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研究成果の概要（和文）：ユビキチンリガーゼであるHRD1とWWP2の局在を検討した。HRD1は陰窩基底部のパネー
ト細胞、間質の形質細胞、神経細胞に発現を認めた。一方、大腸においては上皮細胞に広く発現を認めた。WWP2
の発現は、腸陰窩部の基底部やその周囲の上皮で強く発現し、上皮細胞が上部に移動するにしたがって発現の低
下が認められた。大腸では、WWP2は、陰窩基底部から陰窩壁に広く発現が認められ、粘膜表層の上皮で発現が低
下していた。ヒト大腸がん上皮細胞株Caco-2を用いてSox9の発現をノックダウンさせるとWWP2の発現が抑制され
ていたことから、WWP2の発現がSox9により制御されていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the localization of ubiquitin ligases HRD1 and WWP2 in the 
intestinal tracts. In the small intestine, the expression of HRD1 was observed in the plasma cells, 
nerve cells, and Paneth cells. On the other hand, HRD1 was strongly expressed in all epithelial 
cells of the large intestine. The expression of WWP2 was strongly expressed in the basal intestinal 
crypt and its surrounding epithelium, and the expression decreases as the epithelial cells move to 
the upper part. In the large intestine, WWP2 was widely expressed from crypt base basal to crypt 
wall, and its expression was decreased in epithelium of mucosal surface layer. When Sox9 expression 
was knocked down using human colon cancer epithelial cell line Caco-2, the expression of WWP 2 was 
suppressed. Therefore, it was revealed that expression of WWP2 in the intestinal epithelial cell is 
regulated by Sox9.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： タンパク質分解　腸管上皮細胞
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１．研究開始当初の背景 

腸管分化細胞（吸収上皮細胞、杯細胞、

腸管上皮内分泌細胞、パネート細胞）は、

腸管上皮幹細胞が陰窩で自己複製し、分

化・増殖しながら絨毛に移動することによ

り形成される。この幹細胞は Lgr5 陽性幹細

胞とも呼ばれ、陰窩のパネート細胞の間に

散在する。以前より腸幹細胞は Wnt により

増殖が制御されていることが知られていた

が、最近の報告から、パネート細胞が Wnt3

などの増殖因子を発現することで近傍の

Lgr5 陽性幹細胞を制御していることが解

明された。種々の解析から、Lgr5 陽性幹細

胞が分裂後 2つの幹細胞になり、パネート

細胞が構成する微小環境(niche)に残った

細胞のみが幹細胞能を保つことが最近明ら

かとなった。すなわち、抗菌物質の産生と

いうこれまでの機能に加え、パネート細胞

が幹細胞の維持・分化・増殖に必須の役割

を担うことがわかってきた。パネート細胞

の小胞体におけるタンパク質品質管理の重

要性から、HRD1 ユビキチンリガーゼに着目

した。HRD1 は、小胞体内の不良タンパク質

をユビキチン-プロテアソーム分解に導く

中心的な役割を果たしており、HRD1 ユビキ

チンリガーゼの分解制御異常と疾患発症と

の関連が注目されている。一方、HRD1 ユビ

キチンリガーゼのノックアウトマウスが比

較的早期に胎生致死となることから、消化

管の発生や組織分化における HRD1 の詳細

な機能は不明である。 

 パネート細胞は種々の増殖因子の分泌を

活発に行う細胞であり、タンパク質品質管

理の重要性から HRD1 をはじめとするユビ

キチンリガーゼ群が腸管幹細胞の維持・分

化・増殖に重要な役割を担っている可能性

が高い。さらには、細胞を未分化に保つ機

能をもつ転写因子 Sox9 が腸では腸陰窩基

底細胞で発現し、パネート細胞の分化と幹

細胞の維持・分化に関与することが示唆さ

れている。軟骨細胞では Sox9 の標的遺伝子

に WWP2 というユビキチンリガーゼが存在

し、タンパク質分解に関わるとともに、軟

骨細胞で転写因子の共役分子として機能す

る。しかしながら、HRD1 および WWP2 の消

化管での発現ならびにパネート細胞での役

割は明らかになっていない。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、HRD1 および WWP2 の腸管上

皮細胞における局在を明らかにし、これら

分子のパネート細胞での役割を明らかにす

ることで、腸管幹細胞の維持・分化・増殖

の制御機構の解明を目的とした。 

 

３．研究の方法 

 成熟マウスの腸陰窩基底部における

HRD1、WWP2、Sox9 の局在と発現量を組織

形態学的に検討する。 

 正常マウス（C57BL/6）を用いて、siRNA

を in vivo エレクトロポレーション法で腸

管に直接導入し HRD1 をノックダウンさせ、

腸管幹細胞の未分化能の維持・分化・増殖

への影響を免疫組織化学的に解析する 

 酵母two-hibrid法を用いてWWP2に結合

する因子のスクリーニングを行い、腸管特

異的な新規の制御因子の同定を試みる。得

られた候補遺伝子群のうち細胞の未分化

能の維持・分化・増殖に関わる因子の同定

を行う。 

 腸管陰窩基底部の幹細胞の維持・分化に

関与することが知られる Sox9 を in vivo

エレクトロポレーション法によりノックダ

ウンし、WWP2 と WWP2 分解基質の発現変動

を解析する。腸管幹細胞の増殖や細胞死、

細胞形態学的変化などへの影響を評価する

とともに、WWP2 においては細胞質と核内で

の局在変化を観察し、WWP2 が転写因子の共

役分子として働くかを検討する。 

 



４．研究成果 

 ユビキチンリガーゼ HRD1 の mRNA の組織

内での発現を RT-PCR により解析した。大脳、

肺、膵臓、精巣、肝臓、腎臓、大腸に高発

現しており、多臓器に比べ発現は低いが、

小腸においても発現が認められた。免疫組

織化学および in situ hybridaization 法を

用いた解析から、HRD1 は陰窩基底部のパネ

ート細胞、間質の形質細胞、神経細胞に発

現を認めたが、絨毛の吸収上皮細胞と杯細

胞では発現が認められなかった。一方、大

腸においては上皮細胞に広く発現を認めた。

小胞体のストレスマーカーである GRP78 の

腸管上皮細胞における局在は、HRD1 発現細

胞と一致しておらず、消化管においては

HRD1 の特別な発現制御機構の存在が示唆

された。培養細胞に siRNA を導入し HRD1

のノックダウンに成功したが、マウスなら

びにラットのパネート細胞への in vivo エ

レクトロポレーション法による導入効率が

低く評価には至らなかった。 

 WWP2のｍRNAの発現をRT-PCRにより小腸

および大腸で確認した。WWP2 の発現は、腸

陰窩部の基底部やその周囲の上皮で強く発

現し、上皮細胞が上部に移動するにしたが

って発現の低下が認められた。大腸では、

WWP2 は、陰窩基底部から陰窩壁に広く発現

が認められ、粘膜表層の上皮で発現が低下

していた。酵母two-hibrid法を用いてWWP2

に結合する因子のスクリーニングを行った

が、腸管特異的な新規制御因子の同定には

至らなかった。ヒト大腸がん上皮細胞株

Caco-2 を用いて Sox9 の発現をノックダウ

ンさせると WWP2 の発現が抑制されていた。

したがって、消化管上皮細胞株において

WWP2 の発現が Sox9 により制御されている

ことが明らかとなった。マウス消化管上皮

での WWP2 発現は Sox9 の発現パターンと同

一であることから、 Sox9 が WWP2 の発現を

介して、腸管上皮の分化を制御している可

能性が考えられた。 

 

図 1 (A)HRD1 の各臓器における mRNA の発

現、(B) ATDC5 細胞と HEK293 細胞での HRD1

タンパク質の発現、（C）ATDC5 細胞を用い

た HRD1 のノックダウン 

 
図 2 (A)小腸における HRD1 の免疫染色、 

(B)A のボックスの拡大像、(C)ネガティブ

コントロール、(D)小腸における HRD1 の in 

situ hybridaization、(E)D の赤色ボック

スの拡大像、(F)D の黒色ボックスの拡大像、

(G)HRD1 の sense プローブによるネガティ

ブコントロール 

 



 

 

図 3  (A)大腸における HRD1 の免疫染色

(B)ネガティブコントロール、(C)大腸にお

ける HRD1 の in situ hybridaization、(D) 

HRD1のsenseプローブによるネガティブコ

ントロール、(E) 小腸における GRP78 の免

疫染色(F) E のボックスの拡大像 

 

図 4 (左)小腸における WWP2 の免疫染色、

(右)ネガティブコントロール 

 

 

図 5  (左)大腸における WWP2 の免疫染色

(右)ネガティブコントロール 

 

 

 

図6 Caco-2でのSox9のノックダウンによ

る WWP2 発現低下 
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