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博士学位論文要旨 

                        2022 年 1 月 6日 

               

                  学位申請者名   瀧本 亜耶     

論文題目： 

乳児期マウス小腸吸収上皮細胞における Rab7タンパク質の機能解析 

                                          

小腸は食物を栄養に変換する重要な組織である。管腔内を覆う無数の絨毛突起を構成する一

層の上皮細胞の約 8割以上は小腸吸収上皮細胞で、消化吸収の役割を担うのみならず、有害

な物質や微生物を防御する効果的なバリアとしても重要である。哺乳動物は、離乳を境に食

の形態が母乳から固形食へと変化する。この栄養摂取形態の移行に伴って、小腸吸収上皮細

胞の消化吸収機構が大きく変化する。離乳後の栄養素は、消化管管腔内の様々な消化酵素に

より低分子に変換され、小腸吸収上皮細胞の刷子縁膜に発現するトランスポーターを介して

細胞内へ輸送される。一方、乳児の消化管は未発達であるため、管腔内で母乳は高分子の状

態でエンドサイトーシス機構を介して細胞内に取り込まれ、細胞内小器官で分解された後、

利用される。さらに、母乳には様々な生体防御因子が豊富に含まれており、母親から新生児

に免疫を賦与する大切な伝達メカニズムの中心をなしている。授乳期の栄養不良は、発育不

良（FTT, failure to thrive）を引き起こし、子供の体や脳の発達に重大な影響を及ぼす。 

エンドサイトーシスは細胞外の高分子物質を細胞内に取

り込む機構である。エンドサイトーシスで取り込まれた物

質は初期エンドソームへ輸送された後、後期エンドソーム

を経由して、最終的に加水分解酵素を多く含むリソソーム

で分解される（図 1）。低分子量 GTP結合タンパク質の Rab7

はエンドサイトーシス経路の後期エンドソームとリソソー

ムの膜融合に必要な制御機能を担う（図 1）。これまで、所

属ラボの研究から、Rab7はマウス初期胚発生に必須である

ことは示された。マウス着床直後の初期胚では、胎盤形成

しておらず、母体側からの栄養は、活発なエンドサイトー

シスを行う「臓側内胚葉」（visceral endoderm, VE）とよば

れる上皮系組織を介して供給される。VE細胞には大きなリソソーム様オルガネラ apical 

vacuole（AV）が存在する。AV は母体から供給される高分子物質の分解のみならず、発生に

必要な様々なシグナル分子のプロセシングにも重要な役割を果たしている。Rab7 欠損マウス

では AVが形成されず、中胚葉が形成できない状態で胎生致死となることが明らかとなった 
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(1,2)。乳児期小腸吸収上皮細胞は、①高いエンドサイトーシス活性と②大きな apical vacuole

の存在において、VE細胞と共通の特徴を有する。 

乳児期小腸吸収上皮細胞ではエンドサイトーシス経路を介した消化吸収機構が非常に発達

していることは報告されているが、その詳細な膜動態や制御機構については未解明である。

本研究は、腸特異的 Rab7 欠損マウスを用いて、出生直後の新生仔期（Postnatal day2, P2）に

着目し、小腸吸収上皮細胞における Rab7依存のエンドサイトーシス経路の機能について細胞

および個体レベルで解析を行なった。 

 

1．腸特異的 Rab7コンディショナル・ノックアウトマウスの作製 

Rab7 の機能を全身で欠損させると胎生致死となるため、Cre/loxPシステムを用いて腸上皮

特異的に Rab7 が欠損するコンディショナル・ノックアウトマウスを作製した。腸上皮特異的

にCreが発現するVillin-Cre
Tg/+マウスとRab7

 flox/floxマウスとの交配で、［Villin-Cre
 Tg/+

 , Rab7
 flox/flox］

マウスを作製した。Rab7
 flox/floxは Cre 存在下で Rab7 遺伝子のエキソン 2（ATG開始コドンを

含む）とエキソンが削除された Rab7欠損アリルが生成されるコンストラクトとなっている。 

［Villin-Cre 
Tg/+

,Rab7
 flox/flox］マウスの小腸上皮の Rab7 タンパク質の欠損は、抗 Rab7抗体を

用いた小腸 whole mount蛍光免疫染色および小腸粘膜溶解液を用いたウェスタンブロットで

確認した。蛍光免疫染色では、小腸吸収上皮細胞頂端側に観察される Rab7シグナルが、

［Villin-Cre 
Tg/+

,Rab7
 flox/flox］の小腸吸収上皮細胞では検出限界以下であった。ウェスタンブロ

ットの Rab7バンドのシグナル強度についても［Villin-Cre 
Tg/+

, Rab7
 flox/flox］の小腸粘膜溶解液

で顕著に低下した。さらに、Cre依存的に発現する LacZ reporter transgeneを用いた X-gal 染色

アッセイでも、［Villin-Cre 
Tg/+

, Rab7
 flox/flox］小腸吸収上皮細胞がほぼ全て青く染色され、小腸

上皮での Cre の発現効率が確認できた。以降、野生型である Rab7
 flox/floxは Ctrl、Villin-Cre 

Tg/+
, 

Rab7
 flox/flox

 は cKOと表記する。 

 

2．P2 Ctrlおよび cKOマウス小腸吸収上皮細胞における形態学的解析 

HE染色および電子顕微鏡法を用いた組織学的解析の結果、Ctrl 小腸吸収上皮細胞では頂端

側に、エオシン陽性の内容物を含む

電子密度の高いリソソーム様オルガ

ネラ apical vacuole（AV）が観察され

た（図 2、矢頭）。一方、cKO細胞で

はエオシン陽性の内容物をほとんど

含まない電子密度の低い異常に大き

な空胞が観察された（図 2、矢印&＊）。 
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3. P2 Ctrlおよび cKO小腸吸収上皮細胞におけるエンドサイトーシス経路関連マーカーを用い

た蛍光免疫染色 

Ctrl細胞では、AVがリソソームマーカーの Lamp2に対して陽性であった（図 3、緑色矢印）。

初期エンドソームマーカーの SNX1 お

よび後期エンドソームマーカーの Rab7

の両シグナルはやや重なるように頂端

側に局在したが（図 3、矢頭）、大半の

Rab7は SNX1の発現領域と Lamp2陽性

apical vacuoleの間の細胞質に局在して

いた（図 3）。さらに Rab7 はリソソーム

陽性オルガネラ膜にもドット状で存在

していた（図 3、青色矢印）。cKO細胞に出現した異常に大きな空胞は染色に用いた全てのマ

ーカーに対して陰性であることが明らかとなった（図 3）。 

 

4. P2 Ctrl および cKO腸管試料を用いた in vitro uptake assay 

Rhodamine-dextran（RD、赤）と FITC-dextran（FD、緑）

を用いた pulse-chase による in vitro の小腸の取り込み実験を

行い、Ctrl と cKO腸管の液相エンドサイトーシス活性を比較

した。本実験では RDを先に取り込ませて chaseした後、FD

を取り込ませて、0 分、15 分、30分と chase した。腸管試料

を whole mount で観察した結果、Ctrl では 2 色の色素が細胞

内に十分に取り込まれ、取り込み開始から 30 分後には両色

素がリソソーム内で混合した（図 4）。cKO では細胞内に取

り込まれた色素のシグナルが Ctrlよりも顕著に低下した（図

4）。 

 

5. P2 CtrlおよびcKO小腸絨毛基底部、基底部周辺、

先端の小腸吸収上皮細胞に存在するオルガネラの

形態の比較 

P2 cKO絨毛先端部の細胞で発達する異常に大き

な空胞は絨毛基底部周辺の細胞に存在する空胞よ

りも大きかった。よって、絨毛基底部に近い、増殖

幹細胞から分化した若い小腸吸収上皮細胞には比

較的小さな小胞が存在するが、この細胞は成熟とと

もに絨毛の先端へ移動し、大きな空胞を持つように
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なるのではないのかと考えた。そこで、絨毛基底部、基底部周辺、先端の小腸吸収上皮細胞

内の小胞の大きさを測定したところ、Ctrl および cKO どちらの細胞も基底部より先端の方が

オルガネラのサイズが大きくなったが、先端では Ctrl細胞の apical vacuoleよりも cKO細胞で

発達する異常に大きな空胞の方が大きかった（図 5）。この異常に大きな空胞は E18.5の cKO

細胞にはなく、深刻な空胞化は出生後のエンドサイトーシスのトラフィッキング欠陥による

ことが示唆された。さらに E18.5 小腸のエンドサイトーシス活性について uptake 実験で確認

したところ、cKO 細胞では RD や FD を含むオルガネラが断片化しており、Rab7 欠損初期胚

VE細胞と似たような表現型を示した（1,2）。 

 

6. Ctrl および cKOマウスの出生直前から離乳までの体重の比較 

cKO マウスの体重を出生直前（E18.5）、乳児期（P1、P8、P14）、離乳（P21）で Ctrl と比

較すると、cKOでは雄雌ともに乳児期の間で有意な体重減少を示した。 

 

総括 

乳児期マウスの小腸吸収上皮細胞はエンドサイトーシスによる栄養の吸収消化が活発で、

頂端側には大きなリソソーム、apical vacuole（AV）が存在した。Rab7は AV へのエンドソー

ムの送達に不可欠で、Rab7 欠損小腸吸収上皮細胞は異常に大きな空胞で満たされた。この空

胞は細胞が絨毛基底部から絨毛先端部へ移動するにつれて巨大化し、高分子の栄養の取り込

みを阻害した。絨毛先端部の細胞内の空胞肥大化は長期的な Rab7欠損の影響による終末的な

形態を反映したと考えている。さらに、Rab7 欠損マウスは成長遅延の傾向を示し、Rab7 依存

のエンドサイトーシス経路が乳児期の生育に直接影響することが明らかとなった。 

受精から 2歳までの“人生最初の 1000 日間”（“The first 1000 days”）の栄養摂取の重要性は

国際的にも強調されており、子供たちの命を守るための大きな課題となっている。新生仔小

腸のエンドサイトーシスは、母体からの免疫賦与、腸内細菌叢の確立と破綻、あるいは病原

性細菌やウイルスの感染成立の入り口、などに深く関わっている。このような組織でのエン

ドサイトーシス経路の実態とメカニズムを明らかにすることは、医学分野においても重要な

意義を持つと考えている。 
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