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研究成果の概要（和文）：本邦では潰瘍性大腸炎患者が急増しており、それに伴う発癌患者の増大が懸念されて
いるがその分子機構は不明である。本研究では世界で初めてマウス大腸上皮幹細胞の初代培養系における持続炎
症刺激モデルを構築し、長期間刺激にて自然免疫応答がスパイラル状態にあることを発見しており、疾患モデル
であることが確認された。また炎症発癌における粘液産生癌形成機構を同定し、がん悪性度増悪機構を明らかと
した。

研究成果の概要（英文）：Patients with ulcerative colitis are increasing in Japan, since it has been 
concerned  the increase of the patients with UC-related colon cancer. However, the molecular 
mechanism of UC-related carcinogenesis is still unclear. In this study, we therefore built a 
continuation inflammation stimulation model using the primary culture system of the mouse colonic 
epithelium stem cell for the first time in the world. We then found that innate immuno-responce was 
in a spiral state by stimulation for a long term, indicating that this model might be UC model. In 
addition, we identified molecular mechanism of mucinous cancer formation during UC-related 
carcinogenesis, which has more malignant potential.

研究分野：消化器内科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 炎症性腸疾患、特に潰瘍性大腸炎は長期の
持続炎症により癌化を引き起こし患者の予
後に密接に関わる。臨床の問題点としては、
内視鏡にて周辺炎症粘膜との差異が判別し
にくいため早期発見が困難なこと、進行癌に
対する化学療法が無効なことが多いため散
発性大腸癌よりも予後が悪いことが挙げら
れる。さらに本邦では潰瘍性大腸炎患者の発
症数が急増していること、内科的治療の発達
により大腸を温存したまま長期罹患する患
者が多いことから炎症関連大腸癌が今後急
増することが危惧されており、早急な発癌と
抗癌機構の解明が望まれている。この臨床問
題の解決には炎症発癌細胞の形質理解が必
要であるが、病理学的解析では粘液産生癌が
有意に多く含まれることが指摘されている。
粘液産生癌や印環細胞癌は粘液産生という
「細胞分化形質」は維持するにも関わらず、
腺管構造の破綻から病理学的には低分化・未
分化に分類され悪性度は強いため、「細胞分
化度」と「病理分化度」は相反すると考えら
れる。そこで我々はこの相反関係を解明する
ため炎症発癌の粘液産生機構と癌形質との
関連について解析を開始した。腸管上皮細胞
の粘液産生について申請者は腸管上皮細胞
分化遺伝子である bHLH 型転写因子 Atoh1(マ
ウスホモログ；Math1/ヒトホモログ；Hath1)
の機能に着目し、転写因子 Atoh1 における腸
管上皮細胞分化制御機構を明らかとしてき
た。その結果、シグナル伝達による Atoh1 制
御機構の解析では、Wnt シグナル亢進により
ユビキチンープロテアソーム系蛋白分解制
御をうけ、Atoh1 蛋白の発現を制御すること
で上皮細胞の「増殖」と「分化」を緻密に制
御するという新たな知見を創出した。この独
自の知見をもとに、非粘液性大腸癌を解析し
たところ APC 変異による Wnt signal の破綻
はβカテニン蛋白をプロテアソーム系分解
系から回避させることによる増殖シグナル
だけでなく、同時に GSK3βが標的をβカテニ
ンから Atoh1 にスイッチし、プロテアソーム
系蛋白分解により機能停止させることで積
極的に粘液産生を抑制し上皮細胞機能不全
を維持することを発見した(Gastroenterol. 
2007)。一方で大腸における粘液産生癌、印
環細胞癌ではAtoh1蛋白が発現していること
が報告されたため(Clin Cancer Res. 2006)、
我々は大腸癌におけるAtoh1発現とその影響
について解析を行った。Atoh1 安定発現変異
体を作成し非粘液大腸癌細胞株に遺伝子導
入したところ、Atoh1 蛋白発現に伴い粘液産
生のみならず Lgr5 発現上昇、腫瘍形成能、
抗癌剤耐性、遊走能亢進など癌幹細胞形質、
悪性形質を獲得することを見いだした。さら
にヌードマウスへAtoh1発現細胞株を接種し
腫瘍形成させたところ、腫瘍の一部は印環細
胞様に形質転換を認めたことから世界で初
めて人工的な印環細胞癌作成に成功した
(BBRC 2013)。興味深いことに野生型 Atoh1

蛋白も TNFαを始めとした炎症性サイトカイ
ン添加により蛋白分解から解除され粘液産
生形質と悪性形質を獲得することを既に発
見し、NFkB シグナルが GSK3β活性に影響す
るのみならず持続炎症が粘液産生形質と密
接に関連することを示唆した。また我々は炎
症発癌モデルマウスを用いて炎症における
TNFαが直接腸上皮細胞の発癌を惹起させる
という結果を得ており (Am J Physiol GI & 
Liver. 2009)、上皮細胞における持続的な免
疫応答の影響が炎症発癌および、癌細胞形質
獲得と密接に関わると予想した。しかしなが
ら、これまでの解析は全て大腸癌由来細胞を
用いた解析であったため発がん機構解析は
不可能であった。そこで我々は大腸上皮の初
代培養系の確立を試み、無血清培地とコラー
ゲンゲルによる３次元培養により幹細胞を
含む上皮構成細胞全てを維持したオルガノ
イドの半永久的な持続継代初代培養に成功
した(Nat Med 2012)。さらにオルガノイドの
免疫応答を解析し、菌体構成成分である
Flagellin 添加により短時間で TNFα、IL-8
の上昇とともに酸化ストレス応答を認めた。
これらは NFkB を介した遺伝子発現であり
TLR5 を介した自然免疫応答がオルガノイド
でも保持されていることを証明したが、４週
間 Flagellin の持続投与を行うと IL-8 の再
上昇を認め酸化ストレス応答も組織よりも
強い状態にあることが判明し、Flagellin に
対する過剰応答が初めて示唆された。つまり
上皮細胞において自然免疫に対する過剰応
答スパイラルが存在し NFkB シグナル亢進状
態が上皮細胞の発がんとがん形質獲得に関
与すると予想した。 
２．研究の目的 
本研究では(1)大腸初代培養細胞の持続自然
免疫刺激における発がん機構解析、(2)潰瘍
性大腸炎患者由来大腸初代培養細胞におけ
るがん形質獲得機構解析、(3)自然免疫応答
によるAtoh1蛋白安定機構解析と炎症発がん
形質獲得機構解析を中心課題に据え、上皮細
胞における免疫応答スパイラルの細胞内動
態を解析することで炎症発がん及びがん形
質獲得機構を解明することを目的とした。 
３．研究の方法 
(1)大腸初代培養細胞の持続自然免疫刺激に
おける発がん機構解析 
①免疫応答における遺伝子発現解析  
 マウス大腸より上皮細胞を単離し、独自に
開発した３次元初代培養法（TMDU 法）にて大
腸上皮細胞を培養する。定常状態の上皮細胞
オルガノイドにおけるサイトカイン産生、酸
化ストレス関連遺伝子の発現をPCRにて解析
する。各菌体成分、サイトカインを培地に添
加し、10 分後の遺伝子発現をマイクロアレイ
にて網羅的に解析する。さらに 8週間持続添
加後にオルガノイドを回収し、添加 10 分後
の遺伝子発現をマイクロアレイにて比較検
討し過剰応答が持続の確認及び長期刺激特
異的な発現遺伝子を抽出する。また、幹細胞



を含めた上皮構成細胞の変化を発現形質の
免疫染色にて解析し応答スパイラルとの関
連を解析する。さらに可能な限り長期(年単
位)刺激オルガノイドを培養し上皮細胞変化
を追跡する。1 年以上の持続炎症刺激におけ
る過剰応答遺伝子をマイクロアレイにて同
定し、その転写制御機構をレポーター及び
ChIP アッセイにより解析する。過剰応答の原
因となる転写因子を同定し、siRNA 等で転写
因子を阻害すると過剰応答が消滅するか解
析を行う。さらにサイトカイン群を除去し、
持続炎症刺激を中止した後炎症応答が完全
にシャットダウンされるかを確認する。シャ
ットダウンされない炎症応答遺伝子を同定
しすることで非可逆性の細胞形質転換を明
らかとする。 
②酸化ストレス応答解析 
 ROS 蛍光プローブを添加した後に各刺激物
質を投与し、Time lapse live imaging およ
び共焦点蛍光顕微鏡により酸化ストレス応
答細胞を同定する。同様にサイトカイン除去
後のストレス応答が非可逆であるか確認す
る。酸化ストレス関連遺伝子・蛋白の解析に
より過剰応答機構を明らかとする。さらに酸
化ストレスを抑制させる薬剤を用いること
で、酸化ストレスの低下と共に一連の炎症応
答が可逆的となるかを確認し、非可逆性細胞
形質からの可逆性機構を探索する。 
③NFkB シグナル応答細胞解析 
 NFkBシグナルを反映するp65の核内移行を
免疫染色にて解析し、各炎症性サイトカイン
にて応答する細胞を同定する。また短期およ
び長期刺激による NFkB 応答を可視化し、応
答細胞を同定する。刺激 10分後と 8週間後、
さらに1年後で発現もしくはリン酸化が異な
る NFkB シグナル関連因子を同定する。さら
に A20,ABIN-1 を含む NFkB シグナル関連因子
の蛋白発現・ユビキチン化解析を行う。
A20,ABIN1 欠損マウス由来の大腸上皮を単離
し、自然免疫の長期刺激による過剰応答がさ
らに促進し、発がんに関与するかを確認する。
サイトカイン除去後でも NFkB シグナルが作
動しているか確認し、シグナル亢進細胞を同
定する。 
④発がん機構解析 
 長期炎症刺激における細胞形質転換を確
認した後、がん化しているか検証する。培養
に必須である因子を培地から除去し、生存シ
グナルの亢進による不死化を確認する。さら
にヌードマウスに接種し腫瘍形成を確認す
る。その腫瘍の粘液形質、Atoh1 発現などが
ん悪性度を評価する。またマイクロアレイに
より網羅的遺伝子発現解析により誘導され
た遺伝子群を同定するだけでなく、その遺伝
子を標的とした siRNA により、腫瘍形成、が
ん形質が抑制されるか確認することにより、
炎症発がんに必須の遺伝子を同定する。 
(2)潰瘍性大腸炎患者由来大腸初代培養細胞
におけるがん形質獲得機構解析 
①ヒト大腸上皮初代培養細胞自然免疫応答

解析 
 健常人内視鏡生検検体由来の大腸上皮を
単離し、初代培養を行う。各応答レセプター
の局在解析を行い、短期および長期応答を上
記(1)の計画と同様に行う。さらに潰瘍性大
腸炎患者の内視鏡生検検体由来の大腸上皮
を同様に培養する。定常状態にて免疫応答を
起こしているか健常人との遺伝子発現を比
較し評価する。(1)①と同様に刺激を行い、
免疫応答が健常人より過剰になるか遺伝子
発現及び酸化ストレス評価により確認する。
健常人由来大腸初代培養細胞に長期刺激を
行い、潰瘍性大腸炎患者由来大腸細胞と同様
の過剰応答状態、高酸化ストレス状態になる
か検証を行う。またマウス大腸にて明らかと
なった過剰応答原因因子についてヒト大腸
に導入しスパイラル応答への関与を明らか
とする。 
②ヒト大腸初代培養細胞への遺伝子導入に
よる NFkB シグナル評価 
 (1)③に従い、NFkB レポーター遺伝子をヒ
ト大腸に導入し、潰瘍性大腸炎患者と健常人
の大腸細胞における NFkB シグナル強度およ
び陽性細胞の局在を共焦点蛍光顕微鏡にて
解析する。さらに Wnt シグナルの評価系を構
築し、各患者の両シグナル強度と疾患重症度
との関連を明らかとする。 
③ヒト大腸初代培養細胞の幹細胞可視化 
 ヒト Lgr5 プロモーターの活性部位を同定
し、Lgr5 promoter GFP レポーターレンチウ
イルスベクターを作成し、遺伝子導入するこ
とでヒト大腸幹細胞を可視化する。幹細胞が
刺激による酸化ストレス状態をROS蛍光プロ
ーブにより評価する。ヒト大腸幹細胞可視化
に伴い、幹細胞が高酸化ストレス環境である
か解析する。さらにソーティングにより幹細
胞のみの状態で自然免疫応答刺激を行い、幹
細胞のみでの自然免疫応答スパイラルを検
証する。 
④発がん機構解析 
炎症刺激により、マウスモデルと同様にがん
化しているかを確認し、マウスと同様の遺伝
子動揺を確認し、がん化に必須の遺伝子を同
定する。また疾患重症度とがん化必須遺伝子
発現の関連を検討し、相関関係を認めた遺伝
子を発現危険度予測モデルとして臨床応用
が可能であるか解析を行う。 
(3)自然免疫応答による Atoh1 蛋白安定機構
解析と炎症発がん形質獲得機構解析 
 mCherry 癒合 Atoh1 遺伝子を作成し、非粘
液性大腸癌細胞株に導入する。Flagellin, 
LPS, IL-6, TNFα,IL-1βなどを添加し Atoh1
蛋白の安定発現を蛍光顕微鏡にて評価する。
NFkBシグナル活性によるAtoh1蛋白分解認識
部位であるセリン残基の脱リン酸化及び
GSK3βの不活化を確認する。 
さらに GSK3βの上流のシグナルカスケード
の探索を行い、各炎症刺激に共通の機構を同
定する。またヌードマウスに Atoh1 導入大腸
癌を接種し、マウスに各刺激物質の投与を行



う。形成した腫瘍が Atoh1 蛋白発現と共に粘
液産生癌、印環細胞癌に形質転換する刺激を
同定する。粘液産生形質獲得に伴うがん形質
を検証する。項目としては遊走能、抗がん剤
耐性、細胞周期、腫瘍形成能、幹細胞マーカ
ー発現を予定し癌幹細胞形質獲得を評価す
る。さらに潰瘍性大腸炎関連大腸癌の生検検
体から初代培養を行い、Atoh1 発現とがん悪
性度、粘液形質との関連を同様に解析する。 
４．研究成果 
(1)大腸初代培養細胞の持続自然免疫刺激に
おける発がん機構解析 
マウス大腸オルガノイドへの1年以上の炎症
刺激により炎症シグナルである NFkB シグナ
ルの経時的亢進を認め、長期炎症特異的な標
的遺伝子を同定した。NFkB シグナル、酸化ス
トレスの定量化システムを構築した上で、炎
症刺激物質を除去しても上皮細胞応答・酸化
ストレスは完全にリセットできないことを
発見した。以上より、長期罹患における IBD
での上皮細胞可塑性の再現に成功し、長期の
炎症がシグナル蓄積を惹起し上皮幹細胞形
質転換を誘導することを初めて証明した（J 
Crohns Colitis 2017、表紙掲載）。これは世
界で初めて樹立されたIBD体外再現モデルで
あることから、本学でプレスリリースを行い、
時事通信等に掲載される（時事通信 潰瘍性
大腸炎のモデル、マウス細胞で再現＝東京医
科歯科大, H28.11.28）など大きな反響とな
った。 
(2)潰瘍性大腸炎患者由来大腸初代培養細胞
におけるがん形質獲得機構解析 
 潰瘍性大腸炎患者から大腸オルガノイド
の樹立に成功した。手術を受けた際に同一患
者の病変部と非病変部から粘膜を採取しオ
ルガノイドをそれぞれ樹立したところ、増殖
能、幹細胞形質に有意な差を認めた。同一患
者由来であることから、疾患特異的な事象で
あると考え、網羅的遺伝子発現解析を施行し
たところ、病変部特異的発現遺伝子の同定に
成功した。 
(3)自然免疫応答による Atoh1 蛋白安定機構
解析と炎症発がん形質獲得機構解析 
 大腸癌細胞株において炎症シグナル刺激
により、Atoh1 蛋白がユビキチンープロテア
ソーム蛋白分解機構から解除され安定発現
することを発見した。シグナル解析により
Akt活性からGSK3βの不活化を誘導すること
によりAtoh1蛋白が安定化することを見出し
た。安定化した Atoh1 蛋白発現により、癌幹
細胞の増加、浸潤能、抗がん剤耐性など悪性
形質獲得と直結していることから、炎症性腸
疾患付随大腸癌の悪性度獲得機構を明らか
とした(Cancer Sci. 2015)。 
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