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研究成果の概要（和文）：腸管上皮恒常性維持には Wnt・Notch シグナルが重要である。本研

究ではこの両シグナル間クロストーク機構を解析した。癌細胞株の解析で、Notch 下流で機能

する転写因子 Hath1 が Wnt シグナル依存性蛋白分解をうけることを示した。また本機構が癌

細胞における抗癌剤耐性獲得や癌細胞分化度に関わる可能性を示した。一方非癌組織での

Wnt/Notch シグナル解析のため、正常大腸上皮の培養技術を確立した。本法では、Lgr5 陽性

幹細胞を長期間維持可能となり、かつ移植によりレシピエントの傷害大腸上皮を修復可能であ

った。本成果は大腸癌と大腸上皮再生研究に重要な意義を有すると考える。 
 
研究成果の概要（英文）：Wnt and Notch pathways are known to function together to regulate 
proliferation and differentiation of intestinal epithelium; however, the molecular 
mechanism of their functional interplay remains unclear. In this study, we aimed at 
investigating the signaling crosstalk between these two pathways in colonic epithelium. 
First, by using several human colon cancer-derived cell lines, we have demonstrated that 
the expression of Hath1, a bHLH transcription factor known to be involved in Notch 
signaling, is regulated by the proteasome-mediated protein degradation that is under the 
control of Wnt signaling. We also showed that this post-translational regulation of Hath1 
by Wnt/Notch signals is important for cell fate determination of colonic cells. Second, in 
order to investigate the crosstalk between Wnt/Notch signals, we have established a novel 
method to isolate and culture normal colonic epithelium in vitro. By this method, colonic 
cells continuously grow and the Lgr5+ colonic stem cells preferentially expand as a result of 
Wnt/Notch activation. We also showed for the first time that the cultured colonic cells are 
able to regenerate damaged epithelium in recipient mice when transplanted. These data 
would built a basis for the future study to elucidate molecular mechanism that govern the 
interplay of Wnt/Notch signals to regulate the regenerative properties and/or malignant 
transformation of colonic epithelial cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 腸管上皮組織は、幹細胞を由来とする細胞
群の秩序正しい「増殖」と「分化」の調和の
もと、短い細胞回転で再生を繰り返す。一方
この制御機構の破綻が、増殖・分化障害によ
る重篤な組織再生不全、あるいは異常増殖能
獲得による細胞癌化と密接に関わっている。
これら「増殖」・「分化」制御には、Wnt およ
び Notch シグナルが重要な役割を担うこと
が知られるが、その詳細は明らかではない。 
申請者らのグループは、腸管上皮細胞におい
ては、Wnt シグナルが Notch シグナル構成
分子である bHLH型転写因子Hath-1の翻訳
後修飾を誘導し、その蛋白安定性の変容を介
して転写機能を制御するとの新規の分子機
構を見いだした（Gastroenterology 2007、
BBRC 2008）。また代表申請者は、消化管ホ
ルモン受容体研究に従事し（Pancreas 1999、
Pancreas 2002）、CCK-A が腸管上皮内分泌
細胞におけるセクレチン分泌能に及ぼす機
能を明らかにするなど（Pancreas 2000、Jpn 
J Physiol 2001）、モデル動物を用いた in vivo
解析および分子生物学的研究手法を用いた
腸管上皮細胞解析もおこなってきた。 
 本申請研究ではこれらを背景とし、Wnt と
Notchシグナル間新規クロストーク機構を生
化学的および細胞生物学的手法を用いて詳
細に解析し、大腸上皮細胞の増殖・分化が正
確に連動し制御される分子機構を明らかに
することとした。さらに、ここで得られる知
見が正常の大腸組織でも機能する機構か否
かを検証するために、正常大腸上皮細胞の新
しい体外培養技術を独自に開発することと
した。 
 
２．研究の目的 
 Wnt シグナルと Notch シグナルの細胞内
クロストーク機構、特に Wnt シグナルが
Notch シグナル構成分子である転写因子
Hath-1 発現・機能を調節する機構を明らか
にし、Hath-1 分子機能制御の詳細を明らか
にすることを目的とした。また、申請者らの
グループが確立した大腸上皮細胞培養技術
を利用し、正常腸管上皮細胞の増殖・分化に
関わる Wnt および Notch シグナルの作用を
解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
１）Notch シグナル制御因子 Hath1 分子機能
制御の解析 
a) Notch シグナルを負に制御する bHLH 型
転写因子 Hath1 の発現解析 
i) ヒト大腸サンプルを用い、大腸健常部と癌
部の Hath1 遺伝子の発現を解析した。また、

蛋白レベルでの解析は免疫染色法でおこな
った。 
ii) Hath1 発現機構を解析するため、大腸癌細
胞株への Hath1 遺伝子を強制発現し、蛋白発
現レベルを解析した。 
iii)Hath1 蛋白の翻訳後の分解による発現量
調節機構を知るため、種々の蛋白分解阻害剤
を投与し、Hath1 蛋白の発現量に与える影響
を調べた。 
iv) Hath1 蛋白のユビキチン化とその後のプ
ロテアソームによる蛋白分解を調べるため、
Hath1 蛋白のユビキチン化を免疫沈降法で
解析した。 
v) 蛋白分解に必須な Hath1 分子内アミノ酸
を特定するため、種々の Hath1 変異体を作成
し解析した。 
b) Hath1 分子機能におよぼす Wnt シグナル
下流の GSK3b 機能の解析 
i) 大腸癌細胞における Hath1 蛋白分解機構
に、GSK-3b 活性が関わるか否かを検討する
ため、293T細胞にWnt1を共発現させHath1
蛋白の変化、あるいは大腸癌細胞株に野生型
APC を導入して Wnt シグナルを不活化して
Hath1 蛋白発現量を調べた。 
c) Hath1 蛋白可視化システムの確立 
Hath1 蛋白発現の経時変化をモニターする
ため、野生型あるいは蛋白分解抵抗性 Hath1
変異体を作成し、これらと蛍光蛋白
（mCherry）の融合蛋白を安定発現するヒト
大腸癌細胞株を樹立した。 
d) Hath1 強制発現による細胞分化の変化 
上記野生型および変異型 Hath1 の発現によ
る細胞分化度の変化を解析した。また、これ
らの種々の Hath1 発現時において、5-FU、
シスプラチン、オキサリプラチン、CPT11
などによる細胞増殖抑制効果を比較した。 
 
2）正常培養大腸上皮細胞を用いた増殖・分
化機構の解析 
a) 正常大腸上皮細胞の増殖・分化におよぼす
Wnt と Notch シグナルの解析のため、マウ
ス大腸陰窩を培養する条件を検討した。 
b) a)で培養可能となった正常大腸上皮細胞
の性状解析を、RT-PCR および免疫細胞染色
法、および透過電子顕微鏡観察をおこなった。 
c) 培養大腸上皮幹細胞の in vitroにおける分
化能を検討するため、Notch シグナル阻害剤
を培地中へ添加し、幹細胞マーカーあるいは
分化細胞マーカー発現の経時変化を、mRNA
および蛋白レベルで解析した。 
d) 大腸上皮幹細胞の増殖プロセスのリアル
タイム可視化のため、単離直後の大腸陰窩が
3 次元的構造をとりながら増殖していく全プ
ロセスを、微分干渉法（DIC）を用いてタイ



ムラプス観察をおこなった。また、幹細胞マ
ーカーである Lgr5 のプロモーター下流に
EGFP を組み込んだノックインマウス
（Lgr5-EGFP-ires-CreERT2）から得た大腸
上皮を培養し、上皮細胞増殖過程における幹
細胞の挙動を長時間にわたり観察した。 
e) 培養正常大腸上皮細胞の移植によって傷
害大腸上皮を修復することを試みた。このた
めに、EGFP トランスジェニックマウスより
単離し培養した上皮をドナー細胞とし、大腸
炎を惹起したマウスをレシピエントとした
移植実験をおこなった。 
f) ただ 1 個の大腸上皮幹細胞を単離し、これ
を体外で培養し大量に増やした後に、大腸上
皮傷害をもつレシピエントマウスに移植す
る実験を構築した。このために、Rosa26 座
にCreリコンビナーゼによる組換え依存性に
蛍光タンパクを発現するマウスと、これを上
記 Lgr5-EGFP-ires-CreERT2 マウスを交配
したマウスを利用した。すなわち、これにタ
モキシフェンを投与しCreによる組換えを誘
導したのちに、大腸上皮を単離した。この中
で、EGFP 陽性かつ RFP 陽性の幹細胞を単
離し、限界希釈法によって 1 個の幹細胞に由
来する上皮細胞を増やした。これを利用し、
ふたたび DSS 経口投与で大腸炎を惹起した
マウスをレシピエントとした移植をおこな
った。 
 
４．研究成果 
1) Wnt/Notchシグナルのクロストークの分子
機構  
  キー分子 Hath1 の制御機構解析   
 
a) Hath1分子の翻訳後調節による分解制御機
構の解明 
 ヒト検体の解析の結果、大腸正常部と癌部
の Hath1遺伝子発現には有意差を認めないも
のの、蛋白レベルでは、癌部での Hath1 発現
低下を認めた。大腸癌細胞株へ Hath1 遺伝子
を強制発現させ解析した結果、この現象が
Hath1 の翻訳後分解によるものとわかった。 
 種々の蛋白分解阻害剤の作用を調べた結
果、Hath1 がプロテアソーム依存性分解を受
けること、そして実際に Hath1 蛋白がポリユ
ビキチン化をうけることがわかった。興味深
いことに、蛋白分解に必須な Hath1 分子内ア
ミノ酸配列は、GSK-3b によるリン酸化配列と
一致し、実際このセリンをアラニンに置換し
た Hath1 変異体は蛋白分解抵抗性となった。 
 恒常的にはWntシグナルがOffである293T
細胞株に Wnt1 と Hath1 を共発現させると、b
カテニン蛋白の増加を認める一方で Hath1蛋
白の減少を認めた。また逆に恒常的に Wnt シ
グナルが活性化されている大腸癌細胞株に
野生型 APCを導入し Wntシグナルを不活化す
ると、Hath1 蛋白発現量が増加した。以上よ

り Wnt シグナルが、下流の GSK3b を介して
Hath1 発現量を調節する機構の存在が確認さ
れ、Notch シグナルと Wnt シグナルのクロス
トークが明らかとなった。 
b) Hath1 による大腸上皮増殖・分化調節機構 
 次に Hath1 機能が細胞増殖・分化に与える
作用を解析した。野生型あるいは蛋白分解抵
抗型変異体の Hath1 と蛍光蛋白 mCherry の融
合蛋白を発現する大腸癌細胞株を作成した。 
 本実験システムを利用し、野生型 Hath1 細
胞に GSK3 阻害剤を加え Hath1 蛋白を安定化
させると、Mucin2 遺伝子の発現上昇を認め、
分泌型大腸上皮への分化が誘導できた。同様
に各種の蛋白因子や薬剤のHath1蛋白分解へ
の作用をスクリーニングしたところ、興味深
いことに、抗癌剤である 5-FU、シスプラチン、
オキサリプラチン、CPT11 が Hath1 蛋白安定
化に寄与し、Mucin2 遺伝子の発現上昇を介し
て分泌型細胞分化を促進することを発見し
た。 
 また、Hath1 蛋白機能の増強により誘導さ
れる遺伝子群の探索により、大腸上皮幹細胞
のマーカー遺伝子として知られる Lgr5 の増
強を認めた。  
 
2) 正常培養大腸上皮細胞を用いた増殖・分
化機構の解析 
 
a) Wnt、Notch シグナルが大腸上皮細胞増殖・
分化にになう役割を、正常な大腸上皮細胞に
おいて解析するため、マウスの正常な大腸上
皮細胞を体外で培養する技術の検討をおこ
なった。その結果、マウス大腸上皮をコラー
ゲンゲルに包埋し、Wnt シグナル活性化因子
(Wnt3a および Rspo1)、BMP シグナル阻害因子
(Noggin)、EGF、HGF および牛血清アルブミン
(以下 BSA)を含む無血清培地で培養すると、
球状構造として培養可能であることを見出
した。オルガノイドの回収・分散後に同一条
件で培養すると球状オルガノイドの再形成
が見られ、この継代操作により 1年を超す長
期培養が可能であった。 
b) 培養大腸上皮細胞の性状解析 
 培養可能となったオルガノイドは、単層上
皮細胞から形成され、アルシアンブルー陽性
杯細胞、CgA 陽性神経内分泌細胞、CAII 陽性
吸収上皮細胞、COX1 陽性タフト細胞、KI67
陽性未分化細胞を含んでいた。透過型電子顕
微鏡観察により、これらオルガノイドが上皮
細胞に特徴的な微絨毛・密着結合に加え、内
腔に粘液顆粒を有する杯細胞、基底膜側に電
子密度の高い分泌顆粒を有する神経内分泌
細胞、および分裂期染色体を示す増殖細胞を
含むことが示された。 
c)本培養技術による Lgr5+上皮幹細胞の挙動
解析 
 発現遺伝子解析により、幹細胞マーカー



Lgr5 が維持されることが示された。 
Lgr5-EGFP-ires-CreERT2 マウスの大腸上皮
を単離しリアルタイムで観察した結果、
Lgr5+細胞数が培養過程、特に培養開始後数
日間に著増することが明らかになり、本培養
法が上皮幹細胞を体外で増加させるもので
あることがわかった。 
 さらに詳細な解析により、Lgr5 遺伝子発現
増加には Wnt・Notch・BMP シグナルが関与す
ることが明らかになるとともに、γセクレタ
ーゼ阻害剤によるNotchシグナル阻害により
幹細胞から杯細胞への分化が促進されるこ
とも示された。 
d) 培養大腸上皮幹細胞移植による傷害上皮
の修復 
 EGFP トランスジェニックマウス由来培養
大腸上皮細胞がレシピエントマウス大腸の
上皮欠損部位に生着する移植条件を見いだ
した。ドナー細胞は、移植 1 週後には主とし
て潰瘍部を平坦な面として被覆し、欠損上皮
を補充することが明らかとなった。さらに移
植 1ヶ月後にも移植片がレシピエント内に存
在しうること、しかもこの中には全ての分化
細胞と増殖細胞を含んだ正常クリプト構造
を有する大腸上皮が構築されることを明ら
かにした。 
 また、移植成功群（N=6）と偽移植群（N=6）
の比較の結果、移植成功群では移植後の体重
増加が速やかであることから、急性腸炎モデ
ルマウスに対する培養細胞移植が臨床的有
用性をもつ可能性が示唆された。 
e) ただ1個のLgr5+幹細胞に由来する細胞移
植と大腸上皮再生
R26R-confetti/Lgr5-EGFP-ires-CreERT2 よ
り得た単一の Lgr5+大腸幹細胞から大腸上皮
細胞を大量に増やすことが可能であった。こ
れらを体外で培養し、得られた培養細胞を用
いて移植実験をおこなった結果、全ての分化
細胞と増殖細胞を含む組織学的に正常な大
腸上皮が再生した。さらに、移植後半年を経
過したレシピエントマウスにおいても、増殖
細胞および全ての分化細胞を含むクリプト
が複数認められることから、本培養技術にお
いて、正常の組織構築能を維持し長期にわた
って幹細胞性を維持する細胞が数的増大を
伴いつつ維持できることが明瞭となった。 
 
５．結論 
大腸上皮におけるWnt/Notch シグナルのクロ
ストーク機構を明らかにするために、1) 細
胞株を用いた分子生物学的検討、および 2) 
正常大腸上皮細胞の独自の培養技術を用い
た検討を柱として研究を展開した。 
 1)のプロジェクトにおいては、Notch シグ
ナル下流ではたらく転写因子 Hath1の制御機
構を解析し、この分子発現と機能が Wnt シグ
ナルの作用をうけるという、両シグナルの新

しいクロストーク機構の一端を明らかにす
ることができた。しかも、癌細胞において
Hath1 分子機能が強くなることによって、抗
癌剤耐性を獲得したり、癌形質の変化を来す
可能性があるとの新しい知見をえることが
できた。Wnt シグナルと Notch シグナルのク
ロストークに重要な機能をもつHath1のさら
なる解析により、大腸癌の薬剤耐性・分化形
質の変化の詳細がさらに明らかにできると
期待される。 
 2)のプロジェクトにおいては、マウス大腸
上皮細胞を長期に培養する独自の技術を確
立し、この培養細胞の移植によって傷害大腸
上皮の再生が可能であることを提示した。こ
の成果は 2つの意義をもつと考える。第一に、
腸管上皮幹細胞の in vitro 操作を可能にし
た点にある。本培養技術は、大腸上皮幹細胞
研究の新しいツールとして、分子生物学的お
よび生化学的解析の進展に大きく寄与する
であろう。第二には、培養大腸上皮細胞を用
いた同種間上皮移植に世界で初めて成功し、
移植上皮が別の個体内で機能的大腸上皮を
再生すること、上皮移植が急性腸炎の回復に
一定の治療効果を有すること、更にはただ一
個の幹細胞であってもこれを体外で増やし
移植することで同様の機能的大腸上皮の再
生が可能であることを示した点にある。これ
ら一連の結果は、培養腸管上皮幹細胞を利用
した再生医療の可能性を示した結果である
と同時に、微小な検体から増やした培養幹細
胞であっても、腸管上皮再生に利用しうると
の重要かつ画期的な知見を供与するもので
あり、意義の高いものであったと考える。 
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