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研究成果の概要（和文）：両生類の消化管では、変態期に甲状腺ホルモンにより幼生型上皮の一部が脱分化して幹細胞
となり、成体型上皮を新たに形成する。本研究では、幹細胞への脱分化機構の分子レベルでの解明を目指し、アフリカ
ツメガエル小腸を実験モデルとして用い、甲状腺ホルモン応答遺伝子の発現解析および培養系を用いた機能解析を進め
た。その結果、Wnt5a/Ror2シグナル経路が幼生型上皮の脱分化に必須であることが明らかになった。さらに、幼生型上
皮内に散在するRor2発現細胞が幹細胞へと脱分化することが示唆されたため、Ror2発現細胞の系譜解析用のトランスジ
ェニックカエルの作製に着手した。

研究成果の概要（英文）：In the amphibian digestive tract, some of larval epithelial cells dedifferentiate 
into adult stem cells by the inductive action of thyroid hormone (TH). In the present study, to clarify 
molecular mechanisms underlying the epithelial dedifferentiation into the stem cells, we performed 
expression and functional analyses of TH response genes, using the culture system for the Xenopus laevis 
small intestine. Our results indicate that TH-activated Wnt5a/Ror2 signaling is essential for the larval 
epithelial dedifferentiation accompanied by changes in cell morphology. In addition, our findings 
strongly suggest that absorptive epithelial cells expressing Ror2, which are scattered in the larval 
epithelium, can dedifferentiate into the stem cells. To clarify the origin of the stem cells, we isolated 
the promoter of Ror2 and started to generate transgenic frogs for lineage analysis of the epithelial 
cells expressing Ror2.

研究分野： 発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
哺乳類の消化管上皮では組織内の決まった
場所に幹細胞が局在し、周囲の微小環境（ニ
ッチ）の影響を受けながら、他のすべての上
皮細胞を生涯にわたって供給し続けている。
この成体幹細胞を制御するしくみは器官の
維持や再生に重要であるが、消化管での幹細
胞研究は立ち遅れ、発生過程で幹細胞やその
ニッチがどのようにして形成されるのか、ま
だ殆ど明らかにされていない。 
 変態期に全身的な体の作りかえが起こる
両生類の消化管では、哺乳類消化管に類似の
幹細胞を甲状腺ホルモン（thyroid hormone; 
TH）によって実験的に誘導することができ、
幹細胞研究にユニークな実験モデルを提供
している。申請者はこれまでに、アフリカツ
メガエル小腸を使った生体外培養系を確立
し、分化した幼生型上皮の一部が脱分化する
ことにより成体幹細胞が生じること、さらに、
この脱分化には上皮と結合組織各々で発現
する TH 応答遺伝子が不可欠であることを、
実験的に証明した。これらの結果は、各組織
で発現する TH 応答遺伝子を解析していくこ
とにより、上皮脱分化の分子機構が解明可能
であることを示している。近年、ツメガエル
の小腸では数多くの TH 応答遺伝子が同定さ
れているが、その大部分は小腸における役割
は未知である。そこで、申請者らはこれらの
TH 応答遺伝子の発現解析を進め、現在まで
に Wnt や Notch シグナル伝達経路に関わる遺
伝子等、幹細胞の出現時に発現が高まる遺伝
子を複数見出している。なかでも Wnt5a の受
容体の１つである Ror2 は上皮で発現し、幹
細胞が出現すると同時に幹細胞で特異的に
強発現する、という興味深い発現パターンを
もつ。Wnt5a/Ror2 経路は細胞極性に関与する
ことが他の器官系では知られており、幹細胞
への脱分化過程で起こる上皮細胞の極性や
形の変化に、この経路が関わっている可能性
が高い。また、申請者はこれまでに幹細胞の
出現時に限って上皮・結合組織間で cell 
contact が頻繁に起こることを報告している
が、Notch 等の膜貫通タンパク質をコードす
る TH 応答遺伝子は、cell contact を介した幹
細胞制御に関与している可能性がある。そこ
で、これらの TH 応答遺伝子に注目して解析
を進めていけば、上皮の脱分化機構の解明に
繋がると考え、本研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究ではアフリカツメガエルの小腸を実
験モデルとし、TH 応答遺伝子の解析を進め
ることにより上皮脱分化機構の分子レベル
での解明を目指す。具体的には、以下のこと
を明らかにする。 
 
（１）①Wnt5a/Ror2 経路に関わる TH 応答遺
伝子について、正常発生（幼生期から変態が
完了するまで）における小腸での発現を詳細
に解析する。特に、Ror2 は変態前の幼生型上

皮ではどの分化タイプの細胞で発現してい
るのか、その細胞は変態期に丸い幹細胞へと
形を変えるのか、等を明らかにする。②培養
系を用い、変態前の小腸を Wnt5a/Ror2 経路を
活性化あるいは抑制した条件下で培養する。
各条件下での Ror2 発現細胞の形態的変化や
幹細胞出現の有無等について解析し、この経
路が幹細胞への上皮脱分化に及ぼす作用を
明らかにする。 
 
（２）Notch や transient receptor potential (TRP)
チャネルファミリーに属する分子等、細胞膜
に遺伝子産物が存在する TH 応答遺伝子につ
いて、正常発生（幼生期から変態が完了する
まで）における小腸での発現を解析する。幹
細胞出現時に一過性に発現が上昇し、上皮・
結合組織間の cell contact 部位で発現する遺
伝子をスクリーニングする。さらに、これら
の遺伝子について順次、上皮脱分化に及ぼす
作用を培養系を用いて明らかにしていく。 
 
（３）上記（１）より、Ror2 を発現する細胞
が変態期に幹細胞へと脱分化することが明
らかになった場合には、Ror2 発現を手掛かり
にして幹細胞の発生学的起源を追究するた
め、トランスジェニック（Tg）カエルを作製
する。薬剤を投与した時に Ror2 発現細胞特
異的に蛍光タンパク質を発現するような Tg
カエルの作製に成功すれば、様々な発生段階
で Ror2 発現細胞を蛍光標識し、その細胞が
幹細胞になるか否かを調べることにより、幹
細胞の起源を辿ることが可能となる。 
 
３．研究の方法 
（１）①各発生段階（幼生期～変態完了直後）
のアフリカツメガエル（Xenopus laevis）から、
小腸を摘出した。Wnt5a、Ror2、Frizzled2 の
発現を RT-PCR および免疫組織化学的手法を
用いて解析し、各遺伝子の発現パターンと変
態期に出現する幹細胞との時間・空間的関連
について調べた。②変態前の幼生から小腸を
摘出し、器官培養系を用いて 26０C で 5 日間
培養した。TH 非存在下（内在性の Wnt5a の
発現は上昇しない状態）では培養液に Wnt5a
を添加して Wnt5a/Ror2 経路を活性化し、TH
存在下（TH により Wnt5a の発現が上昇する
状態）では Wnt5a の機能阻害抗体を添加して
Wnt5a/Ror2 経路を抑制した。経時的に小腸を
固定して組織切片を作製し、各小腸での Ror2
発現細胞の形態を顕微鏡により観察した。ま
た、各小腸における細胞増殖活性や幹細胞の
出現について、増殖細胞や幹細胞のマーカー
（PCNA や Lgr5、Musashi-1 等）を使った免
疫組織化学により定量的に解析した。各条件
下での培養結果を比較することにより、
Wnt5a/Ror2 経路が幼生型上皮の脱分化に及
ぼす作用を調べた。 
 
（２）各発生段階（幼生期～変態完了直後）
のツメガエルから、小腸を摘出した。Notch



や TRP チャネル等の TH 応答遺伝子の発現を、
RT-PCR、DIG 標識 RNA プローブを用いた in 
situ hybridization および免疫組織化学により
解析し、幹細胞出現時に発現が上昇し、上
皮・結合組織間の cell contact 部位で発現する
遺伝子を選び出した。さらに、その機能につ
いて解析するため、培養系を用いて遺伝子産
物やその阻害物質等の添加実験を開始した。 
 
（３）Tg カエルを作製するために、まず Ror2
のプロモーターをツメガエルゲノムから単
離した。このプロモーターの制御下に Cre を
挿入し、薬剤（ドキシサイクリン）を投与し
た時に、Ror2 発現細胞でのみ Cre が活性化さ
れるようにDNAコンストラクトを設計した。
このコンストラクトをメガヌクレアーゼで
処理した後、ツメガエルの受精卵に注入して
Tg カエルを作製した。 
 
４．研究成果 
（１）リガンドである Wnt5a と、その受容体
である Ror2 と Frizzled2 の発現解析を行い、
いずれも幹細胞が出現する時期に TH の作用
を受けて発現が一過性に上昇することを示
す結果を得た。ただし、TH 直接応答遺伝子
はは Frizzled2 のみで、Wnt5a と Ror2 は TH
以外のシグナルを介して間接的に発現が上
昇することも明らかになった。さらに、各遺
伝子を発現する細胞を経時的に観察し、①
Ror2 のみが変態前から幼生型上皮特異的に
発現すること、②Ror2 発現細胞は幼生型上皮
内に散在的に分布し、刷子縁をもつ吸収上皮
細胞であること、③Ror2 発現細胞は変態期に
単層円柱細胞から丸い幹細胞へと形を変化
させること、等の結果を得た。これらの結果
は、遅くとも幹細胞の出現直前には、Ror2 を
発現する幼生型吸収上皮細胞は幹細胞の前
駆細胞として決定されており、幹細胞の発生
学的起源を辿るために Ror2 発現細胞の系譜
解析が有効であることを示唆している。 
 
（２）Wnt5a/Ror2 経路の役割を明らかにする
ために小腸の培養実験を行い、以下の結果を
得た。①TH 非存在下で Wnt5a を培養液に添
加した場合には、Ror2 を発現する上皮細胞の
形や極性が変化したが、幹細胞の出現には至
らなかった。これに対し、TH 存在下で発現
が高まるWnt5aの働きを機能阻害抗体により
抑制した場合には、TH により誘導される上
皮細胞の形の変化が抑制され、TH 存在下で
あっても幹細胞は出現しなかった。これらの
培養結果は、Wnt5a/Ror2 経路の活性化が、幹
細胞への脱分化に充分ではないが必須であ
ることを示している。また、②Wnt5a は Ror2
発現細胞以外の幼生型上皮細胞にも作用し、
その細胞増殖を促進した。このことは、Wnt5a
が Ror2 以外の受容体（おそらく Frizzled2）
を介して、canonical Wnt シグナル経路にも関
わっていることを示唆している。そこで
canonical Wnt 経路に関わる TH 応答遺伝子に

ついても発現解析を始めた。幹細胞の出現時
には TH の作用を受けて-catenin の発現が高
まり、タンパク質の核移行が観察される等、
canonical Wnt経路が活性化されることを示す
結果も得た。 
 
（３）細胞膜に遺伝子産物が存在する TH 応
答遺伝子の発現解析を行い、幹細胞の出現時
に TH により発現が一過性に上昇する遺伝子
として、Notch1 とそのリガンド Jagged1、2、
TRP チャネルの１つである TRPP1、canonical 
Wnt 経路の標的遺伝子である CD44 等がこれ
までに明らかになっている。このうち、cell 
contactの部位の幹細胞側ではNotch1やCD44、
結合組織側では TRPP1 や Jagged1 等が発現し
ていることを示す結果も得、これらの遺伝子
の機能について解析中である。また、出現時
の幹細胞では Notch1 の他に Hes 関連遺伝子
である hairy-1 も強発現することから、上皮の
脱分化には Notch 経路も関与することが示唆
された。幹細胞への脱分化には、複数のシグ
ナル経路間でのクロストークを含む複雑な
機構が存在することが予想される。 
 
（４）上記（１）の成果より、Ror2 発現細胞
の系譜解析が幹細胞の起源解明に有効であ
ることが示唆されたため、この系譜解析に用
いる Tg カエルの作製に着手した。単離に成
功したツメガエル Ror2 プロモーターを使い、
ドキシサイクリンを加えた時に Ror2 発現細
胞特異的に Cre が活性化されるように作られ
た Tg カエルを得た。この Tg カエルの小腸を
使い、Ror2 プロモーターの特異性を現在確認
中である。さらに、Cre-loxP システムを用い
て Ror2 発現細胞を永久標識するため、レポ
ーターとなる loxP-EGFP-loxP-DsRed 導入 Tg
カエルのライン化も進めている。これらの Tg
カエルを使ったダブル Tg カエルの作製に成
功すれば、発生初期まで Ror2 発現細胞の系
譜を追跡することができ、脊椎動物では未知
の、消化管幹細胞の発生学的起源を辿ること
が可能になる。 
 
 哺乳類の小腸においても、TH が上昇する
時期（授乳期から離乳期）に既存の上皮の一
部が幹細胞へと脱分化することが近年報告
され、TH が誘起する幹細胞への上皮脱分化
機構は、脊椎動物間で進化的に保存されてい
ることが提唱されている。したがって、本研
究で得られた上記の成果は、陸上脊椎動物共
通の上皮幹細胞への基本的な理解に役立つ
ものである。また、生体内で最も細胞更新が
速い組織である小腸上皮では、幹細胞の起源
やそれを制御するニッチの分子レベルでの
解明は医学的にも重要である。現在までのと
ころ、Wnt5a/Ror2 経路を中心に、canonical Wnt
経路、Notch 経路等、TH によって活性化され
る複数の経路が幹細胞の出現に関与するこ
とが示唆されている。TH により幹細胞を誘
導できるツメガエル小腸の利点を活かして



本研究をさらに進め、シグナル経路間のクロ
ストークも含む複雑な機構の全貌を解明し
ていくことができれば、消化管の再生医学や
癌生物学の発展にも貢献できると考えてい
る。 
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