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研究成果の概要（和文）： 
MAPキナーゼキナーゼキナーゼ（MAP3K）は MAPキナーゼ（MAPK）の上流で働くキナーゼで、フ
ァミリーを形成しており、その中で TAK1と MEKK3は JNK、p38といった MAPKの活性化以外にも、
種々の刺激による NF-κB の活性化に関わっていることが明らかにされている。申請者らは、部
位特異的 TAK1 欠損マウスを作製し、腸管上皮細胞を含む種々の細胞における TAK1 の in vivo
における機能について報告してきた。本研究では腸管上皮細胞特異的 MEKK3 欠損（MEKK3IEC-KO）
マウスを作製し、TAK1IEC-KOマウスと比較検討を行った。その結果、TAK1 とは異なり、腸管上皮
細胞における TNF 刺激による NF-κB 活性化には MEKK3 は必須ではないことが明らかとなった。
また、急性大腸炎誘導モデルを用いた検討から、MEKK3 は腸管上皮細胞の恒常性維持に関与し
ていることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
MAP3K family members act at upstream of MAPK such as JNK and p38. Among them, 
it has been reported that TAK1 and MEKK3 are also involved in the activation of 
NF-κB in response to several stimuli. We made conditional TAK1-deficient mice 
including intestinal epithelial cell-specific one (TAK1IEC-KO), and reported the role of 
TAK1 in vivo. In this study, to elucidate the in vivo role of MEKK3 at IEC, we made 
and analyzed MEKK3IEC-KO mice, and compared them with TAK1IEC-KO mice. As a 
result, it was revealed that MEKK3, but not TAK1, was not involved in the activation 
of NF-κB in IEC. In addition, it was suggested that MEKK3 participated in 
maintenance of homeostasis of IEC.  
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中でも腸管上皮細胞（IEC）は物理的なバリ
アを形成して腸内細菌と免疫細胞を隔て、ま
た抗菌ペプチドなどを産生することで腸管
内の恒常性維持に深く寄与している。この恒
常性、および腸管免疫の破綻は炎症性腸疾患
（IBD）の原因と考えられている。 

近年、転写因子 NF- κB の活性化経路に必須
である NEMO の腸管上皮細胞特異的欠損マウ
ス（NEMOIEC-KOマウス）が作製、解析された。
NEMOIEC-KOマウスは正常に生まれてくるものの、
生後数週間で大腸炎を自然発症する。アダプ
ター分子 MyD88との二重欠損マウスではこの
炎症所見が認められなくなることから、
NEMOIEC-KO マウスが示す大腸炎は Toll 様受容
体（TLR）を介した腸内細菌の認識が引き金
になっていることが予想される。NEMOの欠損
は主要壊死因子（TNF）によるアポトーシス
を亢進することが知られているが、TNF 受容
体-I（TNFRI）を欠損する NEMOIEC-KO マウスで
は大腸炎が認められない。このことは、TNFRI
を介したアポトーシス誘導シグナルもまた
NEMOIEC-KOマウスマウスの大腸炎発症に重要で
あることを示しており、腸上皮での NF-κB 活
性化に到るシグナル伝達が腸管免疫の恒常
性維持に重要であることを意味している。 
MAPキナーゼキナーゼキナーゼ（MAP3K）は

MAP キナーゼ（MAPK）の上流で働くキナーゼ
で、ファミリーを形成しており、現在までの
ところ 15 種類が知られている。その中で、
TGF-β-activated kinase 1（TAK1)と MEKK3
は JNK、p38といった MAPKの活性化以外にも、
種々の刺激による NF-κBの活性化に関わって
いることがそれぞれを欠損するマウス胎児
繊維芽細胞（MEF）を用いた解析から明らか
にされている。両分子の MAPK、NF-κB 活性化
への寄与は刺激によって異なるが、それぞれ
の欠損 MEF で同じ表現型を示す場合もあり
（例：TNF刺激による NF-κB の活性化）、関係
性や使い分けに関してはよくわかっていな
い。また、TAK1欠損マウス、MEKK3 欠損マウ
ス共に早期胎生致死であることから、in vivo
での機能に関しても不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
これまでに申請者らは、部位特異的 TAK1

欠損マウスを作製し、腸管上皮細胞を含む
種々の細胞における TAK1 の in vivo におけ
る機能について報告してきた。興味深いこと
に、NEMOIEC-KOマウスと異なり、腸管上皮細胞
特異的 TAK1 欠損マウス（TAK1IEC-KOマウス）は
生後すぐに腸管全域にわたる激しい上皮細
胞死を認め、1 日以内に死亡する。また、誘
導型腸管上皮細胞特異的 TAK1 欠損マウス
（inducible-TAK1IEC-KO マウス）を用いて、4
週齢のマウスで TAK1 を欠損させた場合も数
日で激しい細胞死が見られる。さらに、TNFRI
との二重欠損マウスにおいても、生後数週間

で大腸炎のみならず回腸炎を発症する。これ
らの結果は、TAK1 が腸管上皮、腸管免疫の恒
常性維持に関して、NF-κB 以上に多段階で関
与していることを示唆している。 
最近、理化学研究所・免疫・アレルギー科

学総合センター・分化制御研究グループ（黒
崎知博グループディレクター）で、部位特異
的に MEKK3 を欠損させることができる
floxed-Map3k3 マウスが作製され、MEKK3 に
ついても in vivo解析が可能になった。本研
究では、このマウスを用いて腸管上皮細胞特
異的 MEKK3欠損マウス（MEKK3IEC-KOマウス）を
作製、解析し、NEMO や TAK1 欠損マウスの表
現型と比較検討することで、MEKK3 の腸管免
疫恒常性維持における機能や位置づけを明
らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
Cre-loxPシステムに準じた floxed-Map3k3

マウスは理化学研究所・免疫・アレルギー科
学総合センター・分化制御研究グループ（黒
崎知博グループディレクター）から分与頂い
た。このマウスと、腸管上皮細胞特異的に Cre
タンパクを発現するマウス（Villin1-Cre）
を掛け合わせ、腸管上皮細胞特異的 MEKK3 欠
損マウスを作製する。TAK1IEC-KOマウスのよう
に、生後すぐに死亡してしまう可能性もある
ため、誘導型腸管上皮細胞特異的 MEKK3欠損
マウスの作製も進める。このマウスの作製に
必要な VilERT2-Cre マウスはフランス
Institut Curie-CNRSの Dr. Sylvie Robine
から供与頂いた。Villin1-Cre、VilERT2-Cre
マウス共に体外受精・胚移植によるクリーン
アップを行い、SPF実験動物施設に搬入する。
また、可能になり次第 MyD88、TNFRI または
TNFとの二重欠損マウスの作製も開始する。 

MEKK3IEC-KOマウスから小腸上皮細胞を調整
し、各種ブロッティングを行い、MEKK3 の欠
損を確認する。 
MEKK3 は少なくとも MEFにおいて TLRリガ

ンドや TNFが惹起する NF-κBの活性化に必要
であることが報告されている。したがって、
MEKK3IEC-KOマウスの腸管上皮細胞においても
アポトーシスが亢進している可能性が高い。
そこで、小腸、大腸の組織切片を調整し、
TUNEL アッセイや抗 Caspase-3抗体を用いた
免疫組織染色を行い、上記の可能性について
検討する。また、上記の実験とと平行して、
MEKK3IEC-KOマウスが腸炎症状を呈するかを確
認するために、組織切片を病理学的に判断す
る。リンパ球浸潤が認められる場合は、適切
な標識抗体を用いて免疫組織染色を行う。ま
た、MEKK3IEC-KOマウスとコントロールマウスか
ら腸管上皮細胞を調整し、炎症性サイトカイ
ンの発現量を定量的 PCR法を用いて測定し比
較する。 

MyD88 もしくは TNF との二重欠損マウスに



対して、デキストラン硫酸ナトリウム（DSS）
経口投与による急性大腸炎誘導モデルを採
用し、腸炎発症時の MEKK3IEC-KO マウスの表
現型を観察する。野生型との差が認められた
場合は、大腸炎誘導時における腸管上皮細胞
の感受性や、上皮細胞再生時における細胞分
化能を中心に解析し、バリア機能も含めた
MEKK3 の腸管免疫恒常性維持における機能や
位置づけを明らかにする。 
 
４．研究成果 
MEKK3IEC-KOマウスから小腸、および大腸上皮

細胞を調整し、サザン、ウェスタンブロッテ
ィングを行い、両細胞での MEKK3 の欠損を確
認した。腸管上皮細胞特異的 TAK1 欠損マウ
スと同様に腸炎を自然発症するとした当初
の予想とは異なり、MEKK3IEC-KOマウスはメンデ
ルの法則に従って正常に生まれ、少なくとも
生後 1年間は腸炎を自然発症することは無か
った。MEKK3IEC-KOマウスから調整した小腸・大
腸組織切片を病理学的に判定したが、同腹仔
のコントロールマウスとの差異は認められ
なかった。この結果は、マウス胎児繊維芽細
胞とは異なり、MEKK3 が腸管上皮細胞におい
ては TNFが惹起する NF-κBの活性に必須では
ないことを示唆している。 
そこで次にこの仮説の検証を行った。野生

型と MEKK3IEC-KOマウスに TNF を静脈投与し、
腸管上皮細胞におけるアポトーシス亢進を
比較・検討した。その結果、MEKK3IEC-KOマウス
においても野生型マウスと同様に TNF投与に
よるアポトーシス亢進が認められなかった。
この結果は TNF刺激により NF-κBが活性化す
ることで抗アポトーシス反応が起きている
ことを意味する。また、両マウスを TNF欠損
のバックグラウンドにして同様の実験を行
ったが、同様の結果を得た。したがって、腸
管上皮細胞における TNF刺激による NF-κB活
性化には MEKK3は必須ではないことが明らか
となった。 
次に、デキストラン硫酸ナトリウム（DSS）

経口投与による急性大腸炎誘導モデルを採
用し、腸炎発症時の MEKK3IEC-KO マウスの表現
型を観察した。野生型マウス群と比較した場
合、MEKK3IEC-KOマウス群では、DSS 投与 5 日目
から大腸上皮層の脱落とリンパ球浸潤が認
められ、顕著な体重減少を呈した。また、
MEKK3IEC-KOマウスでは DSS投与 3日目から上皮
細胞のアポトーシスが亢進していた。これら
の結果は、腸管上皮細胞の恒常性維持におい
て、MEKK3 が何らかの形で関与していること
を示すものであり、そのメカニズムの解明に
向けて現在も解析を継続中である。 
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