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研究成果の概要（和文）：手術検体より採取した上皮細胞を解析すると、回腸、上行結腸、横行結腸、S状結腸、直腸
にLGR5のスプライシングバリアントが発現していることが分かった。これらのクローニングされたバリアントをHEK293
細胞に導入すると、バリアントでは増殖能の低下を認めた。さらにWntシグナルはバリアントにおいて活性化されてい
ることが示された。また、in situ hybridizationを用いて局在を解析した結果、バリアントはCBCよりも上方に発現し
ていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：LGR5 splicing variants were expressed in the epithelium of ileum, ascending colon,
 transverse colon, sigmoid colon, and rectum. HEK293 cells which were overexpressed total LGR5 or splicing
 variant LGR5 grows slowly in splicing variant overexpressed cells. Wnt signal was activated in splicing v
ariant overexpressed cells. Splicing variant LGR5s were expressed in the upper of CBC using in situ hybrid
ization assay.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1)腸管上皮に存在する細胞群 
腸管上皮細胞は体内において細胞分裂速度
の速い細胞のひとつとして知られている。
小腸腸管上皮は吸収上皮細胞、胚細胞、内
分泌細胞、パネート細胞が存在する。ディ
フェンシンなどの抗菌ペプチドを分泌する
パネート細胞は陰窩底部に局在しその部位
に 20-25日間とどまる。吸収上皮細胞は水
分・塩分の吸収する機能を持ち、胚細胞は
粘液の分泌により腸上皮を保護する作用が
ある。内分泌細胞は消化管ホルモンの産生
に携わり、腸管蠕動運動や他のホルモン分
泌を調整している。この 3種類の細胞は分
化とともに陰窩から絨毛に沿って移動し、
絨毛の頂点付近でアポトーシスによる脱落
することが知られている。腸管上皮細胞の
幹細胞を含む未分化細胞は陰窩に局在し、
増殖とともに分化細胞を産生する。このよ
うに腸管上皮細胞は陰窩に存在する幹細胞
を頂点としたヒエラルキーが明確な細胞群
である。 
(2)腸管上皮細胞の幹細胞 
腸管上皮細胞の局在部位については 1950
年代から議論されている。陰窩底から 4番
目の細胞が 3H の取り込みと保持が高頻度
に認められることから、この+4 position
にいる細胞が幹細胞であると考えられてい
る（+4 細胞説）。幹細胞は細胞回転が非常
に遅いと考えられるようになり+4 細胞説
は支持されてきた。その後腸管上皮に限ら
ず幹細胞を同定する研究は幹細胞マーカー
を検出することに重点が置かれるようにな
った。神経幹細胞のマーカーである
Musashi-1やβ1-インテグリンが腸管上皮
幹細胞に発現していることが報告された。
また、Bmi1-CreER×Rosa26LacZ マウス
は+4細胞に発現し、陰窩底や絨毛の上皮細
胞に移動していることが報告された
（Sangiorgi,E Nature Genet 2008）。
その他 pPTEN、pAKT、sFRP5、Sox4、
Dcamkl1 などが+4 細胞に発現しているこ
とが報告されている。これらの結果は+4
細胞説を支持する内容である。 
1970 年代にはパネート細胞にはさまれた
陰窩基底にある細胞（ Crypt  base 
columnar cell：CBC細胞）が幹細胞であ
ると提唱された。また、Barkerらは CBC
細胞のみに発現していると考えられた
Lgr5に注目し、Lgr5のノックインマウス
（Lgr5-GFP-IRES-CreER）が作成された。
Rosa26LacZ マウスと交配しタモキシフェ
ンを投与した結果、Lgr5陽性細胞とその子
孫細胞をLazにより可視化することに成功
した（Barker N. Nature 2007）。この
標識した細胞の経時的・組織化学的な解析

により 4種類の上皮細胞に分化するととも
に、CBC細胞は永続的に自己複製している
ことが示された。これらのことは Lgr5 陽
性の CBC 細胞が腸管上皮幹細胞であるこ
とを示唆している。Sato らは Lgr5-GFP
陽性細胞を回収し EGF、BMPを阻害する
Noggin、R-spondin1 の環境下で培養する
ことで単一細胞からのオルガノイドを形成
することに成功している（ Sato  T. 
Nature 2009）。 また、Lgr5-GFP 陽性
細胞の遺伝子発現を解析すると、Ascl2、
Olfm4、Tnfrsf19 などの遺伝子も CBC 特
異的に発現していることが分かった。Ascl2
は Lgr5の転写制御に関与しており、Ascl2
ノックアウトマウスは陰窩の腸管上皮幹細
胞が消失していることが報告された。これ
らのことは Lgr5 を発現している細胞は幹
細胞であることを示唆している。このよう
に腸管上皮幹細胞には 2種類あるのではな
いかと考えられているが、In vivo lineage 
tracing は標的遺伝子非発現細胞が幹細胞
でないと否定できるわけではないことは注
意すべきである。 
(3)LGR5に関する最近の研究 

LGR5に関しては上述のように幹細胞の
マーカーであると考えられ、tracing の技
術などにより研究が進んできた。LGR5タ
ンパクの構造 7 回膜貫通型 TM domain
を有した orphan 受容
体であり、その構造は
FSH、LH、TSHなど
のホルモンに対するレ
セプターとよく似てい
る。腸管上皮幹細胞の
維持には近傍に存在す
る Paneth細胞からのWnt3を介したWnt
シグナルが必須であることが示された
（Sato, Nature 2011）。最近まで、LGR5
のレセプターに対するリガンドは不明であ
ったが、wnt シグナルと関連がある
R-spondin が LGR5 に 結 合 す る と
Frizzled-LRP6複合体との会合を介して下
流の典型的な wnt シグナル伝達が引き起
こされることが示された（右図、Carmon, 
PNAS 2011, Lau, Nature 2011）。このよう
にLGR5は幹細胞のマーカーとしてだけで
なく、Wntシグナル伝達に重要であること
が判明した。 
（4）当科におけるこれまでの研究 
 当科において大腸癌の切除検体を用いて
癌部における Lgr5 の発現と予後の解析を
行った。Lgr5の発現は癌部において上昇し、
c-myc の発現と制の関連を示し、高発現群
はリンパ節転移、肝転移が多かった。また、
Lgr5 の高発現は生存率とは関連がなかっ
たが無病生存率が低かった（Takahashi H. 



Ann Surg Oncol 2011）。この研究の過程で
Lgr5 の mRNA の PCR を施行した結果、
Lgr5 の全長よりも短いバンドが増幅され
ていることが分かった。この PCR 産物を
シークエンスで塩基配列を解析した結果、
Lgr5 のエクソン 5 が欠損した配列やエク
ソン 5-8が欠損した配列が確認された。こ
の splicing variant はヒト腸管において
もタンパクに翻訳されていることが
Western blot により確認された。LGR7
の splicing variant は LGR7 に競合する
ことによりシグナルを抑制することが知ら
れていることから、今回検出した LGR5 
splicing variant も LGR5 からのシグナ
ルに影響を及ぼす可能性があると考えられ
る。 
２．研究の目的 
ヒトLGR5 splicing variantの生理的意
義について、分子生物学的に解析すること
を目的とする。 
３．研究の方法 
Lgr5 splicing variant の発現解析なら
びに機能解析 
消化器手術症例から摘出した腸管を用いて、
各腸管における LGR5 splicing variant
の発現をmRNAを用いたｑPCRで比較す
る。また、クローニングし発現ベクターを
作製する。現在下図の通り LGR5 の LRR
（Leucin Rich Repeat）部位の PCRに
て splicing variant が存在することが分
かっている。 
（対象）当科にて待機的手術を施行する 20
歳以上の消化器癌症例を対象とする。切除
された検体より、胃全摘の症例から胃、十
二指腸を、膵頭十二指腸切除術を施行する
症例から空腸を、右半結腸切除術を施行す
る症例から回腸および上行結腸を、左半結
腸切除術を施行する症例から横行結腸、下
行結腸を、S 状結腸切除を施行する症例か
ら S状結腸、低位前方切除術を施行する症
例から直腸を、各々非癌部を採取する。 
（方法）採取した検体を 20mMEDTA/PBS
に室温で 20 分浸透することにより腸管上
皮細胞を陰窩も含めて分離する。Trizol を
用いて RNA を抽出後、RT-PCR により
cDNAを作製する。exon4と exon9の各部
位でプライマーを作製し PCR により増幅
し、電気泳動で増幅された DNA 長により
splicing variant の発現状況を確認する。
また、各 splicing variantと full length 
form をクローニングし、各 splicing 
variantと full length formの発現ベク
ターを作成し、Lipofectamine を用いて
HEK293 に導入することにより過剰発現
系を確立する。また、同様に Lentivirusに
よる恒常的過剰発現系を確立する。MTT

試験により過剰発現した細胞での細胞増殖
能を Rspondin1の添加の有無、Wnt3Aの
添加の有無で比較する。また、PI により
DNA を標識し FACS を用いて細胞周期の
比較を行う。 
４．研究成果 
○Lgr5 スプライシングバリアントの発現解
析ならびに機能解析  
回腸、上行結腸、横行結腸、S 状結腸、直腸
より検体を採取し、上皮のみを EDTA を用い

て分離した。下図のようにプライマーを設計
し、各検体の cDNA を解析した。 

結果、全長のバンドよりも短いバンドを多数
認めた（下図）。 
これらのスプライシングバリアントと考え
られるバンドを抽出しシークエンスにより
exon5欠損、exon5-8欠損などが確認された。
また、Western blotting 法により各スプラ
イシングバリアントのタンパクが存在する
ことを確認した。 
そこで以降の実験は exon5 欠損、exon5-8
欠損の 2種類のスプライシングバリアントに
注目して解析を行った。各バリアントをクロ
ーニングし、HEK293 に導入することで過剰発
現株を樹立した。樹立した細胞株は western 
blotting 法により発現を確認した（下図）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 これらの細胞の増殖能を解析すると、バリ
アントを導入した細胞株で増殖能は低下し、
全長の LGR5 を導入した細胞株で増殖能の上
昇を認めた。 
○LGR5スプライシングバリアントのWntシグ



ナルに対する生理的意義 
 HEK293 細胞に全長 LGR5、exon5 欠損 LGR5、
exon5-8 欠損 LGR5 を過剰発現させた。TOP 
flash ベクターを導入後に Wnt3A、Rspondin1
を各濃度で添加し、ルシフェラーゼを用いて
Wnt シグナルの活性化を解析した（下図）。 

結果、Wnt3A、Rspondin1 の濃度依存的に活性
化を認め、また、Rspondin1 が低濃度である
場合には全長 LGR5 において活性化が強く、
高濃度ではスプライシングバリアントにお
いて活性が強いという結果であった。この
Wnt シグナルの活性化は細胞増殖に関連する
と考えられ、Rspondin1 の生理的濃度がどの
程度であるのか解析が必要である。 
○LGR5 スプライシングバリアントの局在に
ついて 
 欠損したバリアントを検出する方法がな
いために、総 LGR5、全長 LGR5 を検出するこ
とにより、引き算で LGR5 スプライシングバ
リアントの局在を解析することとした。in 
situ hybridization により総 LGR5、全長 LGR5
を染色した。結果、総 LGR5 は CBC 領域のみ
ならず+4 position、またそのやや上方にま
で染色される上皮細胞を認めた。対して全長
LGR5 は CBC が染色された。これらのことから
LGR5 スプライシングバリアントは腸管上皮
幹細胞ではなく、増殖期にある上皮細胞に発
現していると考えられた。 
 また、全長 LGR5、各バリアントを導入した
HEK293 細胞を Rspondin1、Wnt3A で刺激し、
その後膜タンパクを抽出し、V5 タグで導入し
た LGR5 タンパクを精製、ショットガン解析
により LGR5 と共合しているタンパクの解析
を行った。また、全長 LGR5、各バリアント
LGR5 を比較することで LGR5 に特異的に共合
するタンパクを解析した。全長 LGR5 に結合
し、各バリアントに結合しないタンパクとし
てタンパク Xが抽出された。このタンパクは
LGR5 の機能に深くかかわるものと考えられ、
今後の解析が必要と考えられた。 
 以上の結果により LGR5 にはタンパクに翻
訳されるスプライシングバリアントが存在
し、この欠損により機能が大幅に変化すると
考えられる。これらのバリアントを解析する
ことで LGR5 の機能解析が進むものと考えら
れる。これらの結果を現在ろんぶん投稿中で
ある。 
○スプライシングバリアントを左右させる
PTBP1 の解析 
 LGR5 の解析を行う過程において、選択的ス

プライシングに関わる pyrimidine tract 
binding protein 1 (PTBP1)に注目して解析を
行った。 
当院で大腸癌に対して切除術を施行した
症例の手術検体を用いた。手術検体を抗
PTBP1 抗体を用いて染色した。PKM1 と
PKM2 が区別できる RT-PCR を使用するこ
とで、PKM1、PKM2 の発現を解析した。
大腸癌細胞株は HCT116、DLD1、HT29、
SW480を用いた。siPTBP1を用いることに
より PTBP1 の発現を抑制した。PTBP1 発
現抑制状態における細胞増殖能を解析した。
PTBP1 発現量により 2 群に分けた検体で
CD44v8-10の発現量を比較した。PTBP1の
発現量により手術症例を 2 郡に分けて、2
群間で予後を比較した。【結果】正常粘膜に
比して癌組織で PTBP1 の mRNA は有意に
発現上昇していた（p<0.0001、下図）。 

正常粘膜と癌組織で正常粘膜では PKM1
も発現しているのに比して癌組織ではほと
んどが PKM2にシフトしていると考えられ
た。この PKM2へのシフトは siPTBP1によ
り発現抑制することで改善した。PTBP1の
mRNAの発現量で 2群に分け、CD44v8-10
の mRNA 発現量を比較した結果 PTBP1 の
発現が高い症例ではCD44v8-10へのシフト
が起こっていた。また、siPTBP1 により大
腸癌細胞株の増殖能を低下させ、浸潤能を
低下させた。手術検体の PTBP1 の mRNA
発現量はリンパ節転移と相関があり、また
生存率、無再発生存率ともに高発現群で予
後不良であった。 
大腸癌における PTBP1 は癌代謝に関わ
る PKM2、転移や浸潤に関わる CD44v8-10
の選択的スプライシングを制御する key 
molecule であり、実際の手術症例の予後と
も相関した。PTBP1の機能解析を進めるこ
とにより大腸癌の浸潤、転移のメカニズム
が解明されるものと期待される。また、
LGR5 のスプライシングバリアントにも深
くかかわると考えられ、上皮細胞における
PTBP1 の解析を行う予定である。また、
PTBP1に関した論文を現在投稿中である。 
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