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研究成果の概要（和文）：消化管粘膜上皮（胃・小腸・大腸）における有用な新規組織幹細胞マ

ーカーとしてリンカー部スレオニンリン酸化 Smad2/3 蛋白（pSmad2/3L-Thr）を同定することが

できた。消化管粘膜上皮幹細胞のうち、pSmad2/3L-Thr 陽性幹細胞は、slow-cycling stem cell

の特徴に合致し、細胞周期 G0 の状態にあり、細胞増殖周期に入っていく直前の状態の幹細胞を

捉えていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We have identified the significant expression of pSmad2/3L-Thr
in specific epithelial cells of the murine stomach, small intestine, and colon. We have
suggested these cells to be epithelial stem cells in the G0 phase of the cell cycle before
active proliferation.
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１．研究開始当初の背景
消化管粘膜はその構造的・機能的恒常性を

一定の正常状態に維持するため、比較的短期
間にて規則正しく増殖と分化を繰り返して
いる特殊な組織である。

胃粘膜には胃底腺・幽門腺粘膜があり、表
層を構成する小窩(pit)と、これに連続し粘
膜深層に位置する腺組織(gland)に大きく分
類される。胃底腺粘膜は主に表層粘液細胞
(pit cell)により構成される短い小窩と副細
胞

(neck cell)、壁細胞(parieta cell)、主細
胞(zymogenic cell)等により構成される長い
胃底腺からなり、一方幽門腺粘膜は表層粘液
細胞により構成される長い小窩と腺粘液細
胞(glandmucus cell)により構成される短い
幽門腺から成り立っている。胃小窩の深層で
内腔が狭小化している部分は峡部(isthmus)
とよばれ、固有胃腺(胃底腺・幽門腺)の上層
は腺頚部(neck)、腺頚部の下層は腺体部
(base)と呼ばれている。これらはマウスにお
いてもヒトにおいても共通している組織学
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的な特徴である。
胃底腺・幽門腺の両者において峡部に上皮

幹細胞が存在し、この幹細胞から増殖した細
胞は上下方の両極性に規則正しく移動しな
がら成熟した各構成細胞に分化し、胃底腺・
幽門腺の継続的な再生を担っていると考え
られている。しかしながら、上皮幹細胞の実
用的なマーカーがいまだ存在しないため、こ
の細胞の同定や、さらなる研究発展の妨げと
なっている。

胃粘膜の恒常性は上皮細胞の脱落と再生
のバランスにより保たれているが、胃粘膜に
定着し、胃炎や胃癌などの病因とされるヘリ
コバクター属の感染により上皮細胞の増殖
は亢進し、この過形成は腫瘍への進展の足が
かりになると考えられている。その際増殖マ
ーカーKi-67 により標識される増殖細胞出
現率が有意に高くなるが、このことは我々も
ヘリコバクター感染胃炎マウスモデルによ
りこれまでも経験し、解析してきた。

一方、幹細胞とは「多分化能を有する未分
化な細胞」と定義され、通常の状態ではその
細胞分裂は強く抑制され細胞周期上の G0 期
にあり免疫組織学的に Ki-67 陰性となる。し
かし上記のヘリコバクター感染による上皮
細胞の増殖亢進状態においては、上皮幹細胞
は細胞分裂を起こす頻度が高くなると考え
られる。さらに、この組織幹細胞に遺伝子変
化が蓄積されることにより細胞周期が破綻
し、癌化するという癌幹細胞という概念も提
唱されている。

細胞周期はセリン／スレオニンキナーゼ
である CDK(cyclin-dependent kinase)、CDK
と結合し酵素活性を発現させる cyclin、CDK
に 結 合 し て そ の 活 性 を 抑 制 す る
CDKI(CDKinhibitor)の組み合わせやバラン
スによって各位相への移行が正確に制御さ
れている。その中でも活性化された CDK4・
cyclinD 複合体は癌抑制遺伝子の一つで、細
胞周期の進行や多くの癌発症に関与する
Retinoblastoma(Rb)蛋白ファミリーをリン
酸化し Rb 蛋白の細胞増殖抑制作用を抑制す
ることにより細胞増殖・癌発症に関与してい
る。また Rb 蛋白以外にも Smad3、Cdt1、Marcks
をリン酸化し細胞周期の早期である G1(G0)
期から S 期への進行に強く関与しているこ
とが分かっている。

これらの学術的背景より、粘膜上皮の増殖
が亢進し、上皮幹細胞が数的に増加、または
増殖亢進状態にあると予想されるヘリコバ
クター胃炎マウスモデルを足がかりにして、
細胞周期の観点から上皮幹細胞(または前駆
細胞)の有用なマーカーを同定し、胃および
消化管粘膜の幹細胞研究をさらに進めるこ
とにより、ひいては粘膜再生、癌の病態解析
および治療法の確立に応用することが出来
ると考えている。

２．研究の目的
消化管粘膜には上皮幹細胞が存在し、恒常

性の維持、治癒機転としての再生、癌化のメ
カニズムに非常に重要な役割を担っている。
本研究において最新の幹細胞、細胞周期研究
の知見や我々がこれまで検討してきた各消
化管疾患モデルマウスの知見を応用するこ
とにより、消化管粘膜上皮における有用な新
規組織幹細胞マーカーを同定し動態を明ら
かにする。また各疾患モデルにおける上皮再
生治癒のメカニズムや癌幹細胞の概念を念
頭に置いた癌発症・進展のメカニズムを解析
することにより、ヒトにおける消化管炎症性
疾患や消化管癌における病態の解明、疾患の
予防、悪性転化の阻止、新規治療法の確立等
を目的とする実験が計画されており、基礎医
学と実地臨床の橋渡しを念頭に置いたアプ
ローチになっている。

３．研究の方法
（1）ヘリコバクターフェリス(ATCC49179)を
購入・培養し、生後 8 週の C57BL/6 マウス
に一匹あたり 0.5×108菌体をカテーテルに
て経口投与する。菌体投与 3ヶ月後に屠殺し、
胃・血清等を採取し、胃炎モデルの完成を確
認する。
（2)この胃切片を抗 Ki-67 抗体と以下の
CDK4・cyclinD 複合体関連蛋白(以下関連蛋
白)に対する抗体を用いて、蛍光二重免疫染
色法で免疫染色し、Ki-67 陰性かつ関連蛋白
強陽性の細胞を検出する。
<関連蛋白> 複合体の一部 CDK4, cyclinD(1,
2, 3); 複合体の基質(Rb 蛋白ファミリー)
pRb, p107, p130;複合体のその他の基質
Cdt1, Marcks, Smad3; CDKI(CDK inhibitor)
p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c, p19INK4d,
p27Kip1,p57Kip2, p21Cip1 （特に基質につ
いてはリン酸化部位別にも検討する）
予備実験において Ki-67 陰性かつ関連蛋白
陽性の細胞を我々は既に見出している。
（pSmad2/3L-Thr）
（3）上皮細胞や胃粘膜構成細胞の特異的マ
ーカーと関連蛋白の蛍光二重免疫染色法に
て、この細胞が上皮由来の組織幹細胞であり、
間質の細胞や分化した各種細胞とは異なる
ことを確認する。(上皮細胞Cytokeratin 8 抗
体; 表層粘液細胞 UEA-1; 副細胞 GS II; 壁
細胞抗 H/KATPase 抗体; 主細胞抗
Pepsinogen 抗体; 内分泌細胞抗
ChromograninA 抗体; 腺粘液細胞 GS II)
（4)これまでに提唱されている消化管上皮
幹細胞マーカーと関連蛋白の蛍光二重免疫
染色法にて染色の陽・陰性の異同を比較する。
(抗 Bcl-2,Musashi-1,CD133,Lgr5,Bmi1 抗体)
（5)蛍光免疫染色後の切片をそのまま HE 染
色することにより明視野にてこの細胞を確



認し、特徴を解析する。
（6)ヘリコバクター非感染マウスの胃粘膜
(正常マウス胃粘膜)においても関連蛋白陽
性細胞を検索し、胃炎モデルマウスと陽性細
胞数の比較検討をする。
（7）正常マウス小腸・大腸粘膜や DSS 起因
性大腸炎モデル・IL-10 ノックアウトマウス
大腸癌モデルといった自験例のあるモデル
を作製し、Ki-67 と pSmad2/3L-Thr の蛍光二
重免疫染色法にて同様に細胞を検出し、胃粘
膜以外の組織上皮幹細胞や癌幹細胞のマー
カーとしての適否を確認する。 特に胃・腸
炎モデルについては pSmad2/3L-Thr発現細胞
を経時的に確認することにより、病変の進
行・粘膜再生治癒状況と pSmad2/3L-Thr 陽性
細胞の出現状況を比較し、疾患モデルの病態
の解析や治療としての可能性(粘膜再生にお
ける pSmad2/3L-Thr 特異的細胞周期促進刺激
薬)を探求する足がかりとする。また大腸癌
モデルにおいては pSmad2/3L-Thr 陽性細胞の
分布を詳細に観察し、組織幹細胞と癌幹細胞
の細胞増殖メカニズムの変化、発癌における
pSmad2/3L-Thr 発現の多寡の確認し、
pSmad2/3L-Thr 特異的細胞周期抑制剤投与に
よる癌抑制効果の可能性を検討する。
（8）内視鏡的切除術時に採取・摘出された
組織標本(正常消化管粘膜組織や各消化管癌
組織)を利用して、同様に Ki-67 陰性かつ
pSmad2/3L-Thr 強陽性の細胞を検出する。マ
ウスにて確認された組織幹細胞としての性
状や分布がヒト組織においても同様である
ことを確認する。

４．研究成果
（1)ヘリコバクターフェリス菌を生後 8週の
C57BL/6マウスに経口投与。3ヶ月後に屠殺、
胃炎モデルの完成を確認した。
（2)胃切片を抗 Ki67 抗体とリンカー部スレ
オニンリン酸化 Smad2/3 蛋白に対する抗体
(以下抗 pSmad2/3L-Thr 抗体)を用いて、蛍光
二 重 免 疫 染 色 し 、 Ki-67 陰 性 か つ
pSmad2/3L-Thr 陽性の細胞を検出した。
（3)上皮細胞のマーカーであるサイトケラ
チン 8と pSmad2/3L-Thr の蛍光二重免疫染色
法にて、この細胞が間質の細胞や浸潤した炎
症細胞とは異なることことを確認した。
（4)これまで提唱されている消化管上皮幹
細胞マーカーDCAMKL-1とpSmad2/3L-Thrの蛍
光二重免疫染色法を行い、両者の陽性細胞は
非常に近接した、分化状態が近い細胞として
認識された。
（5)蛍光免疫染色後の切片をそのまま HE 染
色することにより明視野にて pSmad2/3L-Thr
陽性細胞を確認した。この細胞は未熟な細胞
の可能性が示唆され、胃底腺、幽門腺におい
て幹細胞が存在するとされる胃腺峡部に確
認された。

（6）ヘリコバクター感染／非感染マウスの
胃粘膜において（2）-（5)をそれぞれ検索し
た。胃炎モデルマウスにおいて、粘膜の過形
成とともに pSmad2/3L-Thr 陽性細胞数、Ki67
陽性細胞数、DCAMKL-1 陽性細胞数が増加して
いた。pSmad2/3L-Thr 陽性細胞は峡部のみで
増加していたが、DCAMKL-1 陽性細胞は胃粘膜
全体に広がっていた。
（7）小腸・大腸においても抗 Ki67 抗体と抗
pSmad2/3L-Thr 抗体の蛍光二重免疫染色を施
行、多くの pSmad2/3L-Thr 陽性細胞が小腸は
パネート細胞直上に、大腸は腺管底部に認め
られた。両者はこれまで幹細胞の存在が考え
られた部位と合致した。
以上より胃粘膜上皮における有用な新規組
織幹細胞マーカーとして pSmad2/3L-Thr を同
定し動態を明らかにすることが出来た。
加えてその他の消化管上皮における検討と、
各疾患モデルにおける上皮再生治癒のメカ
ニズムを解析することにより、消化管粘膜障
害における粘膜再生メカニズムの一部を解
明することが出来た。
（8）正常マウスの小腸・大腸粘膜や、DSS 起
因性大腸炎モデルといった自験例のあるモ
デルを作製し、胃粘膜以外の組織上皮幹細胞
としての適否を確認したところ、胃のみなら
ず、小腸、大腸にても、これまで幹細胞が存
在すると考えられて来た部位に特異的に当
該細胞が検出された。これらの細胞は、幹細
胞の性質の一つである、BrdU 長期陽性細胞
(LRC: Label Retaining Cells)であることが
確認された。
(9) 特 に 大 腸 炎 モ デ ル に つ い て は
pSmad2/3L-Thr 発現細胞を病変部位的、経時
的に確認することにより、病変の進行・粘膜
再生治癒状況と pSmad2/3L-Thr陽性細胞の出
現状況を比較したところ、粘膜壊死期には著
減し、再生期になり著増していた。この所見
も当該細胞が組織幹細胞であることを推測
させる結果である。
(10)IL-10 ノックアウトマウス大腸炎・大腸
癌モデルを作製し、pSmad2/3L-Thr と Ki-67
の蛍光二重免疫染色法にて同様に組織幹細
胞を検出し、組織上皮幹細胞のマーカーとし
て利用できることを確認した。IL-10 ノック
アウトマウス大腸炎・大腸癌モデルにおいて
は pSmad2/3L-Thr強陽性細胞の分布を腸炎部、
癌部にて観察したが、粘膜が過形成となる腸
炎部では pSmad2/3L-Thr強陽性細胞が著増し
ていたが、癌部と思われた病変部では
pSmad2/3L-Thr 強陽性細胞はほとんど発現し
ていなかった。
（11）内視鏡的に摘出された組織標本(正常
消化管粘膜組織や各消化管腫瘍組織)を利用
して、同様に pSmad2/3L-Thr 強陽性細胞を検
出する実験を予備的に施行したところ、腫瘍
部において pSmad2/3L-Thr強陽性細胞が散在



性に認められた。
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