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研究成果の概要（和文）：成熟した腸上皮細胞の寿命は短い（３～４日）ことが知られているが、この細胞の寿
命制御が腸上皮の恒常性維持に重要であると考えられている。本研究において研究代表者は、短鎖脂肪酸やリゾ
ホスファチジン酸がマウス小腸上皮細胞の寿命を制御することを見出した。また、細胞内においてはMek-Erkシ
グナルやTsc2-mTORC1シグナルが腸上皮細胞の寿命を制御する重要なシグナル伝達経路であることを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：The life-span of matured intestinal epithelial cells (IECs) is short (3-4 
days), and its regulation is thought to be important for homeostasis of the intestinal epithelium. 
In this study, we found that short chain fatty acids and lysophosphatidic acids regulated the 
life-span of IECs in the mouse small intestine. We also found that Mek-Erk signaling and Tsc2-mTORC1
 signaling played a key role in regulation of life-span of IECs.

研究分野：生化学・分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、最終分化した細胞の一生を観察する組織として非常に優れている腸管をモデルとして、腸上皮細胞
の寿命決定の分子基盤について解明を進めた。本研究の成果は、腸上皮細胞の寿命制御機構の全容解明に寄与出
来るだけでなく、腸上皮細胞の寿命制御の破綻に起因する腸炎発症機構の理解についても寄与出来ることが想定
され、クローン病や潰瘍性大腸炎を始めとする慢性炎症性腸疾患の治療法や診断法の開発において有力な情報を
提供できる可能性がある。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景	
	 個々の組織を形成する細胞は、それぞれ固有の寿命（最終分化を遂げた成熟した細胞が死滅
するまでの期間）をもつことが知られているが、細胞ごとに異なる寿命制御の機構について、
これまでほとんど明らかにされていない。そこで研究代表者は最終分化後からの増殖、移動、
死の過程を容易に観察することの出来る腸上皮細胞をモデルとして、細胞寿命の制御機構につ
いて解析を進めてきた。腸上皮細胞は、腸絨毛下端のクリプト（陰窩）に存在する幹細胞より
増殖・分化した後、腸絨毛の頭頂部へと移動し、
細胞死などにより腸絨毛先端より遊離して死滅
することが知られている（図）。この最終分化後
から細胞死までの期間はヒトやマウスにおいて
約３〜４日と言われているが、この極めて短い
細胞寿命が、どのようにして制御されているか、
その分子機構についてはほとんど何も分かって
いない。さらに、腸上皮細胞の寿命が何故この
ように短くあるべきかの生物学的意義も十分に
明らかにされていない。一方で、この細胞寿命
の制御が生体にとって重要であることを支持す
る根拠として、腸上皮細胞の細胞死が抑制され
たノックアウトマウスが腸炎を発症することが
挙げられる(Gunther	et	al,	Nature,	2011)。そ
のため腸上皮細胞の寿命制御機構の解明は腸炎
発症機構の理解や腸炎の治療法・診断法の確立
に寄与することが期待される。	
	 本研究の開始当初までに研究代表者はグラム陽性細菌が腸上皮細胞の入れ替わりを促進し、
その結果として腸上皮細胞の寿命を短命化させることを見出してきた。また、腸内細菌は腸上
皮細胞内の mTORC1 シグナルの活性化の指標となる S6 タンパク質のリン酸化や、RAS-MAPK シグ
ナルの活性化の指標となる Erk1/2 のリン酸化、さらには STAT3 のリン酸化レベルを亢進させる
ことも見出してきた。一方で、腸内細菌は食物繊維を代謝することにより短鎖脂肪酸(Acetate,	
Butyrate,	Propionate など)を産出することが知られるが、この短鎖脂肪酸が腸上皮細胞の増
殖と移動を促進させることにより新旧細胞の入れ替わりを速める結果、腸上皮細胞の短命化を
促進している可能性も見出していた。	
		
２．研究の目的	
	 本研究では、これまでの研究成果を基盤とした内容についてさらに検討を進めると共に、腸
上皮細胞の寿命制御に関する細胞外因子及び細胞内のシグナル分子について同定を進めること
で、これまで明らかにされていない腸上皮細胞の寿命制御機構の分子基盤について解明するこ
とを研究の目的とした。	
	
３．研究の方法	
（１）腸上皮細胞の寿命制御における短鎖脂肪酸の作用機構	
	 研究代表者はマウスを用いた実験から、腸内細菌が腸上皮細胞の入れ替わりを促進すること
で腸上皮細胞を短命化することを見出していた。また、腸内細菌は腸上皮細胞内の Erk1/2 のリ
ン酸化を亢進させることも見出してきた。一方で、マウス小腸から単離したクリプトから形成
される培養腸オルガノイドの成育促進は in	vivoでの腸上皮細胞の増殖と移動の促進を反映し
ている可能性が考えられているが（Sato	et	al,	Nature,	2009）、腸内細菌の代謝産物である短
鎖脂肪酸の培養液中への添加により腸オルガノイドの成育が促進されることを研究代表者は見
出していた。そこで、腸オルガノイド培養液中に短鎖脂肪酸を添加すると腸オルガノイドの
Erk1/2 のリン酸化を亢進させるか否かについてウエスタンブロット法による評価を行った。ま
た、細胞内シグナル伝達において一般的に Erk1/2 の上流に位置する Mek1/2 の阻害剤（U0126）
を短鎖脂肪酸と共に腸オルガノイド培養液中に添加し、Mek-Erk シグナルが短鎖脂肪酸による
腸オルガノイドの成長促進に重要なシグナルであるか否かについて評価した。	
	
（２）腸上皮細胞の寿命制御における mTORC1 シグナルの役割	
	 腸上皮細胞特異的に mTORC1 が過剰に活性化した腸上皮細胞特異的 Tsc2 コンディショナルノ
ックアウト（CKO）マウスの小腸切片について免疫組織化学染色法により、腸上皮細胞の増殖、
分化、アポトーシスなどについて評価した。また、Tsc2	CKO マウス小腸から単離培養した腸オ
ルガノイドについて観察を行った。さらに、Tsc2	CKO マウス由来腸オルガノイドの培養液中に
mTORC1 活性の阻害剤であるラパマイシンを添加し、腸オルガノイドの成長における mTORC1 の
機能について評価を行った。同様の実験を Tsc2	CKO マウス大腸についても開始した。	
	
（３）腸上皮細胞の寿命を制御する腸内細菌に依存しない細胞外因子の同定	
	 無菌環境下で飼育した無菌マウスや抗生剤（アンピシリン、バンコマイシン、ネオマイシン、
メトロニダゾールを混合）を経口投与することによって常在菌を無くしたマウスの腸の内容物



を回収し、処理（熱処理やクロマトグラフィーなど）を行った後に腸オルガノイドの成長に与
える影響を調べた。また、腸上皮細胞の成長を強く促進する画分について質量分析を行った。	
	 一方で、腸オルガノイドの培養液中に様々な物質（増殖因子やリゾリン脂質など）を添加し、
腸上皮細胞の成長を強く促進する分子の探索を行った。リゾホスファチジン酸（LPA）について
は腸オルガノイドの成長、腸上皮細胞の分化を有意に促進させたので、腸オルガノイドへの LPA
の作用機序について解析を進めた。	
	
（４）成体マウス脳の脳室下帯における神経新生の常在細菌による制御	
	 上記３−（３）で用いた無菌マウスや抗生剤投与マウスから脳を回収し、免疫組織化学染色法
により脳室下帯における神経新生について解析した。	
	
４．研究成果	
（１）腸上皮細胞の寿命制御における短鎖脂肪酸の作用機構	
	 マウス小腸から単離培養した腸オルガノイド培養液中に短鎖脂肪酸を添加すると、Erk1/2 の
リン酸化が腸オルガノイドにおいて亢進することを見出した。そこで、Erk1/2 の上流にあたる
Mek1/2 の阻害剤を腸オルガノイド培養液中に添加したところ、短鎖脂肪酸依存的な腸オルガノ
イドの成長が抑制された。このことから、短鎖脂肪酸刺激によって惹起される Mek-Erk シグナ
ルの活性化が腸オルガノイドの成長を促進させることが明らかとなった。腸オルガノイドの成
育促進は in	vivoでの腸上皮細胞の増殖と移動の促進を反映していると考えられていることか
ら、腸内細菌が産生する短鎖脂肪酸は腸上皮細胞の Mek-Erk シグナルを活性化することによっ
て、腸上皮細胞の増殖を促進し、その結果として腸上皮細胞の入れ替わりを促進（短命化）さ
せている可能性が考えられた。	
	
（２）腸上皮細胞の寿命制御における mTORC1 シグナルの役割	
	 腸上皮細胞特異的 Tsc2	CKO マウスについて解析を進め、Tsc2	CKO マウスの小腸では腸上皮
細胞の増殖とアポトーシスが促進することによって、腸上皮細胞の入れ替わりが促進（短命化）
していることが明らかとなった。また腸オルガノイドの成長は EGF を必要とするが、Tsc2	CKO
マウス由来の腸オルガノイドは EGF を添加していない培地でも成長し、その成長は mTORC1 の阻
害剤ラパマイシンによって打ち消されることも見出した。これらのことから、Tsc2 によって負
に制御される mTORC1 の活性はマウス小腸の腸上皮細胞を短命化させるシグナルであることが
明らかとなった。さらに、小腸の各細胞について免疫組織化学染色を行ったところ Tsc2	CKO
マウスでは腸上皮細胞の一つである Paneth 細胞の位置異常が認められたことから、mTORC1 シ
グナルは Paneth 細胞の位置の制御にも重要なシグナルであることが示唆された。	
	 一方で、Tsc2	CKO マウスの大腸についても観察を進め、mTORC1 シグナルが小腸とは異なるシ
グナルを介して大腸の腸上皮細胞の寿命を制御している可能性を見出し、現在解析を継続して
いる。	
	
（３）腸上皮細胞の寿命を制御する腸内細菌に依存しない細胞外因子の同定	
	 腸上皮細胞の寿命制御を行う腸内細菌に依存しない細胞外因子を同定するために、無菌環境
下で飼育した無菌マウスや抗生剤を経口投与することによって常在菌を無くしたマウスの腸の
内容物を回収した。プロテアーゼ活性を低下させる目的で熱処理した腸内容物を、各種クロマ
トグラフィーの組み合わせによって分画し、腸オルガノイドの成長を強く促進させる画分を得
た。この腸オルガノイドの成長を強く促進させる画分には in	vivoにおいて腸上皮細胞の寿命
を短命化させる因子が濃縮されている可能性が高いため、この画分について質量分析を行った。
しかし、現段階においてはこの画分中に多種類の物質が含まれており、腸上皮細胞の寿命を短
命化させる因子の同定までには至っていない。今後はさらに分画の過程を増やし、腸上皮細胞
の寿命を短命化させる因子の精製を進めて行く必要がある。	
	 一方で腸オルガノイドの培養液中に様々な物質（増殖因子やリゾリン脂質など）を添加した
ところ、LPA が腸オルガノイドの成長、腸上皮細胞の分化を有意に促進させることが明らかに
なった。また、LPA は短鎖脂肪酸と同様に Mek-Erk シグナルの活性化を介して腸オルガノイド
の成長を促進させることを明らかにした。	
	
（４）成体マウス脳の脳室下帯における神経新生の常在細菌による制御	
	 本研究の開始当初は予想をしていなかったが、上記４−（３）の研究を進める過程においてマ
ウス脳についても観察を行ったところ、常在細菌が成体マウス脳の脳室下帯における神経新生
を促進させていることを明らかにした。具体的には、無菌マウスや抗生剤を経口投与したマウ
スの脳室下帯において神経前駆細胞の増殖が抑制されていることを明らかにした。また、脳室
下帯で新生する神経細胞は嗅球に供給されることが知られているが、新しく生まれた神経細胞
の嗅球への供給が抗生剤の投与により減少することも明らかにした。さらに、抗生剤の中でも
アンピシリンに感受性のある常在細菌がマウス脳室下帯における神経前駆細胞の増殖を促進さ
せていることも示した。	
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