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研究成果の概要（和文）：細胞が細胞死に伴い積極的に増殖因子を放出し周囲の生存細胞の増殖を誘導する現象は代償
性増殖と呼ばれている。本研究ではcFLIPsと呼ばれる遺伝子をX染色体に選択的に導入した(KI)マウスを作製し、死細
胞から放出される細胞増殖因子の同定を目指した。cFLIPs KIマウスは胎児の腸管でアポトーシスが亢進するが、多く
のマウスは正常に出生することが明らかとなった。そこで組織修復に関与するどのような遺伝子の発現が誘導されてい
るかをマイクロアレイ法により解析したところ組織修復に関与するRegIIIbおよびRegIIIg遺伝子の発現上昇が腸管で認
められた。現在その遺伝子欠損マウスを作製中である。

研究成果の概要（英文）：Apoptotic cells might produce growth factors that subsequently induce 
proliferation, which is referred to as compensatory proliferation. The aim of the study is to identify 
growth factors released from dying cells and elucidate the mechanisms underlying compensatory 
proliferation. We generated mice that harbored cFLIPs gene at a locus on X chromosome. Intestinal 
epithelial cells of cFLIPs KI mice underwent apoptosis, however, female cFLIPs KI mice were born and 
developed without abnormality, and fertile. To identify candidate genes that are potentially involved in 
proliferation, we performed genome-wide transcriptome analysis using intestines of cFLIPs KI embryos and 
we found that RegIIIb and RegIIIg involved in tissue repair were significantly elevated in the intestine 
of cFLIPs KI embryos compared to wild-type embryos. Now, we are going to generate mice lacking both 
RegIIIb and RegIIIg to elucidate a role for these genes in compensatory proliferation.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
ショウジョウバエでは、個体発生の過程で外
界からのストレスにより大量のアポトーシ
スが誘導されても、周囲の細胞が増殖し最終
的には正常な個体として発育することが知
られていた（代償性増殖）。長らくその分子
メカニズムは不明であったが、アポトーシス
細胞が積極的に増殖因子を放出し、周辺細胞
の増殖を促進していることが明らかにされ
た	
 (Ryo et al, Dev Cell 2004)。一方でほ乳類で
もそのようなメカニズムの存在が推測され
ていたが、そのメカニズムの詳細については
不明な点が多かった。最近我々は、
Interleukin	
 (IL)-11 と呼ばれるサイトカイ
ンが死細胞から放出され、代償性増殖に関与
していることを明らかにした（Nishina et al, 
Sci Signal 2012）。しかしながら、ショウジョ
ウバエの研究では発生過程における代償性
増殖のメカニズムと、発生後に休止期にある
組織の代償性増殖の分子メカニズムは異な
ることが示されており、ほ乳類でも同様に複
数の代償性増殖に関与するシグナルが働い
ている可能性がある。	
 
	
 	
 	
 我々はこれまでにNF-κBの活性化のメ
カニズムの解析に従事し(Nakano et al, PNAS 
1998, 1999; Sakon et al, EMBO J 2003; 
Tokunaga et al, Nature 2011)、また NF-κB によ
る細胞死抑制に中心的な役割を果たしてい
るのは cellular	
 FLICE	
 inhibitory	
 protein	
 
(cFLIP)と呼ばれる分子であることを明らか
にしてきた（Nakajima et al, EMBO J 2006; 
Oncogene 2008; J Biol Chem 2008）。さらに
我々は組織特異的な cFLIP 欠損マウスを樹立
し、肝臓や腸上皮で cFLIP を欠損させると、
アポトーシスやネクローシスが著明に亢進
した結果、生後２日以内にほぼ全例が死亡す
るという実験結果を得ている（Piao et al, Sci 
Signal 2012）。cFLIP はオルタナテイブスプラ
イシングにより cFLIPLと cFLIPs が産生され
るが、in	
 vitro の実験から cFLIPs はアポト
ーシスを抑制するだけではなく、計画的ネク
ローシス(ネクロプトーシス)を選択的に誘
導することが明らかにされた（Oberst et al, 
Nature 2011）。	
 
 
２．研究の目的 
cFLIPsをX染色体の特定の遺伝子座へノック
イン(KI)させ、X 染色体のランダムな不活性
化という現象を利用し、モザイク状に cFLIPs
を発現するマウスを樹立する。♂の KI 陽性
マウスはすべての組織で cFLIPs が発現し、
ネクロプトーシスが誘導されることが予測
され、胎生致死となる可能性がある。一方で
KI 陽性の♀のマウスの場合には、ネクロプト
ーシス細胞と生細胞とが同一組織内におい
てモザイク状に存在することが期待される。
このマウスを用いる事で、正常の発生過程に
おいて細胞死が誘導された場合にどのよう
な因子が死細胞から放出され、代償性増殖が

誘導されるのかを明らかにする。	
 
 
３．研究の方法 
(1)	
 ♀の場合には片側のアリルの X染色体遺
伝子の発現がランダムに抑制されるという
現象を利用するために、cFLIPs 遺伝子を X 染
色体にノックインさせたマウスを樹立する。
CAG	
 プロモーターの下流に cFLIPs 遺伝子を
挿入した置換ベクターを作成し、Cre	
 リコン
ビネース発現ベクターと共にこの ES 細胞に
遺伝子導入し、X染色体に cFLIPs 遺伝子をノ
ックイン(KI)させた ES 細胞を樹立する。さ
らにこの ES 細胞を用いて常法にのっとり遺
伝子改変マウスを作製する。	
 
	
 (2)	
 cFLIPs	
 KI マウスの♂よび♀の個体にお
いてどのような組織学的な変化が生じ、♂の
個体が胎生致死になっているかを組織学的
に検討する。HE 染色、活性化型カスパーゼ 3
染色、TUNEL 染色、Ki67 染色などを行う。	
 
	
 (3)	
 ネクロプトーシスに必須の分子である
RIPK3 欠損マウスと cFLIPs	
 KI マウスと交配
し、ネクロプトーシスをブロックすることで
致死的な表現型がレスキューされるかを検
討する。	
 
	
 (4)	
 ほとんどの♀KI マウスは正常に出生し、
妊娠も可能であった。このことは胎生期にネ
クロプトーシスにより生じた組織欠損を周
囲の正常細胞が増殖し、代償していることを
示している。そこで発生過程の各時期におい
てトランスクリプトーム解析を行い、細胞外
へと分泌される分子に焦点を絞りどのよう
な遺伝子プログラムが働いているかを明ら
かにする。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)共同研究者の大村谷らの樹立した X染色
体上に変異 loxP 部位の挿入されている ES 細
胞を用いて、ヒト cFLIPs 遺伝子を X 染色体
に選択的に導入した遺伝子改変（cFLIPs	
 KI）
マウスを樹立した（図 1）。予想外な事に全身
性に cFLIPs を発現する♂KI マウスは全個体
が胎生致死となり、♀マウスは正常に出生し、
外見上正常であり妊娠可能であることが明
らかとなった。	
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 (2) 胎生致死の原因を明らかにするために、
timed	
 mating を行い胎生何日目に♂KI マウ
スが致死となっているかを解析した。その結
果胎生 18.5 日目には消化管上皮の著明な細
胞死が認められた（図 2）。免疫染色の結果か
ら活性化型カスパーゼ 3や TUNEL 染色が陽性
であり、アポトーシスに陥っていることが判
明した。興味深いことに♀KI マウスでも程度
は弱いものの腸上皮細胞のアポトーシスが
認められた。多くの♀KI マウスは正常に出生
し、妊娠できることから胎生期の腸上皮細胞
死は代償され、その後の腸管の形成や発達に
は影響しなかった。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 	
 
	
 
(3)以上の結果は死んだ腸上皮細胞から増殖
因子が放出され、周辺の生細胞に増殖を誘導
している可能性を示している。その因子を同
定するために胎生期の腸管を用いてマイク
ロアレイを用いて検討したところ組織修復
に関与するRegIIIb	
 やRegIIIg遺伝子を含む
多数の遺伝子の発現が cFLIPs	
 KI マウス由来
の腸管では上昇していた。なかでも RegIIIb	
 
や RegIIIg 遺伝子は出生直後には成長に伴い
野生型マウスでも著明な誘導がかかるが、出
生前には野生型マウスでの発現誘導は認め
られず、出生後の誘導のメカニズムと出生前
の細胞死に伴う誘導のメカニズムは異なっ
ている可能性が明らかとなった。cFLIPs	
 KI
マウスと RIPK3 欠損マウスと交配することに
より、腸管上皮細胞のアポトーシスは抑制さ
れ、RegIIIb や RegIIIg の発現も低下するこ
とが明らかとなった。この事は傷害を受けた
上皮細胞から、あるいは傷害を受けた上皮細
胞に応答した周辺細胞で RegIIIb や RegIIIg
の発現が誘導されることを示している。	
 
 (4) 免疫染色を行ったところ、RegIIIb や
RegIIIgはKIマウスの腸管上皮細胞で発現し、
消化管内腔にも分泌されていることが明ら
かとなり、その程度は腸管上皮細胞の傷害の
程度と相関している可能性が示された。現在
RegIIIb や RegIIIg が胎生期における代償性

増殖に関与しているかを個体レベルで明ら
かにするために、Crisper/Cas9 法を用いて二
重欠損マウスを作製中である。	
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