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研究成果の概要（和文）：本研究の遂行により、1) 正常腸上皮及び大腸炎の腸上皮におけるNotchリガンドDll1及びDl
l4発現細胞の同定と機能的意義の解明、2) 炎症粘膜において「再生腸上皮」を構成するNotch及びTNF-α経路が活性化
した腸上皮細胞で発現が誘導される候補遺伝子群の同定、3) 大腸炎からの回復期に見られる再生腸上皮を構成する特
殊な幹細胞分画の同定、という3つの領域に於いて新規知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Through the studies of the current project, results were acquired in the 
following areas: 1) Identification of Dll1+ve or Dll4+ve cells in inflamed and non-inflamed intestinal 
epithelium, and the functional relevance of those cells, 2) Comprehensive analysis of gene expression in 
Notch and TNF-α pathway activated cells, which constitute the regenerative epithelium inbt he colitic 
mucosa and 3) Identification of a distinct intestinal stem cell population that appears at the recovery 
phase of colitis.

研究分野： 消化器内科
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１．研究開始当初の背景	 
我が国における炎症性腸疾患（潰瘍性大腸

炎およびクローン病）は、患者数が増加の一
途を辿っているのみならず、難治・不応例が
急増しており、新規概念に基づく治療法の開
発・確立は急務である。同疾患の治療におい
て、抗 TNF-α抗体の登場により、免疫機能の
調節は革新的な進歩を遂げたにも関わらず、
未だ難治・重篤例が後を絶たない要因として
上皮再生不全に起因する粘膜機能の持続的破
綻が極めて重要である。従って「粘膜上皮の
治癒」を達成する事が疾患治療を更に飛躍的
に進歩させることは明らかであるが、上皮構
築・粘膜機能の正常かつ完全な回復を目指し
た治療法の研究・開発は未だ皆無である。	 
研究代表者は傷害後の消化管上皮細胞の

再生過程に骨髄—上皮細胞相互作用が関与し、
同作用による杯細胞への分化誘導システムが
粘膜再生に必須であることを示した。また、
研究代表者らのグループは腸管杯細胞分化の
マスター分子 ATOH1 が	 Wnt 経路依存的にタン
パク分解される事により、細胞増殖と表裏一
体となった分化制御機構が存在する事を明ら
かとした。さらに研究代表者は ATOH1 を制御
する Notch	 シグナルに着目し 1)	 炎症性腸疾
患の粘膜上皮では同シグナルが陰窩の全長に
渡り著しく活性化し「杯細胞の欠失」と「パ
ネート細胞化生」を特徴とする炎症粘膜特有
の陰窩構造を誘導すること、2)	 同シグナル活
性化不全が即ち上皮再生不全と大腸炎の難
治・重篤化に直結すること、を明らかとした。
研究代表者は腸管上皮において Notch シグナ
ルが制御する遺伝子群も網羅的に解析し、1)
炎症性腸疾患の再生粘膜上皮に於いて、Notch
活性化細胞に一致して幹細胞特異的遺伝子
Olfm4 陽性の「再生腸上皮幹細胞」の著しい
増加が誘導される事、2)ヒト腸管上皮細胞に
於いてNotch活性化とTNF-αが協調的にOlfm4
発現を著増させる事を明らかとした。	 
更に炎症粘膜におけるNotch活性化機構を

追求し、リガンド分子 Dll4 を発現する上皮細
胞が増加・動員され、Dll1 発現細胞と協調し
て「再生腸上皮幹細胞」を維持している事を
示した。	 
これら知見は炎症性腸疾患病変部に於い

て Dll1・Dll4 陽性細胞群が広汎な Notch シグ
ナル活性化を通じて Olfm4 陽性の再生腸上皮
幹細胞を誘導・維持する陰窩内環境「再生腸
上皮幹細胞ニッチ」を構成し、同構造の誘導
が迅速かつ秩序立った再生プロセスを駆動す
る「メインエンジン」として機能している、
という新たな粘膜再生モデルを提示する根拠
となる、独自の知見であると考えている。	 
２．研究の目的	 
本研究は研究代表者らが独自に示してき

た炎症腸管粘膜上皮の再生機構に関する知見、
即ち 1)炎症性腸疾患の再生上皮では Notch シ
グナル活性化により「杯細胞の減少」「パネー
ト細胞化生」として知られる特徴的な上皮細
胞構成を持つ陰窩(クリプト)構造が誘導され

る事、2)これにより正常大腸幹細胞特異的遺
伝子 Olfm4 を発現する「再生腸上皮幹細胞」
の著増が誘導される事、3)「再生腸上皮幹細
胞」の誘導は Notch シグナル活性化と TNF-α
の協調により著しく増幅される事、4)同陰窩
内に著増する Dll4 陽性及び Dll1 陽性細胞に
より「再生腸上皮幹細胞ニッチ」が構成され
る事、5)同ニッチ構造は炎症粘膜に特有の機
能を有し、上皮再生に不可欠の役割を有する、
という画期的な知見・概念を基盤とし、最終
的には難治性炎症性腸疾患の「粘膜治癒」を
容易に実現する根治的かつ高効率な粘膜再生
療法の開発を実現する基盤となる知見の集積
を目的とした。	 
	 

３．研究の方法 
本研究では上記の目的に従い、炎症腸管粘

膜の再生過程で誘導・構築される「再生上皮
幹細胞ニッチ」に着目し、①同構造の機能を
制御する分子機構の解明、②再生腸上皮にお
ける特徴的な遺伝子発現パターンの探索、③
「再生腸上皮」を構成する幹細胞･分泌型細胞
の動態解析を計画･実施した。「同構造の機能
を制御する分子機構の解明」においては野性
型マウス･大腸炎モデルマウスを対象とした
Notch リガンド Dll1 及び Dll4 発現細胞の免
役組織学的解析法の開発を行った他、
Cre-loxPシステムにより幹細胞又は分泌型細
胞特異的に Dll1 及び Dll4 の欠損を誘導可能
なマウスを作成し、同マウスにおける表現型
を組織学的に解析した。「再生腸上皮における
特徴的な遺伝子発現パターンの探索」に際し
てはテトラサイクリン誘導下に活性型 Notch
分子を発現するヒト大腸上皮由来細胞株の系
を構築し、Notch 活性化または TNF-α添加のい
ずれか一方のみ、および両者が加わった際の
遺伝子発現変化をマイクロアレイ法にて網羅
的に解析した。また、「再生腸上皮」を構成す
る幹細胞･分泌型細胞の動態解析を行うため、
Atoh1 陽性細胞系譜追跡(Lineage	 tracing)マ
ウスを作製し、Atoh1 陽性細胞とその娘細胞
系譜細胞で発現が誘導･維持される蛍光タン
パクを指標とし、同マウスの正常腸組織およ
び大腸炎誘発時の組織を対象に組織学的な解
析を行った。	 
	 

４．研究成果	 
本研究を通じ、以下の研究成果を得た。	 
(1)	 腸上皮におけるNotchリガンドDll1及び
Dll4 発現細胞の同定と機能的意義の解明：従
来、生体組織における Notch リガンドの発現
を正確に検出し、同分子を発現する細胞を同
定することは極めて困難であった。このため、
複数の抗体･組織を用いて条件検討を行った
結果、細胞膜表面に各リガンドを発現する腸
上皮細胞を正確に同定する手法の開発に成功
した。同法を用いて正常腸管組織における
Dll1 陽性ならびに Dll4 陽性細胞の分布を比
較すると、Dll1,	 Dll4 陽性細胞はいずれも
c-kit 陽性の大腸上皮幹細胞ニッチ構成細胞



 

 

に発現していた。しかしながら、Dll4 が陰窩
〜絨毛先端までまばらに分布する分泌型上皮
に広く発現しているのに対し、Dll1 陽性細胞
は陰窩内に限局して分布しており、両リガン
ドが発現制御のレベルで異なる制御を受け、
各々が独自の役割を担っている可能性が示さ
れた。更にデキストラン硫酸(DSS)による大腸
炎モデルで両リガンドの発現を解析した結果、
炎症粘膜の回復過程で出現する再生上皮にお
いて、Dll1 陽性細胞は著現する一方、Dll4 陽
性細胞の著しい増加が誘導されることが示さ
れた。同再生上皮に於いては Ki67 陽性の増殖
が活発な細胞も著増しており、Dll4 が増殖能
の高い再生上皮を構成する上で重要な機能を
担っている可能性が示された。更にこれらリ
ガンドが幹細胞ニッチの構成に果たす役割に
して検証するため、LGR5-EGFP-CreERT2 マウ
ス及び ATOH1-CrePGR マウスを用い、幹細胞又
は分泌型細胞特異的に Dll1 及び Dll4 の欠損
を誘導可能なマウスを作成し、その表現型を
解析した。その結果、両リガンドの欠損によ
り分泌型上皮が著しく増加する一方、増殖マ
ーカー陽性の細胞が著しく減少する事が明ら
かとなった。上記に加え、幹細胞に隣接する
ニッチ構成細胞で両リガンドが欠損すると、
LGR5 の発現が減弱する事が明らかとなった。	 
各々のリガンドを単独で欠損した場合には同
等の表現型は得られなかったことから、腸管
上皮幹細胞ニッチにおいて、Dll1 及び Dll4
が重要な機能的意義を共有し、相互に代償可
能な機構が内在している可能性が明らかとな
った。	 
(2)「再生腸上皮」構成細胞で発現が誘導され
る候補遺伝子群の同定：上記の如く、炎症粘
膜で誘導される再生上皮とこれを構成する細
胞内の遺伝子発現について、網羅的に探索を
行った。このため、テトラサイクリン誘導下
に活性型 Notch 分子を発現するヒト大腸上皮
由来細胞株の系を構築し、これに TNF-αを添
加した際に、両シグナル経路の活性化により
相乗的に発現が誘導される遺伝子群の同定を
試みた。この結果、両シグナルの活性化によ
り 32 倍以上の発現増加が誘導される遺伝子
群として 31 遺伝子が同定された。さらにこの
うち Notch 活性化または TNF-α添加のいずれ
か一方のみ条件と比較し 1.5 倍以上の発現増
加を認めた遺伝子群として 21 遺伝子を同定
した。この遺伝子群の中には幹細胞特異的遺
伝子 OLFM4 が含まれ、同遺伝子は炎症粘膜の
再生上皮で広範な発現が誘導される事が確認
済みであることから、これを除く 20 遺伝子
(PLA2G2A,LAMA3,PTGES 等)についても「再生
腸上皮」を構成する上皮細胞で広範かつ特異
的に発現が誘導される可能性があるものと考
えられた。	 
(3)「再生腸上皮」における特殊な幹細胞分画
の同定：再生腸上皮において構成される幹細
胞ニッチは Atoh1 陽性(かつ Dll1 陽性または
Dll4 陽性)細胞が主たる役割を担っているも
のと考えられたことから、同細胞の動態を追

跡可能な Atoh1 陽性細胞系譜追跡(Lineage	 
tracing)マウスを作製し、腸上皮における
Atoh1 陽性細胞の分布と動態の解析を実施し
た。その結果、正常腸上皮においては分泌型
細胞に一致して Atoh1 陽性細胞がレポーター
蛍光タンパクにより標識される一方、短期の
解析に於いては幹細胞の形質を有する細胞に
は標識されず、通常、幹細胞では Atoh1 の発
現は誘導されないものと考えられた。しかし
ながら長期の解析や大腸炎モデルにおける再
生腸上皮の解析に於いては、一部の Atoh1 陽
性細胞が分泌型上皮以外の形質を獲得し、特
殊な幹細胞分画を構成することにより腸上皮
の再生に貢献している可能性を示す結果が得
られている。同細胞分画の動態や再生過程に
おける意義について、今後の解析が待たれる。	 
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