシグナル
刺激が異なることで、分泌型の形質発現が変
化することが細胞株だけでなく、ヒト腸管組
織においても判明した。またパネート細胞で
は Wnt シグナル下流のβカテニンが核内に発
現していることから Hath1 発現抑制状態であ

るにもかかわらず、Hath1 蛋白が陽性となる
特殊な状況であることを発見し、パネート細
胞では Wnt シグナル以外のシグナルクロスト
ークの存在が示唆され、Hath1 発現抑制から
回避する機構による特殊な環境下での Hath1
発現が杯細胞形質ではなくパネート細胞形質
発現に必要であることを示した。特に FGF シ
グナルが Wnt シグナルに依存しないβカテニ
ンの核内移行を促進し、Hath1 との共発現に
よりパネート細胞形質を促進させることを明
らかとした。つまり各シグナルの協調により
GSK3βの標的蛋白が変化することで腸管上皮
細胞の運命決定および細胞形質発現を調節す
ることが予想された。GSK3βは基質となる多
数の標的蛋白が報告されているが、それぞれ
のシグナル相互作用はほとんど解析されてい
ない。GSK3 β複合体の解析は腸管上皮分化制
御だけでなく、分化過程における細胞機能（増
殖・細胞形態・糖新生など）との相関関係に
対しても有用な結果が得られることから、腸
管恒常性維持制御を明確にし、さらには難治
性腸疾患での上皮分化異常がGSK3βを介した
腸管機能全体に与える影響を理解することで、
炎症性腸疾患や大腸癌で認められる上皮細胞
分化破綻と疾患病態との関連を明らかとする。
またこの制御機構を基盤とした低分子化合物
の開発は腸管分化破綻に対する新規標的分子
として新しい視点からの治療法開発に繋がる
と考える。 
 
２．研究の目的 
これまで申請者は腸管上皮細胞において
GSK3βによるβカテニン、Hath1 機能制御が
細胞増殖・分化のみならず、種々のシグナル
が GSK3βの活性及び標的蛋白を転換させる
ことで細胞種決定まで関わることを明らか
としてきた。これはシグナルや腸内環境が直
接 GSK3β複合体の会合蛋白を変化させるこ
とで標的蛋白を制御し緻密な細胞運命決定
を行っていると予想した。そこで本研究では
GSK3β-Hath1 複合体に特異的なアダプター
蛋白を同定し、複合体形成制御機構を明らか
とすることで、GSK3βに関与する各シグナル
同士での GSK3 制御機構を理解し、腸管上皮
細胞の分化制御機構を解明することを目的
とする。最終的には難治性腸疾患における腸
上皮破綻機構を解析し、GSK3 複合体を動揺す
る小分子化合物の同定により新規治療薬と
しての基盤とする。具体的には、(1) GSK3β
と Hath1 の複合体形成蛋白の同定、(2)シグ
ナルクロストークによる GSK3β機能解析、
(3)GSK3β複合体調節小分子化合物の探索を
中心課題に据え、GSK3β機能調節による腸管
上皮細胞分化制御機構を明らかとすること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
平成 24年度では GSK3β-Hath1 複合体に特異



的に会合する蛋白を同定するためそれぞれ
の抗体での免疫沈降物をマススペクトルに
て網羅的に解析する。同定された蛋白の発
現・局在解析を行い、また FRET システムを
用い GSK3β-Hath1 複合体との会合を可視化
しライブでの観察を可能とする。平成 25 年
度以降は申請者らが独自に開発した腸管上
皮初代培養系を用い、レンチベクターにて
FRET システムを導入し経時的、3次元的な複
合体形成制御機構を観察する。さらには当施
設の保有する大量の小分子化合物をスクリ
ーニングし GSK3β-Hath1 複合体に影響を与
える薬剤を抽出する。それらを腸管上皮構築
の影響を初代培養系にて評価し、腸疾患モデ
ルマウスにおいて疾患に与える影響から新
規治療薬の可能性を探る。 
(1) GSK3βと Hath1 の複合体形成蛋白の同定 
①腸管上皮細胞の樹立 
 使用する腸管上皮細胞として、ヒト・マウ
ス小腸上皮初代培養細胞、大腸初代培養細胞、
種々の大腸癌細胞株、ヒト正常小腸上皮細胞
株を用いる。マウス大腸上皮初代培養細胞で
は申請者のグループが開発した培養法（投稿
中）を用いて使用する。ヒト小腸大腸生検検
体も同様に培養出来ることを確認する。 
②GSK3β, Hath1 会合蛋白の同定 
 大腸癌細胞株ではHath1がGSK3β依存性の
蛋白分解を認めるため、それぞれタグを標識
した遺伝子(HA-GSK3β, His-Hath1)を導入後
プロテアソーム阻害剤で処理し、GSK3β
-Hath1 複合体を安定化させる。免疫沈降法に
て複合体を抽出し、医歯学研究支援センタ
ー・機器分析部門との共同研究により、
MALDI-TOF/TOF mass spectrometer 
(UltrafleXtreme®)を用いてペプチド解析を
行い、会合蛋白を同定する。 
(2)シグナルクロストークによる GSK3β機能
解析 
 GSK3βシグナル経路の中から腸管分化・細
胞機能に影響するシグナルとしてWnt, Notch, 
EGF, FGF, プロスタグランジン、インスリン
を選択した。 
①シグナル刺激による GSK3β活性化と基質
蛋白の影響解析 
 ヒト小腸由来細胞株にそれぞれのシグナ
ルはリコンビナント蛋白を用いて刺激し、
GSK3βの活性化をリン酸化にて評価する。ま
た GSK3βの基質蛋白群（Hath1, βカテニン, 
LRP6, GS, CREB, MAP1B, Tau）についてリン
酸化と蛋白安定性について評価する。同時に
細胞機能として、分化形質発現を解析する。 
②基質蛋白群の腸管上皮細胞局在解析 
 ヒト・マウスの腸管上皮細胞初代培養系で
は、小腸の陰窩・絨毛構造を保ったまま３Ｄ
培養が可能であり、それぞれの蛋白の局在を
解析できる。GSK3βのリン酸化抗体を用いた
不活化 GSK3βの局在および基質蛋白群のリ
ン酸化抗体により腸管における GSK3βの機
能局在が描出できる。 
また下記の評価項目により種々の腸管上皮

細胞を分別でき、２重染色にて各細胞形質と
リン酸化基質蛋白の関連を評価することが
可能であり、各細胞状態と GSK3β機能を把握
する。 
(3)GSK3β複合体調節低分子化合物の探索 
①GSK3βと Hath1 蛋白の会合を可視化する。 
 FRET システムを用い、 GSK3 β -YFP, 
Hath1-CFP 発現ベクターを作成し大腸癌細胞
株に導入する。MG132 処理にて Hath1 蛋白を
安定化させ蛍光共鳴が共起されるか確認す
る。 
②小分子化合物のスクリーニング 
当大学のケミカルバイオロジースクリーニ
ングセンター所有の 1 万種類以上の DMSO 溶
解性、低細胞毒性を確認済みの小分子化合物
を用いて GSK3β-Hath1 蛍光共鳴の有無を確
認する。蛍光強度解析はセンター所有の
Cellomics Array Scan VTI®を使用することで
網羅的な小分子化合物のスクリーニングが
可能である。蛍光強度を低下させた小化合物
を同定したのち、GSK3βと Hath1 の会合の解
除、Hath1 蛋白の安定化の有無を確認し、さ
らにその結果大腸癌細胞の形質転換の有無
について解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) GSK3βと Hath1 の複合体形成蛋白の同定 
 大腸がん細胞株におけるAtoh1蛋白発現に
関しては、プロテアソーム阻害剤処理にて
Atoh1 蛋白の安定化を試みたほか、GSK3βに
認識されるアミノ酸配列を同定し Atoh1 の 5
個のセリン残基をアラニンに置換した変異
体を構築した。それぞれの系において Atoh1
蛋白発現を確認した後、Atoh1 抗体により免
疫沈降を行った。沈降物を泳動し、CBB もし
くは銀染色をもちいて、会合蛋白群を分離し
ている。それぞれ単離した蛋白に関しては現
在MALDI-TOF/TOFにてアミノ酸配列を同定中
である。 
 
(2) シグナルクロストークによる GSK3β機
能解析 
最初に Hath1蛋白の安定化を解析するために、
mCherry を結合させた発現ベクターを作成し、
蛋白安定化を蛍光にて可視化する系を構築
した。当初 GSK3βを介したシグナルとして、
Wnt, Notch, EGF, FGF, プロスタグランジン、
インスリン等を選択し、Atoh1 蛋白安定性と
の関与を解析したが、有意な結果は得られな
かった。しかし、潰瘍性大腸炎に付随する炎
症発がんにおいては、Hath1 が発現し粘液形
質を獲得することを発見した。そこで、炎症
シグナルがHath1発現と関与することを予想
し、炎症性サイトカインを中心に解析を行っ
た。大腸がん細胞株に TNFα添加をしたとこ
ろ、mCherry 蛍光を発し、Hath1 が発現する
ことを見出した。さらに腸内細菌の菌体成分 
である Flagellin や LPS の添加においても
Hath1 蛋白の発現を認めた。これらの刺激に
共通するシグナルはNF-kBシグナルであるこ



とから、NF-kB p65 を解析し、シグナル動揺
による核内移行を確認した。NF-kB シグナル
と GSK3βとの関連を解析したところ、GSK3
βの自己リン酸化を認め、自身のリン酸化酵
素活性が不活化した結果Hath1の蛋白が安定
化することを明らかとした（論文投稿中）。 
さらにその上流のシグナルを探索すると Akt
のリン酸化による活性化を認めたことから
新たなシグナルカスケードの存在が示唆さ
れた。ヒト潰瘍性大腸炎付随大腸がんにおい
ても、NF-kB シグナル亢進とともに Atoh1 発
現を認めており、GSK3β複合体解明のための
新しい機序を示唆し得た。 
 
(3)GSK3β複合体調節小分子化合物の探索 
現在会合解析のため、それぞれの発現ベクタ
ーを構築中であり、完成次第複合体形成に影
響する小分子化合物をスクリーニングする
予定である。 
 
以上より、GSK3βと Atoh1 の複合体に関する
新しい会合物質の同定は未だされていない
が、複合体に関与する新しい細胞内シグナル
伝達を発見できたことから、これらのシグナ
ルアダプター分子を足がかりとして新たな
会合物質の同定が期待できる。これらの成果
は本研究計画の到達目標を概ね達成できた
と考える。 
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