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研究成果の概要： 
遺伝子変異によるWntシグナルの恒常的亢進は胃がん発生の原因として知られている。一方、
腫瘍組織では炎症性プロスタグランジンである PGE2の産生が誘導され、発がんを促進してい

る。本研究では、胃がん発生におけるWntシグナルと PGE2経路の相互作用について解析を行

ない、PGE2依存的に発生する炎症反応がマクロファージからの TNF-α産生を誘導し、TNF-α
が胃がん細胞のWntシグナル亢進に作用して発がんを促進する可能性を初めて明らかにた。 
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１．研究開始当初の背景 

Wnt シグナルは消化管上皮幹細胞の未分
化性維持に作用しており、APC やβ-catenin
などの遺伝子変異により Wnt シグナルが恒
常的に亢進すると、上皮細胞の未分化状態が
維持されて増殖を続ける。これが、胃がんや
大腸がん発生の重要な分子機序として知ら
れている。また、最近になって、遺伝子変異
により活性化した Wnt シグナルが、別のシ
グナル経路によってさらに活性化される現
象（Wntシグナルのプロモーション）が発が
んに重要である可能性が示唆された。しかし、

Wnt プロモーションを誘導する分子機序は
明らかにされていない。 
一方、非ステロイド抗炎症薬（NSAIDs）

を服用している集団では消化器がん発生頻
度が低いことなどから、NSAIDsが標的とす
るプロスタグランジン合成酵素 COX-2 が発
がんに重要なことが明らかにされている。さ
らに、マウスモデルを用いた遺伝学的研究か
ら、COX-2の下流で合成されるプロスタグラ
ンジン E2（PGE2）が腫瘍発生に関与してい
る事が示されている。PGE2 の作用として血
管新生やアポトーシス抑制の可能性などが
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図１ K19-Wnt1 マウス胃粘膜に発生する前
癌病変。(A)実体顕微鏡写真 (B)HE染色。 

報告されているが、未だ、PGE2 による腫瘍
発生促進作用の全貌は明らかになっていな
い。腫瘍発生における COX-2/PGE2経路の役
割を分子レベルで解明出来れば、その知見は
発がん予防薬の開発に貢献出来る。 
 
２．研究の目的 
以上の研究背景から、胃がん発生過程で産

生誘導される PGE2による腫瘍発生促進作用
のひとつとして、胃粘膜上皮細胞あるいは胃
がん細胞の Wnt シグナル活性をプロモー
ションしている可能性について着想するに
至った。 
我々はこれまでに、胃粘膜で PGE2産生を

誘導させた K19-C2mE トランスジェニック
マウスを作製して解析することにより、
PGE2 が胃粘膜へのマクロファージ浸潤を誘
導し、その活性化により炎症反応が引き起こ
されることを観察している。したがって、本
研究では、PGE2による直接作用または PGE2
依存的な炎症反応による間接的な Wnt シグ
ナル活性化への影響について明らかにする
ことを目的とし実験を行なった。 
胃がん発生には Helicobacter pylori 感染

が密接に関わっており、pylori感染が COX-2
発現を誘導することも報告されている。した
がって、本研究では、感染刺激が胃粘膜上皮
の Wnt シグナル亢進に作用する可能性につ
いて明らかにすることも目的とした。 
 
３．研究の方法 
これまでに胃粘膜上皮細胞で Wnt シグナ

ルを亢進させた K19-Wnt1 マウスを作製し
た。本研究課題では、(1)K19-Wnt1マウスを
用いた病理解析、(2)胃がん細胞を使った培養
実験、(3)K19-Wnt1マウスを用いた感染実験
を以下の方法により実施した。 
(1) K19-Wnt1 マウス胃粘膜には散発性に前
癌病変が発生する。この病変部分を含む
胃粘膜組織を病理学的および免疫組織学
的に解析した。マクロファージは F4/80
抗体で検出し、Wnt シグナル活性化は
β-catenin の細胞質および核への蓄積に
より判断した。 

(2) TCF/β-catenin複合体により、緑色蛍光蛋
白（EGFP）が発現誘導される TOPEGFP
ベクターを構築し、胃がん細胞株 AGSお
よび Kato-IIIに導入し、Wntレポーター
細胞株（AGS-GFPおよび Kato-III-GFP）
とした。また、マクロファージ細胞株の
RAW264を lipopolysaccharide (LPS)で
刺激して培地を回収し、 conditioned 
medium (CM)とした。Wntレポーター細
胞を CM あるいは炎症性サイトカインの
IL-1β、IL-6、TNF-α、IL-11などで刺激
し 、 Wnt シ グ ナ ル 強 度 の 変 化 を
flowcytometory (FACS) を用いて解析測

定した。この細胞を用いて PGE2による
Wntシグナル強度への直接作用の解析も
行なった。また、マクロファージ CM や
TNF-αで刺激した胃がん細胞から蛋白を
調製して、Akt、GSK-3β、β-catenin 等
のWestern blotting解析を行ない、Wnt
亢進分子機序の解析を行なった。 

(3) K19-Wnt1マウスに、Helicobacter pylori
の類縁菌であるHelicobacter felisを感染
させ、８週間後および 30週間後に病理解
剖を施して腫瘍病変の有無について観察
した。さらに病理組織解析や免疫染色等
によりマクロファージ浸潤、Wntシグナ
ル亢進等を解析した。 

 
４．研究成果 
(1)K19-Wnt1マウス前癌病変の解析結果 

K19-Wnt1 マウス胃粘膜をトルイジンブ
ルーで染色すると図１Aのような前癌病変

が認められた。組織学的には、異形性を呈す
る粘膜上皮細胞が異常に分岐しながら増殖
していた（図 1B, 矢頭）。興味深いことに、
前癌病変の粘膜下には、常に炎症細胞浸潤が
見られた（図 1B, 矢印）ので、前癌病変の発
生には炎症性刺激が起因になっている可能
性が考えられた。 

次に前癌病変を免疫染色にて解析した。
F4/80 抗体を用いた染色により、間質には著
しいマクロファージ浸潤が認められた（図 2A, 
矢頭）。また、β-catenin抗体を用いた染色に
より、前癌病変を構成する上皮細胞では核へ
の強いβ-catenin 蓄積を認めた。すなわち、
前癌病変では上皮細胞の Wnt シグナルが強
く活性化していることが明らかとなった。 
以上の結果から、何らかの刺激により炎症

反応を起こした粘膜局所では、上皮細胞の
Wntシグナルが活性化しており、それにより
前癌病変が発生した可能性が考えられた。
Wntシグナル活性化の機序として、浸潤した
マクロファージによるなんらかの作用が推
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図２ K19-Wnt1 マウス前癌病変の免疫染色
(A)マクロファージ (F4/80) (B) β-catenin, 
Bars, 100 µm。 



A 

B 

C 

2.0% 

22.6% 

8.3% 

図 ３  AGS-GFP
細胞の Wnt シグナ
ル活性強度(FACS)
解析結果。(A) 非処
置対照 AGS-GFP
細胞。 (B)LPS刺激
で活性化したマク
ロファージ由来の
CM で 刺 激し た
AGS-GFP細胞。赤
色領域は非処置対
照群の top 2%に相
当する GFP 蛍光領
域。(C)LPS 刺激マ
クロファージ CM
に TNF-α中和抗体
を 添 加 し た
AGS-GFP 細胞。
Wnt 亢進の抑制が
認められる。 
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図４ Kato-III-GFP 細胞を各サイトカインで
刺激した時の GFP 蛍光強度の比較。非処置細
胞の top 2%(左)に相当する領域に含まれる細胞
集団の比率を示す。 

測された。 
 
(2)TNF-αによる胃がん細胞Wntの活性化 

TCF結合領域を minimum promoterの上流
につないだ TOPEGFP ベクターを作製し、胃
がん細胞株 AGSおよび Kato-IIIに導入し、そ
れぞれ AGS-GFP および Kato-III-GFP 細胞と
した。AGSおよび Kato-III細胞はβ-cateninの
変異あるいは遺伝子増幅のために Wnt シグ
ナルが亢進している（図 3A）。一方、RAW264
マクロファージ細胞の培地に LPS を添加し
て活性化させ、一定時間後に培地を回収して
conditioned medium (CM)とした。この CMを
用いて、作製した２種類のWntレポーター胃
がん細胞を刺激すると、GFP発現が有意に上
昇した。図 3Bに AGS-GFPを CMで刺激した
時の FACS 解析結果を示す。非処置 AGS 細
胞の top 2%にあたるGFP蛍光を 22/6%の細胞
が発した。 

LPSで刺激した RAW264 細胞の CM には
炎症性サイトカインが多量に含まれている
ことが知られている。そこで、回収した CM
に TNF-αの中和抗体を加えて、各Wntレポー
ター胃がん細胞を刺激すると、どちらの細胞
においてもCMによるWntシグナル亢進作用
が阻害された（図 3C）。したがって、活性化
マクロファージから産生される TNF-αが胃
がん細胞の Wnt を活性化に作用していると
考えられた。そこで、それぞれのWntレポー
ター細胞を、IL-1β、IL-6、TNF-α、IL-11 の
４種類のサイトカインで濃度を変えて（1, 10, 
100 ng/ml）刺激して、flowcytometoryでWnt
シグナル強度を解析した。その結果、TNF-α
で刺激した時に、濃度依存的なWntシグナル
強度の増幅が認められた（図 4）。IL-1βや IL-6
などの炎症性サイトカインには、Wnt活性化
作用は認められなかった。 
以上の、細胞培養実験の結果から、炎症に

より胃粘膜に浸潤して活性化したマクロ
ファージは、局所で TNF-αを産生することに
より、周囲の胃上皮細胞のWntシグナルを活
性化していることが明らかとなった。さらに
胃がん細胞の Wnt活性化における PGE2の直
接作用を解析するため、AGS-GFP および
Kato-III-GFP 細胞を PGE2あるいは COX-2 阻
害薬で処置し、flowcytometory による FACS
解析を実施したが、Wntシグナル強度の変化
は認められなかった。したがって、胃がん細
胞での Wnt シグナル亢進に、PGE2による直
接作用はないと考えられた。 
マクロファージ CM や TNF-αで刺激した

胃がん細胞から蛋白を抽出し、Western 
blotting を施して Wnt 活性化の分子機序を解
析した。刺激した胃がん細胞では、予想通り
活性化型の非リン酸化β-catenin量が有意に上
昇しており、Wntシグナルの亢進が確認され
た。また、GSK-3βによりリン酸化される
β-cateninはユビキチン経路により分解される
が、CMや TNF-αで刺激した胃がん細胞では
GSK-3β自身のリン酸化レベルが高くなって
おり、GSK-3βの活性が抑制されていた。
GSK-3βをリン酸化する酵素として Akt が知
られている。実際に、刺激した胃がん細胞で
の活性化型 Akt（Ser473 リン酸化型）のレベ
ルが高くなっていることが確認された。以上
の結果により、TNF-αは胃がん細胞の Akt 活
性化を介して GSK-3βを抑制し、β-catenin の
安定化を促進することで Wnt シグナルを亢
進していると考えられた。 

 
(3)H. felis感染によるWnt活性化と腫瘍発生 

Helicobacter felisを血液寒天培地で増殖さ
せた後、1×108ずつを経口的に K19-Wnt1 マ
ウスに感染させた。感染から８週間後に病理
解剖を施した結果、腫瘍性病変は認められな
かったが、組織解析により炎症領域と非炎症
領域が認められ（図 5A, C）、炎症領域ではマ
クロファージの著しい粘膜浸潤が認められ
た。重要なことには、マクロファージが浸潤
した領域の粘膜上皮細胞では、β-cateninの細



A B 

C D 

図５ H. felis感染８週間後の胃粘膜で観察さ
れる炎症領域(A,B)と非炎症領域(C,D)の病理
組織免疫染色。F4/80によるマクロファージ染
色(A,C)、およびβ-catenin染色(B,D)。 

胞内蓄積が認められ、Wntシグナルの亢進を
示していた（図 5B矢頭）。それに対して非炎
症領域では、腺管頚部の未分化上皮細胞が存
在する部分でわずかにβ-cateninを蓄積する細
胞が認められた（図 5D）。以上の結果は、
Helicobacter 感染に起因した炎症反応により
粘膜にマクロファージが浸潤し、同時に上皮
細胞の Wnt シグナルが亢進したことを示し
ている。(1)の細胞培養実験結果から判断して、
活性化マクロファージが産生する TNF-αが
生体内でも Wnt シグナル活性化に作用した
可能性が考えられる。さらに、詳細な組織解
析を行なった結果、炎症領域の胃粘膜では壁
細胞や主細胞などへの最終分化が阻害され
ていた。したがって、Wntシグナルの亢進が
未分化性維持亢進および分化抑制に作用し
たと考えられた。 
さらに、感染・炎症による Wnt シグナル

亢進と腫瘍発生の関係を解析するため、
K19-Wnt1マウスに 30週間H. felisを持続感染
させた後に病理解剖を施した結果、図６Bに
示すように胃に腫瘍が発生した。このような
腫瘍病変は非感染 K19-Wnt1 マウスでは認め
られなかった。この結果は、感染・炎症にと
もなう Wnt シグナル活性の亢進、すなわち
Wntプロモーションが胃粘膜に腫瘍を発生さ
せる可能性を示している。 

以上の研究成果により、胃がん発生におけ
る感染、炎症とWntシグナルの関係について
以下のように考えることが出来る。H. pylori
感染に起因した宿主反応により胃粘膜では
COX-2 および mPGES-1 の発現が誘導されて
PGE2が産生する。PGE2は炎症性メディエー
ターとしてさまざまな反応を誘導し、これに
よりマクロファージ浸潤とその活性化が誘
導されると考えられる。一方、APCあるいは
β-catenin遺伝子の変異はWntシグナルを恒常
的に活性化させるが、非炎症領域の正常胃粘
膜で Wnt シグナルが活性化してもその活性
化レベルは腫瘍させる閾値に達していない。
しかし、H. pylori 感染により炎症反応が起
こっている胃粘膜で Wnt シグナルが活性化
すると、TNF-αの作用により Wnt プロモー
ションが起こり、Wnt活性化レベルが腫瘍発
生の閾値を越える。近年、注目されている
Wntプロモーションだが、その分子機序は不
明な点が多い。したがって、本研究で明らか
にした炎症反応に依存した Wnt プロモー
ションは、胃がん発生に関わる新しい分子機
序として重要な発見となった。この研究成果
は、USCFの Lisa Coussens博士らにより、胃
がん発生における感染・炎症と発がんを結ぶ
新しい分子機序として、Cancer Cells誌で紹介
された（Cancer Cell 14: 7-9, 2008）。 
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