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研究成果の概要（和文）：我々は胃・小腸・大腸上皮における新規幹細胞マーカーとしてSmad2および3のリンカー部ス
レオニン残基がリン酸化されたpSmad2/3L-Thrを同定し、これまで明らかにしてきた。
本研究ではこの成果を発展させ、食道粘膜においてもpSmad2/3L-Thrが組織幹細胞マーカーになることを確認した。
さらに、大腸炎関連性大腸癌モデルマウスを作製し、Smad3のリンカー部セリン残基がリン酸化されたpSmad3L-Serは発
癌早期から発現が認められる重要な癌化シグナルであること、また前述のごとくpSmad2/3L-Thrは消化管上皮幹細胞マ
ーカーのみならず、癌幹細胞マーカーとなることも新たに確認できた。

研究成果の概要（英文）：In our previous study, we have identified significant expression of Smad2/3, 
phosphorylated at the specific linker threonine residues (pSmad2/3L-Thr), in murine gastric, small 
intestinal, and colon epithelial cells and have suggested these cells are their epithelial stem-like 
cells.
In this study, we have confirmed that pSmad2/3L-Thr can serve as a biomarker for esophageal stem cells. 
This investigation of Smad2/3 phosphorylation profiles have also clarified that additional carcinogenic 
pSmad3L-Ser signaling induced by chronic inflammation is an important early event in colitis-associated 
colorectal cancers.
Furthermore, this study has confirmed that pSmad2/3L-Thr can serve as a biomarker for cancer stem cells 
of a mouse model of colitis-associated colorectal cancer.

研究分野：消化器内科
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１．研究開始当初の背景 
 消化管粘膜の上皮細胞は増殖・分化・再
生・脱落を繰り返し構造的・機能的恒常性を
一定の状態に保っている。消化管は粘膜上皮
の増殖帯と呼ばれる部位に多くの分裂細胞
を有し、特に再生スピードの速い組織である。
これらのメカニズムは厳密にコントロール
され、その破綻により時に致命的な異常・疾
患を引き起こす。増殖帯は食道では基底層、
胃粘膜では峽部付近、小腸では陰窩底部パネ
ート細胞の上方、大腸では陰窩底部に存在す
る。そこには分裂速度が速く、各細胞への分
化能を持つ未熟な前駆細胞 (TA cell; 
transit-amplifying cell)が存在する。増殖帯
で分裂した上皮細胞は、個別の機能をもつ細
胞に分化しながら食道では上方、胃では上下
両方向、小腸ではパネート細胞以外は上方、
大腸では上方に上皮内を移動していく。 
 これまでの研究により、各組織における組
織幹細胞は多分化能・自己複製能を持つ未分
化な細胞であり、細胞の分裂サイクルはきわ
めて遅く、通常は細胞周期の G0 期(静止期)
にある細胞であると考えられてきた。しかし
近年、後述の腸管幹細胞マーカーとされる
Lgr5の発見などにより、細胞の分裂サイクル
の速い組織幹細胞も存在することが提唱さ
れ、組織幹細胞の概念は多分化能と自己複製
能に限定され解釈されつつある。特に小腸で
は現在も議論に決着を見ておらず、Pottenら
を中心に以前より提唱されてきた細胞の分
裂 サ イ ク ル の 遅 い 幹 細 胞 (LRCs; 
label-retaining cells)の存在部位とされる陰
窩底部パネート細胞直上の+4 (cell) position
の幹細胞マーカーである Bmi1と、細胞の分
裂サイクルが速くパネート細胞の間に存在
するとされる CBC(crypt base columnar)細
胞の幹細胞マーカーである Lgr5 の両者が組
織幹細胞マーカーとして提唱され、両者とも
多分化能を有し小腸の全ての細胞に分化す
るが、どちらがより上流の幹細胞であるかは
明らかになっていない。 
 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(CDK 
inhibitor)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 、 Rb 
(Retinoblastoma)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
とにより細胞周期の進行や癌化に関与して
いる。また Rb 蛋白以外にも後述の Smad3
蛋白などをリン酸化し、細胞周期の早期であ
る G1(DNA合成前期)・G0期から S期(DNA
合成期)への進行に関与している。さらに
CDK4は、G0期にある CD34陽性の造血幹
細胞中にも唯一認められ、G0 期にある幹細
胞が細胞分裂する際に重要な働きを持つと
考えられている。 

 Smad2および Smad3 (Smad2/3) 蛋白は、
MH(Mad homology)1, MH2の二つのドメイ
ンと、その間を繋ぐリンカー部から構成され
る。TGF-β受容体は Smad2/3蛋白の C末端
をリン酸化し、細胞増殖を抑制する方向に働
くが、ERK(extracellular signal-regulated 
kinase)・JNK(c-Jun NH2-terminal kinase)
等の MAP (mitogen-activated protein)キナ
ーゼや CDK4は Smad2/3蛋白のリンカー部
のセリン・スレオニンをリン酸化して細胞増
殖を促進する方向に働くという正反対の作
用を持つと考えられている。 
 
２．研究の目的 
 以上を背景として本研究代表者は、CDK4
にてリン酸化され、Smad2/3蛋白の細胞増殖
作用に最も影響するリンカー部のスレオニ
ン (Thr220/Thr179) が リ ン 酸 化 さ れ た
Smad2/3 蛋白(pSmad2/3L-Thr)を特異的に
認識する抗体を用い、pSmad2/3L-Thr が細
胞分裂周期に re-entryしようとするG0期胃
粘膜上皮幹細胞のマーカーになることを報
告し、さらには小腸・大腸粘膜上皮において
も同様に、幹細胞マーカーになることを明ら
かにした。本研究ではこれらの研究成果を発
展させ、組織幹細胞の実用的マーカーがいま
だ存在しない食道において pSmad2/3L-Thr
が幹細胞マーカーになり得るかどうかを検
討し、また炎症・発癌のモデルマウスを作製
し、各病態における pSmad2/3L-Thr 陽性細
胞を検討することにより、粘膜再生や癌幹細
胞の概念を念頭に置いた癌化メカニズムの
解析が可能であると考えている。 
 
３．研究の方法 
(1)C57BL/6 マウスの食道を摘出・ホルマリン
固定・パラフィン包埋し、未染標本を作製す
る。この切片を pSmad2/3L-Thr と Ki67 に対
する抗体を用いて蛍光二重免疫染色を施行
する。pSmad2/3L-Thr 陽性の細胞は Ki67 陰性
細胞として食道粘膜上皮の増殖帯(基底層)
に Ki67 陽性細胞に挟まれるように検出され
る(予備実験で確認済み)。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、特
徴を解析する。 
 
(2)pSmad2/3L-Thr 陽性細胞が扁平上皮細胞
であり、間質の細胞や上皮内に浸潤した免疫
担当細胞とは異なることを確認するため、未
熟な扁平上皮細胞(前駆細胞)のマーカーと
される p63蛋白と pSmad2/3L-Thr に対する抗
体を用いて蛍光二重免疫染色を施行する。 
 
(3)pSmad2/3L-Thr のリン酸化に関与する
CDK4とpSmad2/3L-Thrに対する抗体を用いて
蛍光二重免疫染色を施行する。 
 
(4)pSmad2/3L-Thr 陽性細胞が、細胞の分裂サ
イクルの遅い幹細胞(LRC)であることを確認



するため、BrdU label-retaining assay を行
う。C57BL/6 マウスに体重 10g につき 0.1ml
の割合で BrdU 溶液を 7 日間連続腹腔内投与
し、投与終了 5・10・15・20 日後に食道を摘
出 す る 。 摘 出 し た 食 道 を BrdU と
pSmad2/3L-Thr に対する抗体を用いて蛍光二
重免疫染色を施行する。 
 
(5)C57BL/6 マウスに 0.5M 塩酸を経口投与し
食道潰瘍モデルマウスを作成する。投与 3日
後に食道を摘出し、潰瘍部および周囲の粘膜
再生部にて pSmad2/3L-Thr と Ki67 に対する
抗体を用いて蛍光二重免疫染色を施行する。
それぞれの単位長あたりの陽性細胞数をカ
ウントし、正常マウスと比較する。 
 
(6)AOM/DSS 投与 ICR マウス(体重 10g につき
0.1mg の AOM を腹腔内注射、1週後より 2%DSS
を 7日間自由飲水し、その後 16 週にて完成)
の大腸癌モデルマウスから検体を採取する。
pSmad2/3L-Thr の免疫染色にて癌部(および
正常部)における発現を(比較)検討する。組
織切片を CDK4・Ki67・カテニン等と蛍光二
重染色しpSmad2/3L-Thr陽性細胞の癌幹細胞
としての可能性、(炎症性腸疾患からの)発癌
メカニズムを解析する。 
 
４．研究成果 
(1)マウス食道にて pSmad2/3L-Thr 陽性細胞
は粘膜基底層に Ki67 陽性細胞に挟まれるよ
うに検出された。免疫染色後の切片をそのま
ま HE 染色することにより pSmad2/3L-Thr 陽
性細胞は特定の分化の特徴を示さない未熟
な細胞として基底層に確認された。  
 
(2)pSmad2/3L-Thr 陽性細胞は基底層の未熟
扁平上皮細胞マーカーである p63、基底層の
上皮細胞が発 現 す る サ イ ト ケ ラ チ ン
14(CK14)の両者とも陽性であり、未熟な基
底層上皮細胞であることが確認された。  
 
(3)pSmad2/3L-Thr 陽性細胞はリン酸化に関
与すると考えられるCDK4を強く発現 してい
た。 
 
(4)pSmad2/3L-Thr 陽性細胞が分裂サイクル
の遅い幹細胞であることを確認するため、
BrdU label-retaining assay を行った。摘出
したマウス食道において BrdU 投与終了後 20
日まで pSmad2/3L-Thr 陽性細胞に BrdU の残
存が確認された。 
 
(5)塩酸を経口投与し食道潰瘍モデルマウス
を作成、投与 3日後に食道を摘出した。再生
粘膜においてpSmad2/3L-Thr陽性細胞はKi67
陽性細胞とともに増加していた。 
 
(6)アゾキシメタン(AOM)/DSS投与ICRマウス
は、大腸炎を伴う粘膜内に多発性の隆起性
病変が出来ており、病理学的にはほとんどの

病変が粘膜内癌であった。一部は漿膜下層ま
で病変が浸潤していた。時間経過とともに腫
瘍の個数が増し、サイズも大きくなってい
た。さらに、AOM/DSS マウスはコントロール群
と比較し腸管長が有意に短縮し、腫瘍個数は
10 週後と比較し、20 週後で有意に増加して
いた。腸炎スコアはコントロール群と比較し、
AOM/DSS マウスにおいて有意に高値であっ 
た。 
 
(7)リン酸化 Smad 蛋白や CDK4・Ki67・βカテ
ニン・Sox9・cyclin D1・c-Myc 等の免疫染色
にて癌部(および正常部)における発現を(比
較) 検討した。Ki67、β-catenin、cyclinD1、
Sox9 陽性細胞は腸炎部においては正常部と
同様であったが、腫瘍部においてはびまん
性に発現が認められた。pSmad3L-Ser 陽性細
胞は腸炎部と比較し、腫瘍部において有意に
多く発現しており、かつ腸炎部においてはコ
ントロール群正常部と比較すると有意に多
く発現していた。pSmad2/3L-Thr 陽性細胞は
コントロール群正常部およびAOM/DSSマウス
の 腸 炎部においては、腺底部に散在性に発
現が認められたが、腫瘍部においては上層
に有意に多く発現しており、いずれにおい
ても Ki67 は陰性であった。pSmad2/3L-Thr 陽
性細胞は正常部と腫瘍部の両者においてβ
-catenin(正常部と腸炎部では細胞膜、腫瘍
部では 核と細胞質に発現)、CDK4 と両陽性を
示した。pSmad2/3L-Ser は腸炎関連大腸癌モ
デルにおいて、発癌早期から発現が認めら
れる重要なシグナルであると考えられた。
pSmad2/3L-Thr は正常部では組織幹細胞に発
現が認められ、腫瘍部においても同様の形質
を示したことから、癌幹細胞のマーカーとな
り得る可能性が示唆された。 
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