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略語一覧 

本論文において用いた略語を以下に示す。 

 

AB   

ANOVA 

BrdU  

CBC 

cDNA            

CldU 

EdU          

GAPDH 

GalNAc 

HE        

HID  

HRP 

IdU 

Ihh 

PAS 

PBS 

PCP 

rRNA 

RT-qPCR 

SE 

SEM 

TA cells                                                   

alcian blue pH 2.5 

analysis of variance 

5-bromo-2’-deoxyuridine 

crypt base columnar cells  

complementary DNA  

5-chloro-2’-deoxyuridine 

5-ethynyl-2’-deoxyuridine 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

N-acetylgalactosamine 

hematoxylin and eosin 

high iron diamine 

horseradish peroxidase 

5-iode-2’-deoxyuridine 

indian hedgehog 

periodic acid-Schiff 

phosphate-buffered saline 

planar cell polarity 

ribosomal RNA 

quantitative real-time polymerase chain reaction 

stamdard error  

scanning electron microscope 

transit amplifying cells  

http://lsd-project.jp/weblsd/c/begin/glyceraldehyde-3-phosphate%20dehydrogenase
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TEM  

TMB 

TPN  

TUNEL 

 

WAT 

X-Gal 

ZO-1 

 

transmission electron microscope 

tetramethylbenzidine 

total parenteral nutrition 

terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated 2’-

deoxyuridine triphosphate nick-end labeling 

white adipose tissue 

5’-bromo-4-chloro-3-indolyl -D-galactoside 

zunula occludens-1 
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第 1 章 序論 

 

 冬季の環境温度の低下と食物不足への適応として、動物たちは様々な生活史を選択し

てきた。冬季の悪化した環境を避けて暖かい地域へ移動して過ごすものもいれば、その

場にとどまるものもいる。前者は鳥類や、海獣、コウモリ類にみられる。一方、その場

にとどまって冬季を過ごす動物には、活動を続けるものと、活動を停止して冬眠に入る

ものがある。狭義の冬眠は、恒温動物の哺乳類と鳥類の一部が、活動を停止し、体温を

低下させて冬期間を過ごすことをさす（Kawamichi et al. 2000）。しかし、変温動物で

ある魚類、両生類、爬虫類、節足動物や陸生貝などが冬季に不活発な状態で過ごす冬越

しにも冬眠の用語が使われる。 

哺乳類の典型的な冬眠は持続的冬眠（bout）に特徴づけられ、この期間は 2 日から 5

週間までと種によって大きく異なる（Kawamichi et al. 2000）。例えば、冬眠中のシリ

アンハムスター（Mesocricetus auratus）は 4～5 日間の持続的冬眠と 12～24 時間の中途

覚醒（interbout arousal）を繰り返して冬眠を行う（Fig. 1-1）。また、持続的冬眠を行っ 

 

Figure 1-1 A representative presentation of housing time-course change in temperature time 

course in hibernating Syrian hamsters. A temperature sensor coupled with data logger was 

attached to each cage to monitor the hibernation cycle. 
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ている哺乳類においては、代謝が著しく低下している。例えば、キンイロジリス

（Spermophilus lateralis）において、持続的冬眠中は、基礎代謝率が通常の 2～4%まで減

少し、体温は環境温度の 2～3℃上で維持されている（Carey et al. 2003）。持続的冬眠は

急激な代謝活性上昇の時期である中途覚醒により中断される。キンイロジリスの中途覚

醒は、体温が正常値近くの 36℃に上昇し、持続的冬眠に再度入るまでの 12～24 時間維

持される。また、キバラマーモット（Marmota flaviventris）は、持続的冬眠中に心拍数

が通常の 1 分間 200～300 拍から 3～5 拍まで減少し（Zatzman 1984）、呼吸数は 1 分間

100～200 回から 4～6 回まで低下する（McArthur & Milsom 1991）。そして、腎臓機能

は大きく減少しているか、または完全に停止している（Zatzman 1984）。これらの生理的

指標が中途覚醒時には急速に正常値近くまで回復する。 

 冬眠中のエネルギー源として、冬眠前に体内の白色脂肪組織（white adipose tissue、

WAT）に蓄積した脂肪を用いる脂肪貯蓄型と、冬眠巣中に貯蔵した食物を利用する貯食

型がある（Folk 1980）。前者は冬眠中に食餌摂取をせず、その代りに第一栄養源として

WAT から得られた脂肪の加水分解に頼っている。脂肪貯蓄型にはクマやコウモリなど

がいる。それに対して、シマリスやハムスターのような貯食型は、貯蓄した食物を中途

覚醒時に摂取し代謝する（Humphries et al. 2003）。脂肪貯蓄型は WAT を季節性に増加さ

せ、春から秋までに体重が 2 倍近くにまでなる。しかし、もし活動期と同様の代謝のま

まならば、この貯蓄した脂肪の代謝のみでは、5～8 か月の冬眠期間を生き残れない。し

たがって、冬眠時期の代謝低下は、エネルギー消費を抑えるという点で有意義であり、

冬眠において重要である（Carey et al. 2003）。 

一方、シマリスやハムスターのような貯食型においても、持続的冬眠中は食餌摂取

をしない。非冬眠動物において経口的な栄養摂取を数日間行わないと、腸管に形態的

かつ機能的変化が生じることが知られている（Yang et al. 2009）。例えば、ラットに

おいて中心静脈栄養（total parenteral nutrition、TPN）を施行すると、施行後 3 日

目で絨毛の萎縮が起き（Ney 1999）、刷子縁膜酵素の活性が低下することが報告され
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ている（Miura et al. 1992）。一方、冬眠動物における冬眠中の小腸の形態的かつ機能

的変化についてはこれまでに以下のような研究がされてきた。例えば、ヨーロピアン

ハムスター（Cricetus cricetus）は冬眠中 10～12 日間の持続的冬眠と、48 時間の中

途覚醒を繰り返す（Michel et al. 1988）。この冬眠動物において、小腸粘膜における

スクラーゼおよびイソマルターゼの活性は、持続的冬眠中は変動せず、中途覚醒時に

上昇する。また、ラクターゼおよびアミノペプチターゼ活性は持続的冬眠中に上昇す

る。加えて、冬眠中の腸粘膜湿重量は減少するが、粘膜から単離した刷子縁膜中のタ

ンパク質量は変化しない（Michel et al. 1988）。これは、冬眠中に腸粘膜は萎縮する

が、膜消化酵素や栄養素吸収担体などのタンパク量は変化しないことを意味してい

る。一方、もっともよく研究がすすんでいるのは、アメリカ合衆国とカナダに生息す

るジュウサンセンジリス（Spermophilus tridecemlineatus）である。この種は 10 月

に冬眠に入り、12 週間持続性冬眠を維持する（Carey 1990）。冬眠中は腸粘膜湿重量

とタンパク量、絨毛の長さ、粘膜表面面積が減少する。これらは春期に回復し、夏期

に最大となり、秋期に減少する。空腸の刷子縁膜におけるスクラーゼ、イソマルター

ゼおよびアルカリホスファターゼの活性ならびに mRNA 発現レベルは、冬眠期と活動

期とで同様である。以上のように、ヨーロピアンハムスターとジュウサンセンジリス

の冬眠中の小腸粘膜は、持続性冬眠中の絶食に伴って萎縮するものの、中途覚醒時の

摂食に備えて、持続性冬眠中でも遺伝子レベルで消化機能を維持していることが示さ

れてきた。 

DNA 合成と細胞分裂は大きなエネルギーを要求する過程である。よって、細胞増殖

は持続的冬眠でかなり抑制されており、遺伝子の転写と翻訳も減少している（Carey & 

Sandra 1996）。これまでの冬眠中の細胞分裂についての研究は、増殖速度が速い腸管

組織において行われてきた。腸管上皮は動物生体において、外界との接触面積が最も

広い組織である。これは栄養素や水分の吸収機能を最大限に発揮するためであると考

えられる。同時に、腸管上皮は細菌やウイルスに対する防御の最前線となっており、

http://en.wikipedia.org/wiki/Cricetus_cricetus
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粘液分泌や抗菌物質の産生を介して外敵の侵入を阻止している。また、口側の内容物

を効率良く消化し、肛側に運搬するために、神経・内分泌機構による腸管の消化液分

泌および腸管運動調節が行われている。これらの腸管機能は主に４種類の分化細胞で

ある、吸収上皮細胞（消化吸収機能）、杯細胞（粘液産生）、内分泌細胞（消化管ホル

モン分泌）、パネート細胞（抗菌ペプチド分泌）により担われている（van der Flier & 

Clevers 2009）。腸管上皮は絨毛と呼ばれる腸管内腔に突出した分化細胞からなる組織

構造と、主に未分化細胞からなる陰窩の二つの区画に分けられる（Fig. 1-2）。 

 

Clevers H & Radtke F (2005) Science 25:1905 

 

Figure 1-2 The anatomy of the small intestinal epithelium. The epithelium is shaped into crypt 

and villi (left). The lineage scheme (right) depicts the stem cell, the transit-amplifying cells, and 

the two differentiated branches. The right branch constitutes the enterocyte lineage; the left is the 

secretory lineage. Relative positions along the crypt-villus axis correspond to the schematic graph 

of the crypt in the center.  
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分化細胞のうち、パネート細胞のみが陰窩底部に局在し、その他は分化とともに陰窩

から絨毛に移動していく。多彩な機能を持つ腸管上皮細胞であるが、これら全ての腸管

上皮細胞は腸管上皮幹細胞から生み出されている。腸管上皮幹細胞は一生を通じて自己

複製し続けるとともに、全ての腸管上皮細胞への分化能を持つ細胞と定義されており、

陰窩底部に存在すると考えられている。腸上皮の陰窩底部には crypt base columnar 

cells（CBC）と呼ばれる細長い形態をした細胞が存在しているが、その機能については

ながらく不明であった。近年、Clevers らの研究グループは、Wnt シグナル標的遺伝子

のなかで CBC が強く発現する Lgr5 遺伝子に注目し、その子孫細胞群を追跡可能なマ

ウスを作成し、すべての分化細胞が Lgr5 陽性細胞に由来すること、長期にわたって

Lgr5 陽性細胞が陰窩底部に維持されることを示し、これらの特徴から CBC は腸上皮

幹細胞であると考えられるようになった（Barker et al. 2007）。以後、現在まで Lrig1

（Wong et al. 2012）、EphB2（Jung et al. 2011）、Bmi1（Sangiorgi & Capecchi 2008）、

CD133（Snippert et al. 2009）、Asc12（van der Flier et al. 2009a）、OLFM4（van der 

Flier et al. 2009b）などの分子が幹細胞マーカーとして報告されている。腸管上皮幹細

胞は分裂して一過性増殖細胞（transit amplifying cells、TA cells）になる。TA cells は

陰窩において活発に分裂しており、4～5 回分裂を繰り返したのち、分化型上皮細胞へ

と分化し、絨毛の長軸方向に沿って移動していく。分化型上皮細胞は絨毛先端へ達した

あと、最終的には細胞死により脱落する。このような小腸絨毛の細胞更新に費やされる

時間は、約 3～5 日間である。 

オナガホッキョクジリス（citellus undulatus）において、冬眠中の小腸上皮細胞の DNA

合成は活動期の約 4%まで低下するものの、冬眠中でも継続されている（Kruman et al. 

1988）。しかしながら、持続的冬眠中の細胞の有糸分裂は停止しており、腸上皮細胞の

細胞周期の G1期から S 期の過程は進行しているが、G2期または S 期後半は停止してい

る（Adelstein et al. 1967）。このような細胞周期の停止は、低温によって受動的に生じる

現象なのか、あるいは低温または変動が大きい温度条件下で細胞増殖にエラーが生じる
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のを最小限にする積極的な適応なのか、未だはっきりしていない（Kruman 1992）。細

胞の有糸分裂と細胞増殖は中途覚醒時に再開する（Carey & Sandra 1996）。中途覚醒時の

細胞増殖速度は、ほとんどの冬眠動物で活動期のそれと同等か、または上回る（Dubinin 

et al. 1995）。加えて、中途覚醒時に細胞増殖が高速になると同時に、体中のタンパク合

成も短時間で増加する（Zhegunov et al. 1988）。冬眠動物における持続的冬眠と中途覚醒

のサイクルにおいて、小腸上皮細胞が増殖停止と再開を繰り返すという事実からは、そ

れにともなって陰窩－絨毛軸に沿った細胞移動もまた停止および再開を繰り返してい

ることが予想される。しかし、冬眠中の腸上皮細胞の更新にともなう移動については、

移動速度の推定などの詳細な研究は報告されていない。 

これまで使用されてきた腸上皮細胞の移動速度を計測する主な方法は、5-bromo-2’-

deoxyuridin（BrdU）のパルスチェイス実験である。この方法は、異なる個体に異なる時

間において BrdU を投与することにより細胞を標識し、検出される細胞位置を比較する

ことにより速度を計測する方法である。しかし、この方法では多くの個体が必要になる

ため、多くの個体を入手することが困難な冬眠動物では、この方法を適用することは現

実的ではない。そこで本研究では、1 個体で測定することが可能である新しい細胞の移

動速度の推定方法を確立した（第２章）。そしてこの方法を用いて、冬眠シリアンハム

スターの腸上皮細胞の移動速度を推定した（第３章）。加えて、細胞更新速度の変化に

伴う形態的および機能的変化を解析した（第４章）。さらに、冬眠シリアンハムスター

における細胞更新の速度変化を調節するメカニズムについての情報を収集した（第５

章）。 
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第 2 章 5-Bromo-2’-deoxyuridine（BrdU）と 5-Ethynyl-2’-deoxyuridine（EdU）の 2

重標識を用いた新しい細胞移動速度推定方法の確立 

 

2－1 背景と目的 

これまでの in vivo における陰窩－絨毛軸に沿った腸上皮細胞移動速度の推定は、5-

bromo-2’-deoxyuridine（BrdU）のパルスチェイス実験によるものがほとんどであった。

BrdU はチミジンのアナログで、DNA 合成期に DNA に取り込まれる。半減期が約 1 時

間と短く、投与時から 1～2 時間以内に DNA 合成を行った細胞、つまり増殖細胞を抗

BrdU 抗体を用いた免疫組織染色などで検出することができる。また、投与後異なる時

間で組織を採取し、検出することで、DNA 合成を行った細胞がどのように移動したか

を観察することができる。すなわち、投与後の異なる時間で採取した組織における

BrdU 陽性細胞の陰窩－絨毛軸に沿った距離を時間で除すことにより、細胞の移動速度

を推定することが可能である。例えば、Melendez et al.（2013）は、野生型マウスと

Cdc42 遺伝子欠損マウスに BrdU を投与後、2、4、12、24、36 時間で検体を採取し、

腸上皮細胞の移動速度を推測した。その結果、Cdc42 遺伝子欠損マウスの十二指腸で細

胞移動速度が増加していることを確認した。しかしこの方法では、1 回の移動速度の推

定に 1 群 5 頭の個体が必要であり、数多くの個体の入手が困難な冬眠ハムスターの細

胞移動速度を計測することは現実的ではない。そこで、本研究では 2 種類のチミジンア

ナログ BrdU と 5-ethynyl-2’-deoxyuridine（EdU）を時間差で投与し、2 重染色を行う

ことで細胞移動速度を推定する方法を新しく考案した。EdU も BrdU と同様にチミジ

ンアナログであり、近年 BrdU の代替として使用されている（Buck et al. 2008、

Cappella et al. 2008、Salic & Mitchison 2008）。BrdU の検出は抗 BrdU 抗体を用い

た免疫化学的方法によるが、EdU の検出はクリックケミストリーによる化学的方法で

行うことができる。ここで用いるクリックケミストリーは、蛍光色素が有するアジドと

EdU に存在するアルキン間の銅触媒共有結合による反応である（Hsu et al. 2007、Sawa 
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et al. 2006、Tornøe et al. 2002）。本研究では、この方法の妥当性をラットによる実験

で検証した。すなわち、時間差で投与した BrdU と EdU を絨毛部分で同時に検出でき

るか否か、交差反応が生じるか否か、投与の時間間隔および順序が細胞移動速度の推定

に影響するか否かについて検証した。また、腸上皮細胞には吸収上皮細胞、杯細胞、腸

内分泌細胞、パネート細胞、タフト細胞、M 細胞の 6 つの分化細胞が存在する。これら

の 6 つの分化細胞に特異的なマーカーを使用した染色と、BrdU と EdU の 2 重染色を

組み合わせることで、それぞれの分化細胞における移動速度を推定することが可能かも

しれない。本研究ではその端緒として、杯細胞を PAS 染色で、腸内分泌細胞を抗クロ

モグラニン A 抗体で検出し、さらに BrdU との 2 重染色を行った。 

 

2－2 方法 

実験動物および飼料 

6 週齢の雄性 Wistar 系ラット（日本エスエルシー）を室温 232℃、午後 8 時から午

前 8 時までを暗期として飼育した。飼料は AIN-93G（Reeves et al. 1993）に準じて作

成した精製飼料を自由摂取させ、水道水を自由摂取させた。2 週間飼育後、以下の 2 つ

の実験を行った。 

 

実験１ 

 9 匹のラット（グループ A）に BrdU（Sigma-Aldrch、50 mg/kg 体重、Ito et al. 2009）

を腹腔内投与し（午後 5 時）、17 時間後に EdU（Invitorogen、5 mg/kg 体重、Cappella 

et al. 2008）を腹腔内投与した（午前 10 時）。 

 また、別の 6 匹のラット（グループ B）に EdU を腹腔内投与し（午後 5 時）、17 時

間後に BrdU を腹腔内投与した（午前 10 時）。EdU と BrdU の投与量は前述と同量に

した。 

 さらに別の 6 匹のラット（グループ C）には BrdU を腹腔内投与（午後 10 時）して
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から 12 時間後に EdU を腹腔内投与した（午前 10 時）。EdU と BrdU の投与量は前述

と同量にした。 

 

実験２ 

 ラット 3 匹に BrdU と EdU の混合物を腹腔内投与した（午後 10 時）。EdU と BrdU

の投与量はそれぞれ 50 mg/kg 体重とした。 

 

 すべての実験において、BrdU あるいは EdU 投与の 22 時間後にケタミン塩酸塩（70 

mg/kg 体重）およびキシラジン塩酸塩（8 mg/kg 体重）の混合物の腹腔内投与による麻

酔下で開腹し、腹部大動脈より放血死させ、小腸を採取した。採取した小腸は、氷冷し

たリン酸緩衝生理食塩水（phosphate-buffered saline、PBS）で管腔内を洗浄してから、

トライツ靭帯より 2 cm 遠位側の空腸断片 1 cm と、回腸末端から近位側の回腸断片 1 

cm を採取した。採取した組織は固定液（ユフィックス；サクラファインテックジャパ

ン）を用いて室温下で 3 時間浸漬後、パラフィン包埋し、ミクロトーム（REM-710；

大和光機工業株式会社）で厚さ 4 mの薄切片を切り出し、スライドグラスに貼り付け、

乾燥のため 37℃で一晩インキュベートした。 

 

BrdU と EdU の 2 重標識による細胞移動速度の測定 

 作成した組織薄切片を、脱パラフィンのためキシレンに 5 分間 3 回浸漬したのち、水

和のためエタノール系列に浸漬した。その後、抗原賦活化のため、10 mM クエン酸バ

ッファー（pH 6.0）中で 98℃、40 分間加熱した。次に DNA を変性するため、2 N 塩

酸に 30 分間浸漬し、中和のために 0.1 M 四ほう酸ナトリウムに 10 分間浸漬した。ブ

ロッキングのため、1%BSA／PBS で 1 時間インキュベートした後、100 倍希釈した抗

BrdU 抗体（anti-BrdU mouse IgG；clone OS94.6；Calbiochem）と 4℃で一晩インキ

ュベートした。PBS で洗浄後、1000 倍希釈した 2 次抗体（anti-mouse IgG conjugated 
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with HyLyte Fluor 555；Anaspec）と遮光下の室温で 1 時間インキュベートした。PBS

で洗浄後、膜透過処理のため 0.5% Triton X‐100／PBS に 20 分間浸漬した。その後、

EdU 検出のため、Alexa Fluor 488 含有 Click-iT reaction cocktail（Click-iT EdU Alexa 

Fluor 488 Imaging Kit；Life Technologies）を用いて室温遮光下で 30 分間インキュベ

ートした。PBS 洗浄後、ProLong Gold antifade reagent with DAPI（Life Technologies）

で封入し、蛍光顕微鏡（BX40、オリンパス）で観察、写真撮影した。細胞移動速度は

以下のように算出した。 

 

細胞移動速度（m/h）＝最初に投与したチミジンアナログの陽性シグナルの中央値

と次に投与したチミジンアナログの陽性シグナルの中央値との距離（m）／2 つのチ

ミジンアナログの投与間隔（h） 

 

細胞移動速度は、距離だけではなく、最初に投与したチミジンアナログの陽性シグナ

ルの中央値と次に投与したチミジンアナログの陽性シグナルの中央値との間の細胞数

を用いることによっても、以下のように算出した。 

  

細胞移動速度（cells/h）＝最初に投与したチミジンアナログの陽性シグナルの中央値

と次に投与したチミジンアナログの陽性シグナルの中央値との間にある細胞数／2 つ

のチミジンアナログの投与間隔（h） 

 

細胞移動速度は、ラット 1 個体につき 10 箇所で算出し、平均値を求めた。距離は

Image J（http://imagej.nih.gov/ij/）を用いて計測した。 

 加えて、他の組織切片を用いて標準的な方法でヘマトキシリン／エオシン（HE）染

色を行い、上記ソフトウェアで絨毛の長さを計測した。絨毛の長さは絨毛基部から絨毛

先端までの長さとした。 

http://imagej.nih.gov/ij/
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腸内分泌細胞および杯細胞の検出 

 腸内分泌細胞の検出には、マーカーとして抗クロモグラニン A 抗体を使用して行っ

た（Lloyd & Wilson 1983）。前述のとおり、脱パラフィンおよび抗原賦活化後の切片を

用いて、DNA 変性、中和、およびブロッキングを行ったのち、100 倍希釈の抗 BrdU

抗体と 250 倍希釈の抗クロモグラニン抗体（ab45179 ; Abcam）の混合液を用いて 4℃

で一晩インキュベートした。PBS 洗浄後、2 次抗体は 500 倍希釈の anti-mouse IgG 

conjugated with Alexa Fluor 488（Life Technologies）と 500 倍希釈の anti-rabbit IgG 

conjugated with Alexa Fluor 568（Life Technologies）の混合液を用い、室温遮光下で

2 時間インキュベートした。PBS 洗浄後、ProLong Gold antifade reagent with DAPI

で封入し、蛍光顕微鏡で観察、写真撮影を行った。 

 杯細胞の検出には PAS 染色を行った。前述のとおり、抗 BrdU 抗体でインキュベー

トしたのち、MACH 2 Universal HRP Polymer Detection（Mouse and Rabbit Polymer 

HRP Secondary Antibody Polymer Detection Kit; Biocare medical）で室温 30 分間イ

ンキュベートした。PBS 洗浄後、2.3 mM 3,3’-ジアミノベンジジン四塩酸塩（同仁化学）

と 48.8 M 過酸化水素を含む 0.6 M トリス塩酸緩衝液（pH 7.5）で 10 分間インキュベ

ートした。流水で洗浄後、0.5％過ヨウ素酸液（和光純薬）およびシッフ試薬（和光純

薬）を用いて常法により PAS 染色を行い、ヘマトキシリンで対比染色を施した。エタ

ノール系列で脱水後キシレンにより透徹し、カナダバルサムで封入後、光学顕微鏡によ

り観察、写真撮影をおこなった。 

 

統計処理 

 結果はすべて平均値標準誤差で表した。2 群間の平均値の比較には Student の t-検

定を行った。多群間の平均値の比較には一元配置分散分析の後、有意差があったものに

は Tukey-Kramer テストを行った。解析には Stat view を用い、P 値が 0.05 未満の場

合に統計的に有意と認めた。 
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2－3 結果 

実験１ 

 グループ A および C のラットにおいて、小腸組織の BrdU と EdU の 2 重染色によ

り、絨毛部の上部で BrdU 陽性細胞（赤）、下部で EdU 陽性細胞（緑）が検出された

（Fig. 2-1）。これらのラットにおいては、BrdU に次いで EdU を投与しているので、

本実験結果は腸上皮細胞が絨毛基部から先端方向に移動していることを示唆する。また、

グループ B のラットにおいては、グループ A および C のラットとは逆に、絨毛部の上

方に EdU 陽性細胞が、下部に BrdU 陽性細胞が検出された。 

 

 

 

Figure 2-1 A representative fluorescence micrograph of jejunal sections of rats having received 

a single i.p. injection of BrdU and EdU within a time interval. EdU injection was done 17 h 

after BrdU injection, and tissues were excised 22 h after EdU injection. Signals of BrdU and 

EdU were detected by immunohistochemistry with anti-BrdU antibody and the click reaction, 

respectively. The white thin line represents the outline of villi. Bars represent 200 m. 

  

Migration distance

207.8m

BrdU EdU Merge
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細胞移動速度は Fig. 2-2 のように算出した。Fig. 2-2 は実験１におけるグループ A の

例である。赤色に検出された BrdU 陽性細胞の分布の中央値に位置する細胞と、緑色に

検出された EdU 陽性細胞の分布の中央値に位置する細胞との間の距離を測定したとこ

ろ、148 m であった。この距離を BrdU と EdU の投与間隔である 17 時間で除したと

ころ、細胞移動速度は 8.7 m/h と算出された。同様の方法で、グループ A、B および

C のラットにおいて細胞移動速度を算出したところ、各グループ間で有意な差はみられ

なかった（Table 2-1）。絨毛の長さはいずれのグループでも回腸より空腸で有意に長く、

各グループ間での差はみられなかった。 

 

 

 

Figure 2-2 A representative estimation of the cell migration rate on a single villus of the 

jejunum. The white thin line represents the outline of villus. Dual-labeling experiments were 

performed as described in Fig. 2-1. 
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Table 2-1 Estimation of epithelial cell migration rate by dual labeling with BrdU and EdU 

under different experimental conditions in rat small intestine  

 1st set  2nd set 3rd set 

Interval time  17 h  17 h  12 h 

Injection order  BrdU-EdU  EdU-BrdU  BrdU-EdU 

 (n = 9)  (n = 6)            (n = 6)  ANOVAp 

Villus height (m) 

  Jejunum  498 ± 13  501 ± 25 511 ± 11  0.71 

  Ileum  234 ± 8*  227 ± 17*  238 ± 13*  0.83 

Cell migration rate (m/h) 

  Jejunum  8.7 ± 0.5  8.3 ± 0.5  8.9 ± 0.4  0.72 

  Ileum 4.5 ± 0.3*  5.5 ± 0.6*  5.8 ± 0.8*  0.20 

Cell migration rate (cells/h) 

  Jejunum 1.37 ± 0.07  1.41 ± 0.12  1.23 ± 0.05  0.34 

  Ileum  0.80 ± 0.02*  0.84 ± 0.02*  0.78 ± 0.01*  0.13 

Values are expressed as means ± SE. P values of one-way analysis of variance (ANOVA) are 

shown for the comparison of mean values estimated under different different conditions. * Mean 

value is significantly different from jejunum (p<0.05) as estimated by Student’s t-test. 
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実験２ 

 BrdU と EdU を同時投与したラットの小腸組織では、赤色に検出された BrdU 陽性

細胞と緑色に検出された EdU 陽性細胞はほぼ同じ位置に観察された。BrdU 陽性細胞

および EdU 陽性細胞を検出した組織画像を重ね合わせた結果、ほぼすべての陽性細胞

が黄色に示されたことから、BrdU と EdU の陽性細胞の位置はほぼ完全に一致してい

ると考えられた（Fig. 2-3）。 

 

 

 

 

Figure 2-3 A representative fluorescence micrograph of jejunal sections of rats having received 

a simultaneous i.p. injection of BrdU and EdU. Tissues were excised 22 h after injection of a 

mixture of BrdU and EdU. Signals of BrdU and EdU were detected by immunohistochemistry 

with anti-BrdU antibody and the click reaction, respectively. Insets illustrate the higher 

magnification. 
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腸内分泌細胞および杯細胞の検出 

Fig. 2-4のAの写真は抗BrdU抗体と抗クロモグラニンA抗体により2重免疫染色を行

い、BrdU陽性細胞を緑色で、腸内分泌細胞であるクロモグラニンA陽性細胞をピンク

色で検出したものである。白色の矢印はBrdU陽性細胞の最も上部、つまり移動速度が

最も速い細胞を指しているが、いずれも緑色に検出されているため、腸内分泌細胞で

はないと考えられた。写真Bは抗BrdU抗体による免疫染色とPAS染色を同時に行い、

BrdU陽性細胞は茶色で、杯細胞は紫色で検出したものである（Fig. 2-4 B）。黒色の矢

印は移動速度が最も速い細胞を指しているが、杯細胞を検出した紫色との重複は認め

られなかった。 

 

Figure 2-4 Detection of BrdU-labeled cells, chromogranin A-expressing enteroendocrine cells 

and mucin-producing goblet cells in the jejunum. Rats received a single intraperioneal injection 

of BrdU, and tissues were excised 39 h after BrdU injection. A. Double immunofluorescent 

staining using anti-BrdU (green) and anti-chromogranin A (magenta) antibodies. The white thin 

line represents the outline of villus. B. Double staining using anti-BrdU antibody (brown) and 

PAS reaction (magenta). Arrows illustrate the furthest BrdU-positive cell on the each side of villus. 
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2－4 考察 

Figure 2-1 より、BrdU と EdU の 2 重染色によって、先に投与した BrdU を絨毛上

部に、後に投与した EdU を絨毛下部に確認することができた。予備実験において、BrdU

のみを投与したラットと、EdU のみを投与したラットの小腸組織を用いて 2 重染色を

行ったところ、前者では BrdU 陽性細胞のみが、後者では EdU 陽性細胞のみが検出さ

れた（データ省略）。これらの結果は、抗 BrdU 抗体が EdU と交差反応しないこと、お

よび EdU 検出時のクリック反応が BrdU と交差反応しないことを示している。加えて、

BrdU と EdU の同時投与により、それぞれの陽性細胞がほぼ完全に一致したことから

（Fig. 2-3）、BrdU と EdU は同様に DNA に取り込まれ、半減期も一致し、同じ細胞

を標識すると考えられた。これは、Zeng et al.（2010）らによって中枢神経系でも同様

の結果が確認されている。したがって、BrdU と EdU は互換性があると考えられた。 

増殖細胞の 2 重標識法には、5-chloro-2′-deoxyuridine（CldU）および 5-iodo-2’-

deoxyuridine（IdU）などのハロゲン化デオキシウリジンで標識し、それぞれに親和性

の異なる抗 BrdU 抗体を使用してこれらを染め分ける方法が報告されている（Tuttle et 

al. 2010）。しかし、この方法にはわずかに CldU と IdU の間に交差反応が起きてしま

うという欠点が存在する（Tuttle et al. 2010）。この方法と比べると、BrdU と EdU の

2 重標識法は、免疫組織化学とクリック反応によりそれぞれを検出するため、交差反応

が生じないという利点がある。 

実験１において、ラットを BrdU と EdU を用いて異なる投与間隔と投与順によって

標識し、細胞移動速度を算出した（Table 2-1）。空腸と回腸ともに各グループの間で推

定した細胞移動速度に有意差は認められなかった。よって、投与間隔と投与順は移動速

度の推定に影響しないと考えられた。しかしこの移動速度の推定に使用した陽性細胞間

の距離は、in vivo における距離と同一であること、また組織からパラフィン切片を作

成する際の手技で変動していないことを前提としている。そこで陽性細胞間の距離では

なく、陽性細胞間の細胞数により移動速度を算出した（Table 2-1）。細胞数により算出
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した移動速度においても、空腸と回腸ともに各グループの間で有意差はみられなかった。

以上の結果より、手技による絨毛の長さの変動は移動速度に影響しない程度であると考

えられた。 

小腸上皮細胞は分化する際に、吸収上皮細胞、杯細胞、腸内分泌細胞、パネート細胞、

タフト細胞、M 細胞の 6 つの分化細胞に分化する（van der Flier & Clevers 2009）。し

かし、それぞれの分化細胞に固有の移動速度は明らかになっていない。BrdU 投与ラッ

トの小腸組織で腸内分泌細胞と杯細胞を検出したところ、絨毛部において最も絨毛先端

に近い部位に位置する BrdU 陽性細胞、つまり最も移動速度が速い細胞は、腸内分泌細

胞と杯細胞のどちらでもないと考えられた（Fig. 2-4）。 

以上の結果より、BrdU と EdU の 2 重標識を用いることで、同一個体で腸上皮細胞

の移動速度を推定することができると考えられた。 
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第 3 章 冬眠シリアンハムスターにおける腸粘膜上皮の細胞更新遅滞 

 

3－1 背景と目的 

 本研究では、冬眠モデルとしてシリアンハムスターを用いた。シリアンハムスターは

実験動物として生産されているため、入手が容易であること、夏季でも環境を制御する

ことにより実験室内で冬眠を誘発することができることから採用した。シリアンハムス

ターは環境温度が 5℃、24 時間暗期の環境条件下で飼育することにより、約 1 か月で

冬眠を開始する。約 4 日の持続的冬眠と 0.5～1 日の中途覚醒を繰り返して、約 5 か月

間冬眠する（Fig. 1-1）。冬眠時は curly shape と呼ばれる丸まった姿勢をとる特徴があ

る（Fig. 3-1）。体温が 5℃付近であるため、手で触ると冷たく、呼吸と心拍は直ちに確

認できないが、鼻先と足蹠部の皮膚にチアノーゼ様の色変がないことから、生存してい

ることが確認できる。 

 

 

Figure 3-1 A hibernating Syrian hamster. The hibernating hamster assumes a curved up posture 

like a ball. The body temperature falls to eventually approximate the ambient temperature. The 

heart and respiratory rates decrease to 5-10 times/min and below 1 time/min, respectively. The 

basal metabolism is also extremely suppressed. 
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本章では、前章で確立した細胞移動速度の推定方法を用いて、冬眠シリアンハムス

ターにおける腸上皮細胞の移動速度を推定した。 

陰窩で増殖した腸上皮細胞は分裂しながら絨毛の先端方向へ上昇し、絨毛基部で分

裂を停止する。その後は上昇しながら分化が進行し、吸収上皮細胞、杯細胞、腸内分

泌細胞などの分化型上皮細胞へと分化し、絨毛先端部に到達した寿命を終えた細胞

は、細胞死により脱落する（van der Flier & Clevers 2009）。本研究では、冬眠ハム

スターの小腸上皮における分化・成熟を解析することを目的とした。小腸粘膜が過形

成のラットにおいて、絨毛頂部に存在する成熟が進行した上皮細胞は、アルカリホス

ファターゼを高く発現していることが報告されている（Hodin et al. 1995）。そこで本

研究では、冬眠ハムスターにおける腸上皮の成熟度を、組織切片を用いたアルカリホ

スファターゼの活性染色により評価した。 

また、PAS 染色により検出される杯細胞を指標に用いて腸上皮の成熟を評価した。

PAS 染色は、過ヨウ素酸（periodic acid）を用いて糖鎖を特異的に酸化し、糖鎖構造

の存在を証明する染色法である。過ヨウ素酸は糖鎖の保有する隣接ジオール基を酸化

および解離して、アルデヒド基に変換する。このアルデヒド構造をシッフ（Schiff）

反応で染めだすと、グリコーゲン、粘液、基底膜などが赤色を呈するため、小腸組織

においては粘液を産生する杯細胞が赤色に染められる（Nettleton & Carpenter 

1977）。 

杯細胞が産生する粘液は、ムチンと呼ばれる糖タンパク質が主成分であり、酸性度

の違いから中性ムチンと酸性ムチンに分けられる。小腸の粘液はすべて酸性ムチンで

あり、この酸性ムチンはさらにその糖鎖にシアル酸を含むシアロムチンと硫酸基を含

むスルホムチンの２つに分けられる。High iron diamine（HID）染色は特に硫酸基に

高い特異性を示すのに対して、pH 2.5 の溶液中のアルシアン青（AB）は硫酸基だけ

でなくシアル酸のカルボキシル基にも結合する。したがって、まず HID 染色を行い、

ついで AB 染色を行うと、アルシアン青はカルボキシル基にのみ結合する。その結
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果、上皮性粘液中ではスルホムチンが黒紫色に、シアロムチンが青色に染色される

（Spicer 1965）。本研究では HID-AB 染色によるスルホムチンとシアロムチンの染め

分けを利用して、冬眠ハムスターにおけるムチン糖鎖分子種の変化を解析した。 

陰窩で増殖し、絨毛部で分化しながら絨毛先端部まで到達した腸上皮細胞は、寿命

を終えて細胞死し、絨毛先端部から脱落する。したがって、絨毛長は上皮細胞の増殖

と細胞死のバランスに依存する。手術や TPN 施行時などに経口摂取を一定期間行わな

いと、細胞増殖の減少から起因する腸粘膜の萎縮がおき、腸管の機能が低下すること

が知られている（Goodlad & Wright 1984）。例えばラットにおいて、4 日間の絶食で絨

毛が萎縮したという例がある（Goodlad et al. 1988）。冬眠中のハムスターは、約 4 日

間の持続的冬眠と 0.5～1 日の中途覚醒を繰り返している（Fig. 1-1）。持続的冬眠中は

食物を全く摂取せず、中途覚醒時に摂食する。このような冬眠パターンを繰り返して

いる冬眠ハムスターの腸粘膜は萎縮している可能性がある。本研究では、HE 染色に

より絨毛の長さを測定し、BrdU パルス実験により陰窩における増殖細胞を計測する

ことで、冬眠ハムスターにおける粘膜構造および上皮細胞増殖の変化を確認した。加

えて、電子顕微鏡を用いて吸収上皮細胞表面の刷子縁膜構造の変化についても観察し

た。 

さらに、時間的寿命が長い上皮細胞においては、細胞老化が起こっている可能性が

考えられた。終末分化を終えた細胞は細胞死を起こすか、細胞老化を起こすことで、

過剰な増殖を防ぎ、がん化を予防していると言われている（Going et al. 2002）。老化

細胞では酸性条件下で-ガラクトシダーゼ活性が検出されることが報告されている

（Dimri et al. 1995）。そこで、細胞老化関連-ガラクトシダーゼ活性染色により、冬

眠ハムスターの腸上皮において細胞老化が生じているか否かを調べた。 

 

3－2 方法 

実験動物および飼料 
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 10 週齢のシリアンハムスター（初期体重 120 g 前後、日本エスエルシー）12 匹

を、室温 23±2℃、午後 8 時から午前 8 時までを暗期として飼育した。飼料は市販固

形飼料ラボ H スタンダード （日本農産工業）を用い、水道水と共に自由摂取させ

た。12 週齢まで飼育したのち、12 匹を 1 群 6 匹の 2 群に分け、それぞれ冬眠群、活

動群とした。活動群は引き続き上記と同条件で飼育し、冬眠群は、24 時間暗期、室温

4℃の環境下で飼育した。冬眠周期を確認するために、各ケージの底面にデータロガー

（RTR-52A、ティアンドデイ）を接続した温度センサーを設置した。冬眠群のうち 4

匹は、冬眠開始から 1 ヶ月後の中途覚醒時に EdU を腹腔内投与し、その次の中途覚

醒時に BrdU を投与した。活動群 6 匹は解剖の 50 時間前に EdU を、18 時間前に

BrdU を投与した。投与量は 2－2 の実験１と同様にした。冬眠群は BrdU 投与後の持

続的冬眠 4 日目に開腹し、下大静脈より放血死させ、空腸および回腸を摘出した。摘

出した空腸と回腸は、氷冷 PBS で管腔内を洗浄してから 2 cm の断片を 5 個作成し、

1 つは縦に切り開いてスライドガラスにより粘膜を掻きとり、凍結保存した。また、2

つ目の断片は包埋剤（OCT compound、Tissue-tek、Sakura Finetechnical）で凍結

包埋して組織染色標本の作製に供した。3 つ目の断片は、2－2 と同様の方法によって

パラフィン包埋し、薄切片を作成した。4 つ目と 5 つ目の断片は、固定のため 2.5％グ

ルタルアルデヒド／0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.4）に浸漬し、電子顕微鏡用標本の作

製に供した。活動群は、ジエチルエーテルによる麻酔下で開腹し、腹大動脈より放血

死させ、冬眠群と同様に試料を回収した。 

 

BrdU と EdU の 2 重染色による細胞移動速度の測定 

2－2 と同様の方法で行った。 

 

小腸粘膜におけるアルカリホスファターゼ活性の測定 

採取した粘膜を秤量し、氷冷しながら 50 mM マンニトールを含む 2 mM トリス‐
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塩酸緩衝液 10 ml（pH 7.1）を加え、テフロンホモジナイザーを用いてホモジナイズ

した。基質 15 mM パラニトロフェニルリン酸二ナトリウム 6 水和物を含むアッセイ

溶液（1 M ジエタノールアミン緩衝液 pH 9.8）200 l に前述した組織ホモジネートを

2 l 加えた後 1 分間の 405 nm の吸光度の変化をマイクロプレートリーダーにて測定

し、Walter & Schütt（1974）の方法に従って、1 分につき 1 mol のパラニトロフェ

ノールを生成する酵素活性を 1 U とした。 

 

小腸組織切片におけるアルカリホスファターゼ活性染色 

スライドグラスは 2%の 3-アミノプロピルトリエトキシシラン／アセトン（信越化

学工業）によりコーティングしたものを用いた。新鮮凍結組織から、クリオスタット

で厚さ 5 m の薄切片を切り出し、スライドグラスに貼り付け、室温で乾燥させた。

10% ホルマリン／0.1 M リン酸緩衝液中で 10 分間固定した後、脱塩水で洗浄した。

組織切片を反応液（ナフトール AS-MX リン酸 0.1 mg/ml、Fast-blue BB salt 0.6 

mg/ml、N,N-ジメチルホルムアミド 5 l/ml、2 mM 塩化マグネシウム 、0.1 M トリ

ス‐塩酸緩衝液 pH 8.8）中で 37℃、10 分間インキュベートした。PBS で洗浄後、

Nuclear fast red で対比染色した（Kirihata et al. 2008）。エタノール系列で脱水、

キシレンにより透徹し、カナダバルサムで封入した後、光学顕微鏡により検鏡および

写真撮影を行った。一絨毛あたりの活性部位の割合を、一個体あたり 5 ヶ所の絨毛で

計数し、その平均値を一個体の活性部位の割合とした。 

 

リアルタイム PCR によるアルカリホスファターゼ遺伝子の発現解析 

 空腸および回腸の粘膜より Trizol（Invitrogen）を用いてプロトコールに従い全

RNA を抽出した。得られた全 RNA に含まれるゲノム DNA を RQ1 RNase- free 

DNase（Promega）によって除去した後、Oligo（dT）primer 0.5 g（北海道システ

ムサイエンス）、10 mM dithiothreitol（Invitrogen）、0.5 mM deoxynucleotide 
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triphosphate （Takara）、20 U RNase inhibitor（Wako）、200 U Moloney murine 

leukemia virus RTase（Invitrogen）を含む 20 l の 1st-strand buffer 中で 42℃、50

分間インキュベートすることにより 1st-strand cDNA を得た。その後、RNase H

（Invitrogen）により RNA を除去した。得られた 1st-strand cDNA を、Thermal 

Cycler Dice TP800（Takara）を使用して、リアルタイム定量 PCR（quantitative 

real-time polymerase chain reaction、RT-qPCR）に供した。各プライマーの塩基配

列と増幅サイズは Table 3-1 のとおりである。反応は 95℃10 秒の後、95℃5 秒、60℃

30 秒を 40 サイクル行った。その後、95℃15 秒、60℃30 秒、95℃15 秒で解離させ

た。アルカリホスファターゼの発現は glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

（GAPDH）に対する発現の比により、両群の遺伝子発現の比較を行った。 

 

Table 3-1 Oligonucleotide primers used for RT-qPCR 

Target Template PCR Primers Product Size, bp 

ALP 

 Sense 

 Antisense 

 

5’-GGTCAAGGCCAACTACCAGA 

5’-CAATTACGGTTGACCGTGTG 

 

198 

GAPDH 

Sense 

 Antisense 

 

5’-TCACCACCATGGAGAAGGC 

5’-TGCACCACCAACTGCTTAGC 

 

169 

GAPDH primer sequences were in accordance with Giulietti et al. (2001) 

 

Periodic acid-Schiff（PAS）染色 

2－2 と同様の方法で薄切片を作成し、定法により PAS 染色と、ヘマトキシリンに

よる対比染色を行い、光学顕微鏡にて検鏡、写真撮影を行った。陽性細胞の数と絨毛

の長さを測定し、絨毛 1 mm あたりの陽性細胞数を計算した。これを一個体あたり 5

http://lsd-project.jp/weblsd/c/begin/glyceraldehyde-3-phosphate%20dehydrogenase
http://lsd-project.jp/weblsd/c/begin/glyceraldehyde-3-phosphate%20dehydrogenase


29 

 

つの絨毛で行い、その平均値を一個体の陽性細胞数とした。 

 

High iron diamine-アルシアン青 pH 2.5（HID-AB）染色 

2－2 と同様の方法で薄切片を作成し、N, N-ジメチル-m-フェニレンジアミン二塩

酸塩（Sigma-Aldrich）120 mg、N, N-ジメチル-p-フェニレンジアミン塩酸塩（和光

純薬）20 mg／脱塩水 50 ml と 40%塩化第二鉄溶液（和光純薬）1.6 ml を混合して

作成した HID 溶液中で 23℃18 時間インキュベートした。流水で 3 分洗浄後、3％酢

酸水に 5 分浸漬し、対比染色のためアルシアン青溶液 pH 2.5（和光純薬）で 30 分間

インキュベートした。その後、3％酢酸水で洗浄したのち、流水で洗浄した。脱水の

ためエタノール系列に供した後、キシレン透徹し、カナダバルサムで封入後、光学顕

微鏡により検鏡、写真撮影を行った。細胞位置は絨毛全長あたりの絨毛基部からの距

離の割合で測定し、陽性細胞の数は一個体あたり 5 つの絨毛で数え、その平均値を一

個体の陽性細胞数とした。 

 

Hematoxylin and eosin（HE）染色 

2－2 と同様の方法で薄切片を作成し、脱パラフィン、水和後、定法で HE 染色をお

こなった。エタノール系列で脱水後キシレンにより透徹し、カナダバルサムで封入

後、光学顕微鏡により検鏡、写真撮影を行った。絨毛の長さの測定を一個体あたり 5

つの絨毛で行い、その平均値を一個体の絨毛の長さとした。 

 

増殖細胞数の計測 

2－2と同様の方法で冬眠群と活動群に解剖前 2時間でBrdUを腹腔内投与し、解剖、

パラフィン切片作成、BrdU 検出を行った。陽性細胞数を一個体 10 箇所の陰窩で算出

し、その平均値を一個体の増殖細胞数とした。 
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電子顕微鏡による刷子縁膜の観察 

 摘出した組織を固定のため 2.5%グルタルアルデヒド／0.1 Mリン酸緩衝液（pH 7.4）

に 2.5 時間浸漬後、エタノール系列で脱水し、完全に乾燥させた。その後、イオンスパ

ッタ（MSP-1S、真空デバイス）を用いて金蒸着を施し、走査型電子顕微鏡（scanning 

electron microscope、SEM；VE-7800；キーエンス）により観察および写真撮影を行っ

た。 

 別の組織は、SEM と同様に固定した後、1%酢酸ウラニル水溶液でブロック染色を施

し、エタノール系列で脱水し、エポキシ樹脂に包埋した。定法により超薄切片の作成お

よび酢酸ウラニルによる電子染色を行い、透過型電子顕微鏡（transmission electron 

microscope、TEM；H-800；日立）により観察および写真撮影を行った。 

 

-ガラクトシダーゼ活性染色 

アルカリホスファターゼ活性染色と同様の方法で新鮮凍結組織から薄切片を作成

し、PBS で洗浄後、固定のため 10% ホルマリン／0.1 M リン酸緩衝液中で 10 分浸漬

し、再び PBS で洗浄した。-ガラクトシダーゼ染色溶液により 37℃12～16 時間イン

キュベート後、エオシンで対比染色した。-ガラクトシダーゼ染色溶液の組成は、5-

bromo-4-chloro-3-indolyl -D-galactoside（X-Gal）1 mg/ml、40 mM クエン酸／リン

酸ナトリウム緩衝液（pH 6.0）、5 mM フェリシアン化カリウム、5 mM フェロシアン

化カリウム、150 mM 塩化ナトリウム、2 mM 塩化マグネシウムである（Going et al. 

2002）。最後にエタノール系列で脱水後キシレンにより透徹し、カナダバルサムで封

入後、光学顕微鏡により検鏡、写真撮影を行った。 

 

統計処理 

 結果はすべて平均値±標準誤差で表した。2 群間の平均値の比較には Student の t-

検定を行った。解析には Stat view を用い、P 値が 0.05 未満の場合に統計的に有意と
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した。 

 

3－3 結果 

小腸上皮細胞の移動速度 

 腸上皮細胞の平均移動速度は活動群で 5.9 m/h、冬眠群で 0.9 m/h であり、冬眠群

で有意に低値を示した（Fig. 3-2）。この結果より、絨毛基部から絨毛先端まで移動する

のに必要な日数を算出したところ、活動群で約 3 日であったのに対し、冬眠群で 23 日

以上であり、冬眠群で活動群の 7 倍以上も細胞更新が遅滞していた。 

 

 

Figure 3-2 Comparison of migration rate in ileum of hamsters. Hamsters received a single 

intraperitioneal injection of BrdU and EdU within a time interval. In active group, BrdU injection 

was done 22 h after EdU injection, and tissue was excised 19 h after injection. In torpid group, 

BrdU injection was done 222 h after EdU injection, and tissue was excised 85 h after injection. 

Values are expressed as meansSE. Comparison of mean values were done by Student’s t-test. * 

P<0.05 vs. active. Active; n=6, torpid; n=4 
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小腸粘膜におけるアルカリホスファターゼ活性 

腸管断片 2 cm の粘膜ホモジネートにおけるアルカリホスファターゼ活性を比較し

たところ、空腸において、冬眠群で活動群よりも有意に高い活性が見られた。回腸に

おいては、2 群間に有意な差はみられなかったが、空腸とほぼ同様の傾向を示した

（Fig. 3-3）。 

 

 

Figure 3-3 Alkaline phosphatase activity in jejunum and ileum of active and torpid Syrian 

hamsters. The activities are shown as units per 2 cm section. Values are expressed as meansSE. 

Comparison of mean values were done by Student’s t-test. * P<0.05 vs. active (n=6) NS: not 

significant 

 

 

 

小腸組織切片におけるアルカリホスファターゼ活性 

Fig. 3-4 に示した組織において、青色がアルカリホスファターゼの活性を示す部分

である。アルカリホスファターゼの活性を示す上皮細胞は、両群共に絨毛にみられ、

陰窩には認められなかった（Fig. 3-4 A）。絨毛上皮全体に対する活性を示す上皮の割

合を算出したところ、空腸と回腸ともに冬眠群で活動群より有意に高値を示した

（Fig. 3-4 B）。 
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Figure 3-4 A representative micrograph of alkaline phosphatase activity staining in the jejunum 

of active and torpid Syrian hamsters (A). Bars represent 200 m. The ratio of cells with positive 

signals in the villus in the jejunum and ileum is shown in panel B. Values are means±SE (n=6). 

Comparison of mean values were done by Student’s t-test. * P<0.05 vs. active.  
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アルカリホスファターゼ遺伝子の発現 

 アルカリホスファターゼ遺伝子の発現は、両群間で有意な差はなかったが、空腸に

おいて冬眠群で高い傾向にあった（Fig. 3-5）。 

 

 

Figure 3-5 Jejunal and ileal mRNA expression of alkaline phosphatase. The mRNA expression 

level was normalized to the mRNA expression level of the GAPDH. The mRNA expression level 

in active group was set at 1. Values are expressed as meansSE (n=6) Comparisons of mean 

values were done by Student’s t-test. NS: not significant 

 

 

 

 

 

 

小腸上皮における杯細胞 

空腸および回腸において、両群で赤紫色の陽性細胞が陰窩から絨毛全体にかけて散

在性にみられた（Fig. 3-6 A）。絨毛 1 cm あたりの陽性細胞の数は、空腸および回腸に

おいて両群間で有意差はなかったものの、活動群より冬眠群で多い傾向にあった

（Fig. 3-6 B）。 
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B 

 
Figure 3-6 PAS staining in jejunul sections of active and torpid Syrian hamsters (A). Bars 

represent 200 m. Red stains reflect goblet cells. The number of cells with positive staining per 

1 mm in length of villus in the jejunum and ileum is shown in panel B. Values are means±SE 

(n=6). Comparisons of mean values were done by Student’s t-test. NS: not significant 
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陰窩－絨毛軸に沿ったスルホムチンおよびシアロムチン産生杯細胞の分布 

 活動群において、黒色のスルホムチン産生杯細胞は絨毛全体に散在していたが、青

色のシアロムチン産生杯細胞は陰窩付近にのみ見られた（Fig. 3-7A）。絨毛上皮にお

ける絨毛基部から先端にかけての細胞位置ごとのスルホムチンおよびシアロムチン産

生杯細胞の数を Fig. 3-7B に示した。スルホムチン産生杯細胞は絨毛基部から先端部

にかけて分布するのに対し、シアロムチン産生杯細胞は基部の約 30％の位置において

分布していた。また、冬眠群においても、活動群と同様にスルホムチン産生杯細胞は

絨毛全体に散在性に見られ、シアロムチン産生杯細胞は陰窩付近に見られたが、活動

群よりシアロムチン杯細胞が少なく、スルホムチン産生杯細胞が多く見られた（Fig. 

3-8A）。そこで、両群間でそれぞれの杯細胞の数を比較したところ、空腸および回腸

の両方において、活動群と比較して冬眠群でスルホムチン産生杯細胞の数が有意に多

く、シアロムチン産生杯細胞の数は有意に少なかった （Fig. 3-8B）。 
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Figure 3-7 A. HID-AB staining in the jejunum of Active group. Black staining reflects 

sulfomucin-producing goblet cells, and blue staining reflects sialomucin- producing goblet cells. 

Bar represents 200 m. B. The number of sulfomucin- and sialomucin- producing cells on each 

cell position along villus base-tip axis is shown, in which 0% represents the bottom of the villus, 

and 100% represents the top of the villus. Values are means±SE (n=6). 
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Figure 3-8 HID-AB staining in the jejunum of active and torpid Syrian hamsters (A) Black 

staining reflects sulfomucin-producing goblet cells, and blue staining reflects sialomucin-

producing goblet cells. Bars represent 200 m. B. The number of sulfomucin- and sialomucin-

producing goblet cells in the ileum per villus. Values are means±SE (n=6). Comparison of mean 

values were done by Student’s t-test. * P<0.05 vs. active. 
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絨毛長の比較 

Fig.3-9 A は両群の空腸と回腸の粘膜組織を HE 染色したものである。絨毛基部から

絨毛先端までの長さを計測したところ、空腸と回腸ともに群間で有意差は認められな

かったものの、冬眠群で活動群に比較して絨毛の長さが増加している傾向にあった

（Fig. 3-9B）。 

A 
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B 

 

Figure 3-9 Comparison of villus height between active and torpid Syrian hamsters. A. HE 

staining of tissue sections in jejunum and ileum of hamsters. B. Comparison of villus height in 

the jejunum and ileum. Bars in A represent 200 m. Values in B are expressed as meansSE (n=6). 

Comparison of mean values were done by Student’s t-test. NS: not significant 
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増殖細胞数 

 小腸陰窩における BrdU 陽性細胞の割合を計測したところ、冬眠群において活動群

に比較して有意に低下していた（Fig. 3-10）。BrdU 陽性細胞は投与時に DNA 合成を

行っていた細胞であるため、この結果は陰窩における増殖細胞の割合の変化を反映す

るものである。 

 

Figure 3-10 The ratio of BrdU positive cells in crypt of small intestine in active and torpid 

hamsters. Values are expressed as meansSE (n=6). Comparison of mean values were done by 

Student’s t-test. * P<0.05 vs. active. 

 

小腸上皮細胞の微細構造 

 Fig. 3-11A は、SEM により絨毛表面を撮影したものである。活動群の絨毛表面は平

滑であるのに比較して、冬眠群の絨毛表面は粗雑な印象であった。Fig. 3-11B は、TEM

により上皮細胞の管腔側表面の微絨毛を撮影したものである。活動群の微絨毛は長さが

均一で整然としており、微絨毛の表面に糖衣が見られたのに対し、冬眠群の微絨毛は長

さが不均一で配列は粗であり、糖衣が見られなかった。 
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A        Active            Torpid 

 

 

 

SEM 

 

 

 

B        Active            Torpid 

 

 

TEM 

 

 

 

 

Figure 3-11 A representative electron microscopy of ileum of hamsters. A. A representative 

scanning electron micrographs of villi surface. B. A representative transmission electron 

micrographs of enterocyte microvilli. Bars in A represent 10 m, and in B represent 500 nm. 

 

 

 

細胞老化関連-ガラクトシダーゼ活性 

 Fig. 3-12 において、青色が細胞老化関連-ガラクトシダーゼ活性を示す部分である。

活動群において、活性を示す上皮細胞は見られなかった。一方、冬眠群では、-ガラク

トシダーゼ活性細胞が絨毛先端にのみ観察され、陰窩と絨毛基部には観察されなかった。 
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Figure 3-12 Senescence-associated -galactosidase activity staining in the ileum of active and 

torpid Syrian hamsters. Blue staining reflects -galactosidase activity. Bars represent 200 m. 

 

3－4 考察 

 冬眠ハムスターにおいて BrdU と EdU の 2 重標識により上皮細胞移動速度を測定し

たところ、活動期のハムスターに比較して、著しく移動速度が低下していた。細胞移動

速度より細胞更新に必要な日数を算出したところ、活動群で約 3 日、冬眠群で 23 日以

上であり、冬眠群で活動期より 7 倍以上細胞更新が遅滞していた。これまでに、いくつ

かの遺伝子がマウスにおける腸上皮細胞移動に関与していることが明らかになってい

る。例えば、がん抑制タンパク質をコードしている Apc 遺伝子の欠損は、腸上皮の細胞

移動を遅滞させることが示されている（Andreu et al. 2005、Mahmoud et al. 1997、

Sansom et al. 2004）。一方、Rho GTPase をコードする Cdc42 の欠損は腸上皮細胞の

移動を加速させる（Melendez et al. 2013）。加えて、肥満細胞の欠損は腸上皮細胞の移

動速度を低下させる（Groschwitz et al. 2009）。さらに、小腸部分切除術後の残存小腸

や（McDermott & Roudnew 1977）、線虫が感染した小腸において（Hoste & Mariana 

1989）、腸上皮細胞の移動が加速する。しかし、陰窩－絨毛軸に沿った腸上皮細胞の移

動を司る分子的メカニズムは未だはっきりしていない。また、本研究で観察された冬眠

シリアンハムスターのように、細胞移動速度の 7 倍以上の変化が観察された例は、これ

Active             Torpid  
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までに報告がない。 

冬眠個体で腸上皮細胞の更新が著しく遅滞していたことから、絨毛部分の上皮細胞

の分化と成熟が過度に進行していることが予想されたため、これを確かめた。冬眠群

の小腸の長さ当たりのアルカリホスファターゼ活性は、空腸で活動群に比較して有意

に高い値であり、アルカリホスファターゼ活性染色によって、冬眠群では活性部位の

割合が高いことが示された。これらの結果は、冬眠群において小腸の長さ当たりのア

ルカリホスファターゼの活性が高いのは一細胞あたりの活性が高いためではなく、ア

ルカリホスファターゼを発現している細胞の割合が多いことによることを示唆してい

る。また、アルカリホスファターゼの mRNA 発現レベルも冬眠群で高い傾向にあった

ことから、タンパク質レベルだけではなく、遺伝子レベルでもアルカリホスファター

ゼの発現が増加していることが示された。Hodin et al.（1995）により、成熟した腸上

皮細胞はアルカリホスファターゼを発現していることが報告されていることより、冬

眠群の小腸粘膜絨毛では成熟した上皮細胞の割合が増加していると考えられた。アル

カリホスファターゼを発現するのは吸収上皮細胞であるため、冬眠群において成熟し

た吸収上皮細胞の割合が増加しているものと推察される。 

小腸組織の PAS 染色を行ったところ、冬眠群において杯細胞の数が多い傾向にあっ

た。これも、成熟した吸収上皮細胞の増加と同様に、上皮細胞が更新遅延した結果、

分化および成熟した上皮細胞が増加し、分化した上皮細胞の一種である杯細胞の増加

につながったものと考えられる。 

活動個体における HID-AB 染色では、スルホムチン産生杯細胞は絨毛全体に見られ

たが、シアロムチン産生杯細胞は陰窩付近にのみ見られた。小腸の上皮細胞は成熟す

るに従って絨毛基部から絨毛先端に移動するため、本研究の結果は、杯細胞が成熟す

るにつれて分泌するムチン糖鎖をシアロムチンからスルホムチンに変化させることを

示唆している。この結果を考慮すると、冬眠群でスルホムチン産生杯細胞が増加し、

シアロムチン産生杯細胞が減少したことは、冬眠群における成熟杯細胞の増加を意味
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する。以上のことから、冬眠群の小腸粘膜では杯細胞や吸収上皮細胞を含めた成熟し

た上皮細胞が増加しており、これは冬眠ハムスターにおける上皮細胞更新の遅延に起

因するものと推察された。 

一方、HE 染色により小腸組織の構造を観察したところ、冬眠個体で腸粘膜絨毛の

長さが増加している傾向にあった。経口摂取が一定期間行われないと、細胞増殖が減

少し、腸粘膜が萎縮するということが知られている。しかし、冬眠個体において増殖

細胞数は減少していたにも関わらず、粘膜は萎縮しておらず、逆に肥厚傾向にあっ

た。絨毛の長さは、陰窩における細胞増殖と、絨毛における細胞死とのバランスに依

存する。冬眠個体で、細胞増殖が減少していたのにも関わらず、絨毛が長くなってい

たのは、絨毛における細胞死が減少しているためと考えられる。しかし、元来少ない

細胞死が、さらに減少していることを証明するのは困難である。また、冬眠シリアン

ハムスターにおいて小腸粘膜が萎縮していないのは、冬眠ヨーロピアンハムスターと

冬眠ジュウサンセンジリスの小腸粘膜が萎縮していたのとは一致しない（Michel et 

al. 1988、Carey & Sandra 1996）。これは持続的冬眠の時間がヨーロピアンハムスタ

ーは 12 日間、ジュウサンセンジリスは 12 週間と、シリアンハムスターの 4 日間より

長いことが関係する可能性がある。すなわち、中途覚醒時に細胞増殖が一過性に増加

することが報告されているが（Dubinin et al.1995）、シリアンハムスターではこの細

胞増殖の増加の頻度が、ヨーロピアンハムスターとジュウサンセンジリスより多く、

かつ細胞死が少ないため、粘膜の萎縮が生じないのかもしれない。 

さらに、電子顕微鏡により、絨毛表面と吸収上皮細胞の腸管内腔に面した細胞膜

（頂端側）に存在する微絨毛を観察したところ、活動個体では絨毛の表面が滑らかで

あったのに対し、冬眠個体では粗雑であった。さらに微絨毛を観察すると、活動個体

では微絨毛の長さが均一で整然としていたのに対し、冬眠個体では長さが不均一で粗

雑であった。SEM によって冬眠個体の絨毛表面が粗雑に見えたのは、絨毛表面を覆っ

ている微絨毛の長さが不均一であるためと考えられた。前述したように、吸収上皮細
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胞の過成熟が生じていることが、微絨毛の構造変化を来しているのかもしれない。微

絨毛には，ムチン様構造を持つ細胞膜貫通糖タンパク質が存在し，厚さ数百 nm の糖

衣と呼ばれる層を形成して細胞表面を密に覆っている（Moran et al. 2011）。この糖衣

が冬眠個体では明確に観察されなかった。糖衣の糖タンパク質は負の電荷を持ち、膵

臓から分泌された消化酵素が付着している（Moran et al. 2011）。また、吸収上皮細胞

の微絨毛には，膜貫通型消化酵素も発現している。したがって、糖衣は栄養素の終末

消化が起こる場であり、分解産物であるアミノ酸や単糖は素早く吸収上皮細胞膜から

各々の吸収担体を介して吸収される（Moran et al. 2011）。一方、抗原となり得る高分

子やウイルス、細菌が拡散・透過により糖衣をくぐり抜けて細胞膜に到達することは

容易ではないため、糖衣は吸収上皮の物理的バリアとしての役割を果たしていると考

えられる（Janneke et al. 2013）。この糖衣が冬眠個体で消失している可能性があるこ

とから、冬眠個体の腸管においてバリア機能が低下している可能性が考えられた。 

哺乳動物の正常な組織から体細胞を取り出し、培養容器の中で培養すると、最初の

うちはよく増殖するが、ある一定の回数増殖すると分裂限界を迎え、不可逆的に増殖

を停止する。この現象を細胞老化と呼び（Hayflick & Moorhead 1961）、テロメアの

短縮や種々のストレス、がん遺伝子の発現などにより誘導され、正常細胞が必要以上

に細胞分裂を繰り返してがん細胞へと形質転換することを防ぐ機構として働いている

と考えられている（Bringold & Serrano 2000）。Dimri et al.（1995）によって、培養

細胞を pH 6 の条件下で、X-Gal を基質として -ガラクトシダーゼを染色すると、細

胞老化を起こした細胞のみが青く染まることが報告された。これは通常は至適 pH が

4 である-ガラクトシダーゼが老化に伴って変化した結果、至適 pH が 6 にシフトする

ためと言われている。このように細胞老化関連-ガラクトシダーゼ活性は in vitro に

おける細胞老化のマーカーとして発見されたが、in vivo における細胞老化のマーカー

になるかどうかは未だはっきりせず、報告数も少ない。Going et al.（2002）は、in 

vivo において様々な腸管組織を用いて細胞老化関連-ガラクトシダーゼ活性を観察
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し、細胞老化のマーカーになるかどうかを検討している。その結果、分化成熟が進ん

だ化生状態の腸管組織において活性が増加すること、ならびにがん化した腸管組織で

は活性が減少することを観察した。つまり、腸管において分化成熟が進んだ細胞では

活性が増加し、がん細胞のように未分化で増殖が活発な細胞では活性が減少すること

を示唆している。本研究において、活動個体の小腸では-ガラクトシダーゼ活性は検

出されず、冬眠個体においてのみ絨毛の先端に認められた。この理由として、冬眠中

の腸粘膜絨毛では上皮細胞の更新が遅延しているために絨毛の同じ場所に留まり続

け、その結果、細胞寿命が延長するとともに分化が進み、最も寿命の長い絨毛先端の

細胞が細胞老化状態になっているためと考えられた。また、通常は上皮細胞が寿命を

終えると細胞死などにより絨毛部からその細胞は脱落するために、老化状態にまで至

らない。一方、冬眠個体で細胞の老化状態が見られたということは、冬眠個体で細胞

死などによる細胞の絨毛部からの脱落が減少していることを意味しているのかもしれ

ない。  
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第 4 章 冬眠シリアンハムスターにおける小腸の機能変化 

 

4－1 背景と目的 

 小腸には、食物の消化吸収機能と、異物やバクテリアなどの侵入を防ぐバリア機能の

主に２つの機能がある。本研究において、冬眠ハムスターの小腸粘膜上皮は細胞更新が

遅滞しており、その結果、成熟した腸上皮細胞が増加し、刷子縁膜の構造が変化してい

ることが示されたことから、小腸粘膜上皮細胞の機能も変化している可能性が考えられ

た。加えて、絶食により腸管の粘膜バリアが低下することが知られている。例えば、ラ

ットにおいて 3 日間 TPN を施行すると、腸管粘膜の萎縮がおき、刷子縁膜酵素の活性

が低下するだけでなく、腸粘膜透過性の亢進やタイトジャンクションの崩壊により腸の

バリア機能も低下し、バクテリアルトランスロケーションが引き起こされる可能性が高

まる（Yang et al. 2009）。このような腸粘膜バリアの低下は、炎症性サイトカインによ

る腸上皮細胞のアポトーシスの誘導が原因と考えられている（Bojarski et al. 2000）。

例えば、7 日間 TPN を施行したマウスにおいて、タイトジャンクションに関連するタ

ンパク質の発現低下と IFN-の増加がみられており、IFN-がバリア機能の低下を導く

要因のひとつであることが示唆された（Yang et al. 2003）。冬眠ハムスターも持続的冬

眠状態においては食物を摂取しないため、活動期の絶食時と同様に粘膜バリアが低下し

ている可能性がある。また、前章において確認された腸上皮細胞の成熟と老化、刷子縁

膜の構造変化からも、粘膜バリア低下を引き起こしている可能性が考えられる。そこで

本研究では、冬眠中の小腸の機能について以下のように調べた。消化吸収機能としては、

消化酵素であるマルターゼの活性を測定することで評価した。バリア機能については粘

液量と horseradish peroxidase（HRP）の腸管透過性、タイトジャンクション関連タン

パク質の発現により評価した。腸管粘膜を覆っている粘液は杯細胞が産生するムチンが

主成分であり、腸管粘膜を保護する物理的バリアとして機能する。本研究では、小腸に

おける分泌型ムチンをコードする Muc2 の mRNA 発現レベルと、盲腸内容物中のムチ
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ン量を測定することで、冬眠中の粘液バリアを評価した。腸管透過性については、分子

量４万のタンパク質である HRP の ex vivo 反転腸管法による透過量を測定することに

より検討した。また、タイトジャンクションは、隣接する上皮細胞を強固に接着するバ

リア構造のひとつであり、クローディンやオクルディン、ZO-1 などのタンパク質から

構成されている。腸管上皮においてタイトジャンクション構造は上皮細胞頂端部の側底

膜に濃縮して存在し、細胞間隙の物質の透過を厳密に制限することから、消化管のバリ

ア機能に大きく寄与している（Tsukita et al. 2001）。本研究では、タイトジャンクショ

ンを構成するタンパク質のうちクローディン-1 と ZO-1 の mRNA 発現レベルと、クロ

ーディン-1 の免疫組織染色による観察を行った。 

 

4－2 方法 

実験動物および材料 

 3－2 で作成した小腸粘膜由来 1st strand cDNA と、3－2 で作成したパラフィン切片

を使用した。また、3－2 と同じ個体より、盲腸内容物を 200 ㎎以上採取し、凍結保存

した。HRP の透過量測定は 3－2 と同様に飼育した冬眠群 6 匹と活動群 6 匹より、回

腸末端より 4cm を切り出し、測定に使用した。 

 

マルターゼ活性測定 

 3－2 で採取し作成した粘膜のホモジネートを用いた。基質として 55.5 mM マルト

ースを含む 0.1 M マレイン酸緩衝液 30 l にホモジネート 30 l を加え、37℃で 30 分

間インキュベートしたのち、5 分間煮沸し急冷後、グルコース CⅡ-テストワコー（和

光純薬）を用いて遊離したグルコース量を測定した（Dahlqvist 1984）。1 分につき 1 

mol のグルコースを生成する酵素活性を 1 U とした。 



リアルタイム PCR によるムチンコアタンパク遺伝子の発現解析 
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 3－2 で得られた 1st strand cDNA を、Thermal Cycler Dice TP800 を使用して、

RT-qPCR に供した。各プライマーの塩基配列と増幅サイズは Table 4-1 のとおりであ

る。反応は、95℃10 秒の後、95℃5 秒、60℃30 秒を 40 サイクル行った。その後、

95℃15 秒、60℃30 秒、95℃15 秒で解離させた。Muc2 は 18S ribosomal RNA

（rRNA）に対する発現の比により、両群の遺伝子発現の比較を行った。 

 

Table 4-1 Oligonucleotide primers used for RT-qPCR 

Target 

Template 

PCR Primers Product Size, bp 

Muc2 

 Sense 

 Antisense 

 

5’-GCTGACGAGTGGTTGGTGAATG 

5’-GATGAGGTGGCAGACAGGAGAC 

 

113 

18S rRNA 

Sense 

 Antisense 

 

5’-CGGCTACCACATCCAAGGAA 

5’-GCTGGAATTACCGCGGCT 

 

187 

 

These primer sequences were in accordance with the following. 

Muc2 : Hoebler et al. (2006) 

18S rRNA : Hewitt et al. (2004) 



盲腸内容物中のムチン濃度

 盲腸内容物よりムチン画分を Lien et al.（1987）の手法に基づいて分離し、O-結合性

糖鎖当量としてムチン量を測定した。-80℃で凍結保存した盲腸内容物を、凍結乾燥機

（FDU-540、Eyela）を用いて凍結乾燥し、PBS1 ml を加えてハンドホモジナイザーを

用いて懸濁し、遠心分離した（10,000×g、30 分間、4℃）。上清に冷エタノールを加え

て-28℃で一晩静置した。その後、遠心分離し（1,400×g、10 分間、4℃）、上清を除去

した後に 0.15 M 塩化ナトリウム溶液を 900 l 加えて沈殿を溶解させた後、冷エタノー
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ルを 2.7 ml 加えて-28℃で一晩静置した。その後、遠心分離し（1,400×g、10 分間、

4℃）、上清を除いて蒸留水を 900 l 加えて沈殿を溶解させ、凍結乾燥した。その後、

蒸留水 900 l を加えて溶解し、O-結合型糖鎖の定量に供した。小腸内容物中 O-結合型

糖鎖の定量は、Crowthe & Wetmore（1987）の手法に基づいて行った。蒸留水で 5 倍希

釈したムチン画分 100 l に対し、アルカリシアノアセタミド溶液（0.2 M 2-シアノアセ

タミド：0.15 M 水酸化ナトリウム＝1:5）を 120 l 加えて 30 分間、100℃でインキュベ

ートした。0.6 M ホウ酸緩衝液（pH 8.0）を 1 ml 加え、マイクロプレートリーダーを

用いて 336 nm の励起波長および 383 nm の蛍光波長の蛍光強度を測定した。検量線は

蒸留水で希釈した N-acetylgalactosamine（GalNAc）を用いて作成した。 



ex vivo 反転腸管法による HRP の透過量 

Enomoto et al.（1999）の手法に基づいて行った。ハムスターから摘出した回腸を

氷冷 PBS で洗浄した後、回腸遠位から 4 cm の断片を切り出して反転した。反転した

回腸をトリス塩酸緩衝液（pH 7.5）で満たして、両端を絹糸で結紮し、反転サックを

作成した。サックを 40 g/ml の HRP を含むトリス塩酸緩衝液（pH 7.5）に浸し、30

分間、37℃で保持した。その後、サックの内液を回収して 5 倍に希釈し、内液 10 l

にテトラメチルベンジジン（TMB）基質溶液（0.2 M クエン酸、0.2M クエン酸三ナ

トリウム、0.82 mM TMB、1.8 mM 過酸化水素）を 100 l 加えて室温、遮光下で 5

分間インキュベートした。2 N 硫酸を 50 l 加えた後、マイクロプレートリーダーを

用いて 490 nm の吸光度を測定した。検量線はトリス塩酸緩衝液（pH 7.5）で希釈し

た HRP を用いて作成した。 



リアルタイム PCR によるタイトジャンクション関連タンパク遺伝子の発現解析 

3－2 で得られた 1st strand cDNA を、Thermal Cycler Dice TP800 を使用して、

RT-qPCR に供した。各プライマーの塩基配列と増幅サイズは Table 4-2 のとおりであ
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る。反応は、95℃10 分の後、95℃30 秒、60℃1 分を 45 サイクル行った。その後、

95℃15 秒、60℃30 秒、95℃15 秒で解離させた。GAPDH（プライマーは Table 3-1

と同じ）に対する発現の比により、両群の遺伝子発現の比較を行った。 

 

Table 4-2 Oligonucleotide primers used for RT-qPCR 

Target 

Template 

PCR Primers Product 

Size, bp 

Claudin-1 

 Sense 

 Antisense 

 

5’-CGGTCTGGCGATTTTAGTAG 

5’-TGGTGTTGGGTAAGAGGTTG 

 

202 

ZO-1 

 Sense 

 Antisense 

 

5′-CCACCGGAGTCTGCCATTACACG 

5′-GGGTGGGCTCCTCCAGGCTGACATTAG 

 

268 

 

These primer sequences were in accordance with the following. 

ZO-1: Sun et al. 2008 



クローディン-1 の免疫組織化学 

3－2 で作成したパラフィン切片を、脱パラフィンおよび水和後、内因性ペルオキシ

ダーゼの失活処理のため 3％H2O2で室温 5 分間インキュベートした。2－2 と同様に

抗原賦活化、ブロッキングした後、1 次抗体は 500 倍希釈の抗クローディン-1 抗体

（Rabbit anti-claudin1 polyclonal antibody; Bioss）を用い、4℃で一晩インキュベー

トした。PBS で洗浄後、MACH2 Universal HRP polymer で室温 30 分間インキュベ

ートした。PBS 洗浄後、DAB で発色し、ヘマトキシリンで対比染色、カナダバルサ

ムで封入し、光学顕微鏡で検鏡、写真撮影した。 
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統計処理 

 結果はすべて平均値±標準誤差で表した。2 群間の平均値の比較には Student の t-

検定を行った。解析には Stat view を用い、P 値が 0.05 未満の場合に統計的に有意と

した。 

 

4－3 結果 

マルターゼ活性 

 空腸および回腸ともに 2 センチの腸管断片における活性を計測したところ、両群間

で有意な差は見られなかった（Fig. 4-1）。 

 

Figure 4-1 Maltase activity in the jejunum and ileum of active and torpid Syrian hamsters. The 

activities are shown as units per 2 cm section. Values are means±SE (n=6). Comparison of mean 

values were done by Student’s t-test. NS: not significant 
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腸管バリアの評価 

空腸における分泌型ムチンをコードする遺伝子である Muc2 の発現は、活動群よりも

冬眠群で有意に低値であった（Fig. 4-2 A）。一方、盲腸内容物乾燥重量 1 g あたりの O-

結合型糖鎖当量として測定したムチン量は、両群間で有意な差はなかったが、冬眠群で

低い傾向を示した（Fig. 4-2 B）。回腸末端の反転腸管サックを用いた HRP 透過量に両

群間で有意な差はみられなかったが、冬眠群で高い傾向にあった（Fig. 4-2 C）。 

 

 

Figure 4-2 Evaluation of intestinal mucosal barrier. A. Jejunal mRNA expression of Muc2. The 

mRNA expression level of Muc2 was normalized to the mRNA expression level of the 18S rRNA. 

The mRNA expression level in active group was set at 1. B.Measure of O-linked oligosaccharide 

chains as mucin amount per 1 g of dry cecal content. C.HRP permeation of distal ileum in active 

and torpid Syrian hamsters ex vivo. Values are expressed means±SE (n=6). Comparison of mean 

values were done by Student’s t-test. * P<0.05 vs. active. NS: not significant  

 

 

 

 

タイトジャンクション関連タンパク遺伝子の発現 

回腸におけるクローディン-1 および ZO-1 の mRNA の発現は、両群間で有意な差は

みられなかった（Fig. 4-3）。 
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Figure 4-3 Ileal mRNA expression of Claudin-1 and ZO-1. The mRNA expression level was 

normalized to the mRNA expression level of the GAPDH. The mRNA expression level in active 

group was set at 1. Values are expressed as meansSE (n=6). Comparisons of mean values were 

done by Student’s t-test. NS: not significant 

 

 

 

クローディン-1 の発現 

 Fig. 4-4 において、茶色の部分がクローディン-1 陽性を示している。活動群では上皮

細胞間におけるクローディン-1 陽性シグナルが確認でき、細胞質部分では陽性シグナ

ルはみられなかった。冬眠群では活動群に比べて、細胞間の陽性シグナルは弱く、細胞

質にびまん性に陽性シグナルが確認された。 
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           Active            Torpid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4-4 A representative immunohistochemistry for claudin-1 (brown) in the ileum of active 

and torpid hamsters. Insets illustrate the higher magnification and red arrows indicate cell 

membrane among cells. Bars represent 200 m. 

 

4－4 考察 

 冬眠群でマルターゼの活性は活動群と差が見られなかったことから、冬眠中も消化酵

素の活性は低下しておらず、消化機能については冬眠中でも維持されていると考えられ

た。これまでに、冬眠中のヨーロピアンハムスターとジュウサンセンジリスにおいて、

消化酵素の活性は低下せず、これらの遺伝子発現も低下しないという報告がある

（Michel et al. 1988、Carey & Martin 1996）。冬眠シリアンハムスターにおける消化

酵素の活性についても、ヨーロピアンハムスターとジュウサンセンジリス同様に持続的

冬眠中でも遺伝子レベルで発現が維持されている可能性が高く、合目的的に考えるなら

ば、中途覚醒時の摂食活動に備えて消化機能を維持していると推察された。 

バリア機能のうち粘液については、小腸の分泌型ムチンをコードするMuc2のmRNA

発現レベルが冬眠個体で低下していたにも関わらず、盲腸内容物中のムチン量は低下し



56 

 

ていなかった。持続的冬眠中は Muc2 の発現は低下しているが、中途覚醒時に一過性に

発現が上昇し、その後の持続的冬眠における低温条件下で腸内細菌による分解を免れて

蓄積され、冬眠中の腸管内の粘液量は維持されていると考えられた。持続的冬眠中の

Muc2 の発現低下は、先ほどの持続的冬眠中でも遺伝子レベルで発現が維持されていた

消化酵素とは異なる結果であった。冬眠中はエネルギー節約のため必要最低限な機能の

発現のみを維持しているのかもしれない。 

タイトジャンクションに関連するタンパク質のうち、クローディン-1 の mRNA 発現

レベルについては冬眠個体において変化はなかったものの、クローディン-1 タンパク

の発現分布において変化がみられた。活動個体では細胞間に発現していたクローディン

-1 が、冬眠個体では細胞間におけるシグナルが減弱していた。クローディンは、タイト

ジャンクションを構成するタンパク質のうち、その機能を左右する重要なタンパク質で

ある。オクルディンなどのクローディン以外のタイトジャンクション関連タンパク質を

欠損させたマウスではタイトジャンクションの機能は低下しないが、クローディン欠損

マウスはそれが低下することが知られている（Furuse et al. 2002）。冬眠個体において

クローディン-1 の発現分布に変化がみられたことより、冬眠中はタイトジャンクショ

ンの機能が変化している可能性が考えられた。 

一方、ex vivo の反転腸管法による HRP の腸管透過量には活動個体と冬眠個体との

間に差はみられなかった。HRP は分子量４万のポリペプチドであり、トランスサイト

ーシスにより腸管を透過する。トランスサイトーシスとは、輸送小胞内に物質を取り込

んで細胞内を輸送するシステムであり、タンパク質などの高分子物質の輸送に関わると

されている（Barreau & Hugot 2014）。一方、タイトジャンクション部分に形成される

小孔は物質輸送経路になっており、水溶性低分子物質はこれを介して受動拡散すると考

えられている（Tsukita et al. 2001）。したがって、冬眠個体において HRP の透過量に

変化がなかったことは、上皮細胞の微細構造の変化（微絨毛の構造の変化など）が認め

られるにも関わらず、トランスサイトーシスによる透過の変化が起きていないことを意
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味する。また、タイトジャンクション関連タンパク質の発現の変化は、HRP のような

高分子物質の透過に影響する程度の変化ではないと考えられた。 
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第 5 章 冬眠シリアンハムスターにおける腸上皮細胞更新遅延のメカニズム 

 

5－1 背景と目的 

 Goodlad & Wright（1984）らは、マウスにおいて細胞増殖に対する絶食と再摂食の

影響を検証した。絶食中のマウスに再摂食させると、直ちに絨毛における上皮細胞数が

増加したが、陰窩における細胞数は増加しなかった。絨毛における細胞数増加が再摂食

後直ちに起きたのは、陰窩から絨毛へ細胞が移動したためであり、これは再摂食時の栄

養吸収に迅速に対応するためと推測された。したがって、陰窩－絨毛軸に沿った上皮細

胞の移動は、積極的に調節された過程であり、陰窩における細胞増殖の結果によるもの

ではないと彼らは結論した。冬眠ハムスターにおける上皮細胞の移動速度の低下も、陰

窩における細胞増殖の低下による結果ではなく、なんらかの因子により調節されている

可能性がある。多細胞生物の発生過程や恒常性の維持は，細胞の増殖、分化、死、運動、

接着等の細胞応答が複雑に相互作用することにより調節されている。これらの多彩な細

胞応答は、BMP および TGF、Notch、Hedgehog、Wnt 等の細胞外分泌タンパク質に

より制御されている（Logan & Nusse 2004）。中でも Wnt は細胞増殖と分化を制御す

るタンパク質であり、Wnt が細胞膜上の受容体に結合した後に活性化される細胞内の

シグナル伝達機構には，-カテニン経路、平面細胞極性（PCP）経路および Ca2+経路の

3 種類が存在する（Kikuchi 1999）。-カテニン経路では、Wnt が細胞に作用すると細

胞質の-カテニンが安定化し、細胞質内に蓄積する。細胞内に蓄積した-カテニンは核

内に移行した後，転写因子Tcfと複合体を形成し，種々の標的遺伝子の発現を促進して，

その結果、細胞の増殖や分化を制御する。つまり、陰窩における増殖細胞のような Wnt

シグナルが活性化している細胞においては、-カテニンが細胞膜から核へ移行している。

一方、増殖を停止した細胞においては、-カテニンは細胞膜に局在し、E-カドヘリンと

結合している（van der Flier & Clevers 2009）。そこで本研究では、-カテニンと E-カ

ドヘリンの免疫組織染色を行い、それぞれのタンパク質の発現場所を見ることで、冬眠
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ハムスターにおける Wnt シグナルの変化の有無を検討した。 

また、hedgehog シグナル経路が腸管の恒常性維持に関与していることが知られてお

り、マウスにおいてこの経路が阻害されるとアポトーシスが増加し、上皮細胞の移動速

度が亢進することが報告されている（Tang et al. 2009）。したがって、腸管の hedgehog

シグナル経路に関与するタンパク質である Indian hedgehog（Ihh）の、冬眠ハムスタ

ーの小腸粘膜おける mRNA 発現レベルを解析し、冬眠ハムスターの腸上皮細胞の移動

速度の低下に hedgehog シグナル経路が関与しているか否かを検証した。       

一方、ショウジョウバエの遺伝学的解析から、Wnt は平面内細胞極（PCP）経路にお

いて低分子量 G 蛋白質である Rho や Rac を活性化し、その結果、Rho キナーゼと Jun

キナーゼを活性化することや、Ca2+経路において C キナーゼやカルモデュリンキナー

ゼを活性化することが明らかになってきた（Kikuchi & Yamamoto 2008）。PCP 経路と

Ca2+経路はあわせて-カテニン非依存性経路と呼ばれているが、これらの経路を介して

Wnt は細胞骨格を制御し、その結果、細胞運動を促進すると共に細胞極性を決定すると

考えられている（Kikuchi & Yamamoto 2008）。加えて、Rho ファミリーG タンパク質

である Cdc42 のノックアウトマウスの小腸において、陰窩の細胞増殖が増加し、上皮

細胞の移動速度が増加したという報告がある（Melendez et al. 2013）。これらのことか

ら、Cdc42 が冬眠ハムスターにおける細胞増殖低下と細胞移動の遅滞に関与している

可能性が考えられたため、冬眠ハムスターの小腸粘膜における Cdc42 の mRNA 発現を

解析することで、Cdc42 の関与の有無を検証した。 

 

5－1 方法 

実験動物および材料 

3－2 で作成した小腸粘膜由来 1st strand cDNA と、3－2 で作成したパラフィン切片

を使用した。 
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-カテニンおよび E-カドヘリンの免疫組織化学 

3－2 で作成したパラフィン切片をキシレン系列で脱パラフィンし、アルコール系列

で水和後、2－2 と同様の方法で抗原賦活化およびブロッキングを行った。その後、1

次抗体は 200 倍希釈の抗-カテニン抗体（14/Beta-Catenin; BD Biosciences）、ま

たは抗 E-カドヘリン抗体（clone 36/E-cadherin; BD Biosciences）を用い、4℃で

一晩インキュベートした。PBS で洗浄後、2 次抗体は 1000 倍希釈の anti-mouse IgG 

conjugated with HyLyte Fluor 555（Anaspec）を用い、遮光下にて 2 時間室温でイ

ンキュベートした。PBS 洗浄後、ProLong Gold antifade reagent with DAPI で

封入し、蛍光顕微鏡で検鏡、写真撮影した。 

 

リアルタイム PCR による細胞移動関連タンパク遺伝子の発現解析 

3－2 で得られた 1st strand cDNA を、Thermal Cycler Dice TP800 を使用して、

RT-qPCR に供した。各プライマーの塩基配列と増幅サイズは Table 5-1 のとおりであ

る。反応は 95℃10 分の後、95℃30 秒、60℃1 分を 45 サイクル行った。その後、

95℃15 秒、60℃30 秒、95℃15 秒で解離させた。GAPDH（プライマーは Table 3-1

と同じ）に対する発現の比により、2 群の遺伝子発現の比較を行った。 

Table 5-1 Oligonucleotide primers used for RT-qPCR 

Target 

Template 

PCR Primers Product Size, 

bp 

Ihh 

 Sense 

 Antisense 

 

5’-CCACCTTCAGTGATGTGCTCATTTT 

5’-GCATGACCTGGAAAGCTCTCA 

 

68 

Cdc42 

 Sense 

 Antisense 

 

5′-TTGTTGGTGATGGTGCTGTGTT 

5′-AATCCTCTTGCCCTGCAGTA 

 

168 

 

These primer sequences were in accordance with the following. 

Ihh: Tang et al. 2006 

Cdc42: Melendez et al. 2013 
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統計処理 

 結果はすべて平均値±標準誤差で表した。2 群間の平均値の比較には Student の t-

検定を行った。解析には Stat view を用い、P 値が 0.05 未満の場合に統計的に有意と

した。 

 

5－2 結果 

-カテニンおよび E-カドヘリンの発現 

-カテニンについては、活動群において絨毛部の上皮細胞の細胞膜部分に赤色の陽性

シグナルの局在が認められ、陰窩底部では細胞核部分における陽性シグナルが認められ

た（Fig. 5-1A）。冬眠群においても活動群と同様に、絨毛部の細胞膜部分の陽性シグナ

ルと、陰窩底部の細胞核部分の陽性シグナルが認められ、活動群と冬眠群では発現パタ

ーンが同様であった。 

E-カドヘリンについては、活動群において絨毛部の上皮細胞の細胞膜部分に赤色の陽

性シグナルの局在が認められた（Fig. 5-1B）。冬眠群においても活動群と同様に、絨毛

部の上皮細胞の細胞膜部分に陽性シグナルが認められ、活動群と冬眠群では発現パター

ンが同様であった。 
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A                       Active                      Torpid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B                        Active                    Torpid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5-1 A representative immunofluorescence staining for -catenin and E-cadherin in the 

jejunum of hamsters. A. Expression and distribution of -catenin (red). Lower panels are at higher 

magnification in the crypt region. B. Expression and distribution of E-cadherin (red). Lower 

panels are at higher magnification in the villus region. White bars in charts A and B represent 

200m.  
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細胞移動関連タンパク遺伝子の発現解析 

 Ihh の発現は冬眠群で活動群より有意に低い値であった（Fig. 5-2A）。Cdc42 の発現

は両群間で有意な差はなかった（Fig. 5-2B）。 

 
Figure5-2 Ileal mRNA expression of Ihh (A) and Cdc42 (B). The mRNA expression level was 

normalized to the mRNA expression level of the GAPDH. The mRNA expression level in active 

group was set at 1. Values are expressed as meansSE (n=6). Comparison of mean values were 

done by Student’s t-test. * P<0.05 vs. active. NS: not significant 

 

5－3 考察 

 冬眠ハムスターにおいて、-カテニンが陰窩底部における増殖細胞の細胞核に認めら

れ、E-カドヘリンが絨毛部の上皮細胞の細胞膜に局在していた。マウスの小腸において、

7 日間の TPN による細胞増殖低下に伴って、-カテニンと E-カドヘリンの mRNA と

タンパク質の発現レベルが低下し、陰窩底部における-カテニンの核への局在も低下し

たという報告がある（Feng et al. 2009）。これは、TPN により E-カドヘリンの発現が

低下したため、通常 E-カドヘリンと結合して安定していた-カテニンが遊離して不安

定になり、ユビキチン化されるためと考えられている。このように、経口的摂取を行わ

ないと、Wnt/-カテニンシグナル経路の遮断による細胞増殖の低下につながる（Feng 

et al. 2009）。しかし、冬眠中は持続的冬眠中に絶食しているのにも関わらず、E-カド

ヘリンの発現変化は認められなかった。したがって、冬眠個体の細胞増殖低下は Wnt/-
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カテニンシグナル経路の変化によるものではないと考えられた。 

また、冬眠個体において Ihh の mRNA の発現が低下していた。この結果は、マウス

における hedgehog シグナル経路の阻害が上皮細胞の移動速度増加につながったとい

う報告と一致しない結果であった（Tang et al. 2006）。加えて、Cdc42 の mRNA の発

現レベルについては冬眠個体で有意な変化は見られなかった。しかし、これらの結果は

いずれも mRNA レベルでの結果であり、これらのタンパク質が冬眠ハムスターにおけ

る腸上皮細胞の移動速度の低下に関与しているかどうかは不明である。 
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第 6 章 総括 

本研究において、BrdU と EdU の 2 重標識を用いた小腸上皮の新しい細胞移動速度

推定法を確立した。この方法には、1 個体で移動速度を推定することができるという利

点があるため、冬眠個体のように多くの個体の入手が困難な動物の腸上皮細胞の移動速

度を測定することが可能になった。この方法により、冬眠中のシリアンハムスターの小

腸粘膜上皮の細胞移動速度を推定したところ、活動個体で 5.9 m/h であるのに対し、

冬眠個体で 0.9 m/h と著明に低下しており、活動個体の 7 倍以上も細胞更新が遅滞し

ていることが明らかになった。生理的条件下において、これほどまでに細胞更新が遅滞

する現象は他に報告されていない。また、冬眠ハムスターの小腸において細胞更新が遅

滞した結果、細胞寿命の延伸にともなって細胞の分化と成熟が進行し、絨毛先端部では

細胞老化状態になっていることが明らかになった。加えて、細胞の成熟進行と細胞老化

状態に起因すると考えられる粗雑な微絨毛の配列と糖衣の消失、およびタイトジャンク

ション関連タンパク質であるクローディン-1 の発現パターンの変化が認められ、粘膜

バリア機能とタイトジャンクション機能に変化が生じている可能性が考えられた。そこ

で、ex vivo の反転腸管法により、冬眠個体の回腸末端における HRP の透過量を測定

したところ、透過量は活動個体と比較して有意に変化していなかった。よって、冬眠個

体における粘膜バリア構造の変化は、HRP のような高分子物質の透過には影響しない

と考えられた。冬眠中の粘膜バリアについては、さらに低分子物質の透過量を測定する

ことにより、タイトジャンクション機能の変化についても検証する必要があると考える。

また、冬眠個体の小腸陰窩において細胞増殖が低下していたが、この低下には Wnt/-

カテニンシグナル経路は関与しておらず、冬眠時の細胞増殖の低下は、絶食時の細胞増

殖の低下とは異なるメカニズムによるものと考えられた。加えて、冬眠ハムスターの小

腸粘膜は肥厚しており、これは絨毛部における細胞死と細胞の脱落が減少しているため

と推測された。本研究では、冬眠中の細胞死と細胞の脱落の減少について確認すること

ができておらず、今後の課題である。さらに、冬眠ハムスターにおける細胞更新遅滞の
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メカニズムを解明するために、細胞移動に関与すると考えられるタンパク質のうち、Ihh

と Cdc42 の発現について検討を行ったが、mRNA レベルでの結果のみであり、解明に

は至らなかった。これらのタンパク質においては、ウエスタンブロット法による定量や、

免疫組織化学による発現部位の検出などによるタンパク質レベルでの解析も必要であ

ると考える。 

本研究において確立した、BrdU と EdU の 2 重標識を用いた細胞移動速度の推定法

を用いることにより、必要な実験動物の数を従来法よりも減らすことができた。本法と

小腸上皮の分化細胞特異的な検出法を組み合わせることにより、分化細胞固有の移動速

度を測定することも可能である。また、投与間隔を短くし、異なる時間に解剖すること

により、移動速度の推移をみることも可能である。さらに、他組織や in vitro における

細胞移動の解析にも応用することができると考える。 

本研究において、冬眠中のシリアンハムスターの小腸粘膜上皮の細胞亢進が著しく低

下していることが明らかになったが、このメカニズムが解明できれば、細胞更新速度を

コントロールすることできるようになる可能性がある。放射線照射や化学療法により小

腸における腸上皮幹細胞が損傷を受けると、小腸上皮細胞の更新期間である約３－５日

間で上皮細胞が失われ、小腸粘膜の萎縮と機能障害が起きる。したがって、このような

場合に小腸上皮の細胞更新速度を低下させることができれば、粘膜萎縮の発生が遅延し、

消化器症状の緩和または予防につながるかもしれない。また、TPN や手術時の絶食に

よる小腸粘膜の萎縮と機能障害についても、同様に予防できるかもしれない。  
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