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研究成果の概要（和文）： 
われわれは本研究で、ヒトがんの発がんプロセスを再現するモデルマウスを開発し、その詳細
な解析を通じて、個体内でのがんの発生と進展のプロセスを明らかにし、さらに複数の新規分
子標的の同定を行った。消化管発がんにおいてWntシグナルを制御する新たな遺伝子の同定や、
Shh シグナル亢進による表皮基底細胞腫形成での EGF 受容体シグナルの重要性の証明が、そ
の代表的な成果であり、これらの発見は、今後のヒトがんの予防や治療に新たな戦略を示すも
のである。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we have developed several mouse models simulating the process of human 
carcinogenesis induced by the activation of oncogenic signaling such as Wnt and Sonic 
hedgehog signaling. Through the analysis of tumor formation in these mouse models, we 
could have successfully elucidated the molecular mechanisms of carcinogenesis. Functional 
roles of cancer related genes elucidated through this analysis could suggest strong 
candidates for novel molecular targets of human cancer therapy. 
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１．研究開始当初の背景 
  ２０世紀後半の分子生物学の急速な進
展により、がんの発生と進展に関与すると考
えられる、多くのがん遺伝子やがん抑制遺伝
子が同定された。これらのがん関連遺伝子の

機能は、主に培養細胞等を用いた分子生物学
的な解析や細胞生物学的な解析を通じて明
らかにされ、その多くが各種のシグナル伝達
系を通じて、細胞の増殖や細胞死の制御に関
わっていることが判明している。従って、ヒ
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トがんにおいては各種のシグナル伝達の異
常な亢進が認められ、このシグナル伝達に関
わる分子を標的とした機能制御が可能とな
れば、がんの予防や治療法の開発に繋がるこ
とが期待されており、本研究の開始当時以前
より、分子標的同定の試みが盛んに行われて
いた。しかし、シグナル伝達系は、ヒトの発
生発達のみならず、生理的な恒常性維持にも
重要な機能を果たしており、腫瘍特異的にシ
グナル亢進に寄与する構成因子を同定する
必要がある。さらに、ヒトがんにおいて個々
のシグナル伝達系を構成している分子は多
岐に亘り、ヒトがん特異的な遺伝子変異の同
定以外には、有効な分子標的の探索の手段は
無いのが現状であった。 
  Wntシグナルは、その抑制性制御因子を
コードする Apc遺伝子の不活化が、ヒト大腸
腺腫の発生に繋がることが明らかにされて
以来、大腸がんを始めとして、多くのヒトが
んの発生に関与していることが示され、β
catenin を始めとする Wnt シグナルの構成因
子に関して、その分子標的としての可能性が
検討されていたが、真に有用な標的は同定さ
れていなかった。我々は、がん遺伝子産物と
して同定されていた TACC3 が、Wnt シグナ
ルの下流で機能することを明らかとしてお
り、本研究においては、その TASCC3の機能
解析と、がん治療の分子標的となる可能性の
検討を開始した。また、Wnt活性化のモデル
マウスとして我々が確立したApc変異マウス
には、多数の消化管腺腫が発生するが、我々
は、野生型近交系マウスの遺伝的背景が、そ
の腫瘍数を大きく減少させることを示し、そ
の原因となる遺伝子座を決定することにも
成功していた。そこで、本研究においては、
その遺伝子座から原因となる遺伝子を単離
し、その遺伝子産物の分子標的としての有用
性を検討することとした。 
  Shh シグナルは、可溶性シグナル分子で
ある Shhの抑制性受容体である Patched1分子
の不活化が、表皮基底細胞腫（BCC）と小脳
髄芽腫(MB)の多発を症状とする遺伝性疾患
Gorlin 症候群の原因であることが明らかとな
り、BCCと MBの発生に Shhシグナルの亢進
が深く関与することが明らかとなっていた。
われわれは、Patched1 変異マウスには、MB
が高頻度で発生することを明らかにし、また、
表皮ケラチノサイトで、特異的に Patched1を
不活化すると、BCCの発生を誘導することが
可能であることを、世界で初めて示していた。
そのため、本研究では、これらの実験系を用
いて、この Shh シグナル活性化による BCC
および MB 発生のメカニズムを明らかにし、
さらに、その個体レベルでの解析から、これ
ら腫瘍の治療における分子標的の同定を試
みた。 
 

２．研究の目的 
  本研究は、ヒトがんの発生や進展に深く
関与すると考えられている、Wntシグナルや
Shh シグナルを始めとする各種シグナル伝達
系に関して、その亢進により、ヒトがんと同
様の発がんプロセスを再現するモデルマウ
スを開発し、その詳細な解析を通じて、発が
んとがん進展のプロセスにおいて、各種のが
ん関連遺伝子が果たす役割を明らかにする
ことを目的としている。これらの遺伝子の機
能を知ることにより、個体内での発がん過程
を規定している分子メカニズムが明らかと
なると同時に、発がん抑制やがん治療を考え
る際に、標的とするべき分子が明らかとなる。
こうした各種の標的分子が、実際に、個体内
でのがんの発生や進展のプロセスに必須で
あり、その機能の阻害が、発がん抑制やがん
治療に有用であることは、再び個体内で検証
されなくてはならない。こうした新たな分子
標的の同定と、その分子標的としての
POC(proof of concept)取得も、本研究の目的と
するところである。 
 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト発がんモデルマウスの開発 
  本研究の中心となった研究課題は、「がん
の発生と進展の分子機構の解析を通じて、ヒト
がんの治療法確立に向けた分子標的の同定を
行う」ものであるが、ヒトがんの発生・進展は
個体レベルの現象であり、その解析には動物モ
デルの確立が必要となる。本研究では、まず、
ノックアウトマウスの作製と解析を通じて、解
析対象とした Shh や Wnt シグナルなどの、各
種がん化シグナルに関与するがん関連遺伝子
の機能解析を行った。次いで、Patched1や Apc
遺伝子などのがん抑制遺伝子の不活化や、β
cateninなどのがん遺伝子の活性化を、マウス個
体内の発がんの母地となる組織•細胞で特異的
に誘導することにより、発がんモデルマウスを
確立した。 
（２）個体レベルでの発がん過程の解析 
  本解析は、本研究により確立された各種の
ヒト発がんモデルマウスの中でも、Cre 酵素の
発現を誘導して、初めて標的となるがん抑制遺
伝子が不活化される遺伝子操作マウスを用い
た解析が中心となった。これらの、いわゆる第
三世代のノックアウトマウスでは、タモキシフ
ェンの投与により発がんプロセスが開始され、
その後、一定の期間を経て、個体内組織の病理
学的な変化が出現し、それが進展して行く。そ
こで、経時的に病理組織学的手法やゲノム網羅
的な遺伝子発現解析法を用いて解析し、この過
程を規定している分子メカニズムの解析を行
った。 
（３）発がん機構の解析と分子標的探索 
  上述の個体レベルの解析を通じて、新たな



がん関連遺伝子が数多く同定されたが、これら
の詳細な機能解析はヒトおよびマウスのがん
に由来する培養細胞レベルでの遺伝子発現抑
制システムを用いて行われた。なお、これらの
培養細胞系の一部は上述のモデルマウスから
樹立されたものである。次いで、こうした解析
を通じて、がん治療における分子標的としての
可能性が出た分子に関しては、上述の手法を用
いて、発がんモデルマウスの発がん過程におけ
る機能の検討を行った。 
（４）分子標的としての POCの獲得にむけて 
  解析を通じて、分子標的としての可能性が
大きくなった分子に関しては、化合物ライブラ
リーのスクリーニングや、モノクローナル抗体
の作製を行った。また、すでに阻害剤が存在す
る標的候補分子に関しては、発がんモデルを用
いて、その阻害剤投与による発がん阻害やがん
の進展の抑制効果を検討した。 
 
 
４．研究成果 
  本研究においては、がんの発生と進展の
分子メカニズムを明らかにし、ヒトがん治療
における分子標的を同定することを目指し
て、個体レベルでの解析を中心とした研究を
展開した。各種シグナル伝達系に関与すると
思われるがん関連遺伝子１５種のノックア
ウトを行い、さらに、Wnt および Shh シグナ
ル関連の遺伝子に関しては、遺伝学的手法を
用いて、それら遺伝子の発がん過程における
機能解析を行った。本稿においては、その代
表的な成果を取り上げて、その詳細を述べる。 
（１）がん関連遺伝子による紡錘体形成制御
とがん分子治療標的としての応用 
  がん関連遺伝子として同定された
Transforming acidic coiled-coil3 (TACC3)は、細
胞分裂期に特異的に発現し、紡錘体および中
心体に局在する。本研究では、様々ながんで
発現異常を示していることに着目し、がん細
胞の細胞分裂における機能解析を行なった。
39 種のがん細胞株で構成されるがん細胞パ
ネルを用いてイムノブロットによる発現解
析を行なったところ、卵巣がん細胞株で特に
高い発現亢進を認めた。さらに shRNA によ
る遺伝子ノックダウンを行なったところ、そ
のうち 2種の卵巣がん細胞株で顕著なmitotic 
index の上昇が観察された。これらの細胞株
を免疫蛍光染色により解析した結果、TACC3
の阻害により多極紡錘体が形成され、その結
果、細胞分裂の停止が生じる事が明らかにな
った (図 1A)。さらにタイムラプス顕微鏡を
用いた解析では、分裂時の細胞膜崩壊直後に
異所性の微小管重合が生じ、それらが新たな
極を形成することにより、多極紡錘体が形成
される事が示された。これらの結果は、
TACC3が少なくとも一部のがん細胞では、紡
錘体形成に必須の役割を果たしており、がん

分子治療標的となりうる事を示唆しており、
このことは異所移植モデルにおいて TACC3
を抑制すると腫瘍が顕著に抑制される事か
らも示された。 
卵巣がん細胞で観察された多極紡錘体形成
による細胞分裂停止は、様々なヒトリンパ腫
細胞でも生じたことから、p53 変異マウスに
自然発症する胸腺リンパ腫を用いて解析を
行なった。Tacc3 コンディショナルノックア
ウトマウスを作製し、p53 変異マウスと
R26-CreERT2マウスと交配する事により、胸
腺リンパ腫を発症したマウスで Tacc3 を欠損
させることを可能にした。胸腺リンパ腫を
MRIを用いてモニターすることにより、Tacc3
の欠損により顕著な腫瘍の退縮が生じるこ
とが明らかになった (図 1B,C)。また免疫組
織学的解析では、Tacc3 を欠損させた胸腺リ
ンパ腫ではアポトーシス誘導が認められた。
重要な事に正常な胸腺、さらに消化管や皮膚
などでは、Tacc3 を高発現しているにもかか
わらず、Tacc3 を欠損させても胸腺リンパ腫
で観察された様々な変化は認められなかっ
た。これらの結果から、Tacc3 が新たながん
分子治療標的として有望であることが明ら
かになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
（２）消化管腫瘍制御因子の同定 
  ヒト大腸腺腫症のモデルマウスである
Apc1309 変異マウスは、多数の消化管腫瘍を
発生するが、その発生腫瘍数はマウスの遺伝
学的背景により大きく異なることから、マウ
スの系統間により異なる腫瘍制御因子の存
在が示唆される。発生腫瘍数が多い B6 マウ
スに、CAST マウスを交配させて作製された
F1マウスでは、腫瘍数が劇的に減少する。こ
の CASTマウス由来の腫瘍制御遺伝子を同定
するために、B6/CAST の F1 マウスに B6 マ
ウスを戻し交配させ、腫瘍抑制効果を示すマ
ウスを選別し、その染色体を解析するという
操作を繰り返した。その結果、最終的にタン
パク質をコードする遺伝子がひとつだけ存
在する 0.2Mbの領域のみを CAST由来にもつ
コンジェニックマウスの作製に成功した。こ
の遺伝子 (以下 modifier)には B6 マウスと



CASTマウスの間に 1つの cSNPが存在した。
modifier の機能解析を行なうためにノックア
ウトマウスを作製したところ、modifer遺伝子
のホモ接合体では 32.0%まで腫瘍数が減少し
ていたことから、この遺伝子は、腫瘍発生を
正に制御していると考えられる(図 1A)。重要
な事にヘテロ接合体でも腫瘍数は 69.2%まで
減少しており、modifier 遺伝子の部分的な阻
害でも顕著な抗腫瘍活性があることが明ら
かになっている。これらの腫瘍抑制効果は、
Apcminマウスや beta-cateninコンディショナ
ル活性型マウスに発生する消化管腫瘍にお
いても観察された。 
HA タグを付けた modifier 遺伝子の培養細胞
への導入および modifier抗体による内因性タ
ンパク質の検出により、この遺伝子産物は核
タンパク質であることが示された (図 2B)。
また shRNA を用いたノックダウンにより、
ヒト大腸がん細胞においても顕著な増殖抑
制が観察された。興味深い事に modifier遺伝
子をノックダウンすると p16INK4a や
H3K9me3の亢進が観察されることから、細胞
老化による増殖抑制が示唆された。Modifier
遺伝子の機能抑制により誘導される細胞老
化は、in vivoにおいても、活性型 beta-catenin
誘導により発生する腫瘍の抑制過程でも観
察され、生体内でも機能していることが明ら
かになっている。以上の結果より、本研究で
は新たな消化管腫瘍制御因子の同定に成功
し、その機能抑制により腫瘍数が顕著に減少
することから、この modifierが新たながん分
子治療標的となりうることを示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
（３）Shh シグナル発がんにおける新規分子
標的の同定 
  前述のごとく、遺伝性のヒト高発がん性
疾患の原因遺伝子の機能解析や、単発性のヒ
ト腫瘍のゲノム解析の結果から、ヒトにおい
ては、Shh シグナルの亢進が、表皮基底細胞
腫 (BCC: basal cell carcinoma)と小脳髄芽腫
(MB: medulloblastoma) の発生の原因である
と考えられているが、その分子メカニズムに
は未だ不明な点が多く、分子標的の探索もあ

まり進んでいない。一方、Shh シグナルに抑
制性受容体 Patched1の変異マウスにはMBが
発生することが知られており、さらに我々は
表皮ケラチノサイトで特異的に Patched1を不
活化させると BCC が誘導されることを示し
ていた。 
  そこで、本研究では、まず、BCC発生過
程において、Shh シグナルの下流で、腫瘍の
増殖に必須な役割を果たしている分子の同
定を行った。この解析は、上述の Patched1コ
ンディショナルノックアウトマウスに発生
した BCC から樹立された細胞株を併用して
行った。網羅的遺伝子発現解析により、複数
の BCC由来細胞株において、Shh阻害剤であ
る cyclopamine 添加により、その発現が低下
する遺伝子を約２００種同定し、これを、モ
デルマウス個体内の BCC および正常表皮、
さらにヒト BCC での遺伝子発現データを比
較することで、１４種類の遺伝子が得られた。
その中の１０種は、従来、Shh シグナルとの
関連は知られていない遺伝子であった。次い
で、BCC由来培養細胞における、これら遺伝
子の機能を解析したところ、このうちの
N-myc, St8Sia2, Ctgfの３種の遺伝子が Shhシ
グナルの下流で BCC の増殖に機能している
ことが明らかになった。このうちの St8Sia2
と Ctgf は、BCC 治療の新規分子標的として
有望と考えられる。中でも、シアル酸付加酵
素をコードしている St8sia2は、その後の機能
解析から、その発現上昇が、BCC細胞におけ
る EGF 受容体の安定化を通じて EGF シグナ
ルの活性化を引き起こしていることも明ら
かとなった。モデルマウスへの EGFR阻害剤
投与実験の結果からも、この EGFシグナルの
活性化が、実際に、マウス個体内における
BCC の発生および進展に必須であることが
示唆され、我々は、この EGFR阻害剤による
ヒト BCC 治療を新たな戦略として提案して
いる。 
  一方、モデルマウスにおける MB発生過
程の詳細な解析とPatched1を不活化した小脳
顆粒細胞の移植実験から、われわれは、小脳
顆粒細胞における Patched1 の不活化は、Shh
シグナルを通じて細胞増殖を亢進させるが、
それだけではMB形成に至らないことを明ら
かにした。次いで、小脳顆粒細胞および MB
発生過程の網羅的遺伝子発現解析を通じて、
MB特異的に、ただし Shhシグナル非依存性
に高発現をしている遺伝子を複数同定した。
その機能解析から、Spp1および Lcn2という
二種の遺伝子が、MB 由来培養細胞の小脳内
移植実験において、その増殖に必須な役割を
果たしていることが明らかとなった。これら
の遺伝子は、ヒト MB でも高発現しており、
MB 治療における新たな分子標的となる可能
性が示唆された。 
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