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研究成果の概要（和文）：動物発がんモデルより採取した腫瘍の凍結切片を用いて、細胞内シグ
ナル伝達に関与する蛋白を多重蛍光染色法により検出し、個々の蛋白の局在と輝度の解析によ
り共発現状況を定量化した。対象として、(1)ラット大腸発がんモデル (2)ラット乳腺発がんモ
デル を用いた。(1)では、腺がん組織にてβカテニンとサイクリン D1（Bcl-1）を同時検出し、
組織切片上のシグナルを細胞単位で定量解析した。その結果、βカテニンの核への過剰蓄積に
より Bcl-1 の発現が低下する可能性があることが明らかになり、負の調節系の存在が示唆され
た。(2)では、腺がん組織にて核に陽性を示すエストロジェン受容体α（ERα）と細胞膜に陽性
を示すレプチンの受容体（ObR）について解析した。細胞毎の ObR と ERαの蛍光輝度には正の
相関性がみられ、ERαと ObR 間の双方向のシグナル伝達経路が存在する可能性を示した。 

研究成果の概要（英文）： Carcinoma tissues obtained from chemically induced rat colorectal 

and mammary carcinogenesis models were analyzed by a multiple fluorescence method. 

Frozen tissue sections were stained for beta-catenin and bcl-1 in a colorectal model and 

estrogen receptor (ER) alpha and leptin receptor (ObR) in a mammary model. Analyses for 

their co-localization and luminance were performed, and the results might indicate 

existence of negative feedback systems between beta-catenin and bcl-1 and strong 

association between ER alpha and ObR in each model. 
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１．研究開始当初の背景 

腫瘍は、遺伝毒性発がん物質や放射線による
起始（イニシエーション）を受けた標的細胞
が、標的細胞自体、あるいはそれを取り巻く
同じ種類の細胞あるいは炎症細胞など異な
る種類の細胞から種々の刺激を受けて自ら
の増殖を促進、アポトーシスを抑制、あるい
は接着性の低下、運動性の亢進をもたらし、

発がんに至るまで合目的的に適応、反応しな
がら形成される。ヒトが暴露を受ける化学物
質など外的因子やホルモンなどの内的因子
には、これら発がん過程でおこる種々の細胞
刺激作用を直接的あるいは間接的に促進あ
るいは抑制するものがあると考えられてい
る。これまでの発がん促進物質あるいは抗が
ん剤など発がん抑制物質の作用メカニズム
を解析する研究では、細胞内あるいは細胞間
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におけるシグナル伝達物質を介する細胞反
応メカニズムに対して、分子生物学的手法を
用いて網羅的な遺伝子/蛋白発現解析が可能
になった現在、主に培養細胞を用いた実験に
より蛋白間の複雑な相互作用をシステムと
して統合的に捉える試みがなされ、成果が上
がりつつある。ところが、多様な細胞集団で
ある組織中で起こる発がん過程に対し、培養
細胞で起こる反応が実際に生体内で起こっ
ているか否か、あるいは生体内では培養細胞
とは異なる細胞反応メカニズムが発がんに
関与していないかなど、臓器組織内を細胞社
会として捉えた空間的な解析には立ち遅れ
がみられる。現在用いられている免疫組織化
学的手法では、組織切片上で検索対象とする
蛋白の染色状況が個々の細胞において陰性
～強陽性と多様であるにも関わらず、多くの
場合はヒトの目により組織全体として陰性
～強陽性と判定されるに留まり、多様な形質
を示す個別の細胞を対象として解析し、均一
な培養細胞での現象を詳細に検証する機会
は極めて少なかった。その原因として、多様
な細胞の密着した集団である臓器組織の中
で、個々の細胞を分離して認識するとともに、
複数の蛋白の局在および発現量を同時に計
測する画像解析法が確立されていなかった
ことが挙げられる。 

本研究では、臓器組織内において密着して
存在する多様な細胞集団の中の細胞を個別
に捉え、シグナル伝達のクロストークを動的
に解析するため、画像解析法として、従来の
色相あるいは明暗により画像を 2値化する方
法の代わりに、近年新たに開発された、画像
を数画素単位の断片に細切した後、各断片内
における画素間の輝度差、各断片と周囲断片
との明暗のコントラストを始めとする種々
の演算手順の組合せにより個別の細胞を認
識するイメージング技術を応用し、2～3 種類
の蛋白染色および核染色を行い、画像上で各
染色像を多層化して個々の細胞内における
対象蛋白の局在ならびに各蛋白に対する陽
性細胞の分布状況（隣接指数）を解析する技
術を開発する。これらが可能なイメージング
装置は既に市販されているが、細胞反応を動
的に捉えることを目的とし、種々の細胞集団
である組織切片に対し、シグナル伝達物質の
多重蛍光染色による同時検出、細胞内局在お
よび発現量、あるいは分布状況を画像解析装
置におけるアルゴリズムを有機的に構築し
ながら解析を進める方法はこれまでにない
試みである。 

２．研究の目的 

化学発がん過程で発生する初期病変およ
び腫瘍性病変におけるシグナル伝達物質の
細胞内局在および発現量を臓器組織におけ
る個別の細胞レベルでイメージング解析す

ることにより、生体内での細胞内/細胞間シ
グナル伝達系の変化を包括的に捉え、発がん
促進あるいは抑制メカニズムの解明を目指
す。具体的には、ラット大腸および乳腺発が
んモデルの病変を対象とし、シグナル伝達物
質については、転写因子、核内受容体など転
写調節を担う蛋白および細胞増殖/アポトー
シスに関与する蛋白を多重蛍光染色により
同時検出し、組織切片上で細胞単位での定量
解析を行う。転写調節を担う蛋白については
細胞核における蛍光輝度、エフェクター蛋白
については核/細胞質/細胞膜における輝度
を細胞単位で個別に比較し、発がん過程にお
いて組織内で実際に引き起されるシグナル
伝達メカニズムを動的に捉えることを可能
にする。細胞間シグナル伝達については、炎
症細胞など間質細胞とがん細胞といった異
なる種類の細胞集団中において他の細胞を
刺激する蛋白および刺激を受けた細胞内の
シグナル伝達物質の分布（隣接指数）を解析
することにより、発がん過程におけるシグナ
ルのクロストークを動的に捉える。本研究に
より、in vitroで明らかにされたシグナル伝
達機構につき、in vivoの発がん過程で実際
的にどのように寄与しているかを関連づけ
る画期的な技術の確立が可能になると考え
られる。 

３．研究の方法 

(1) ラット大腸発がん 
モデル動物の作製：F344雄ラットに大腸

発がん物質の1,2-ジメチルヒドラジンと
大腸炎誘発物質であるデキストラン硫酸
ナトリウムを投与し、実験開始6、10およ
び14週目に動物をエーテル深麻酔下で安
楽殺した後、結腸/直腸を採取した。対照
として無処置動物から同様に試料を採取
し、液体窒素にて凍結した後、-80℃にて
保存した。 

多重蛍光染色：大腸発がん過程における
初期病変および腫瘍性病変の凍結組織をミ
クロトームで薄切し、蛍光色素として、β
カテニンにはFITC、その標的蛋白とされる
Bcl-1にはAlexa-568、細胞核にはDAPIを用
いた。3CCDデジタルカメラを備えた透過型蛍
光顕微鏡でRGBの各画像を記録し、個別の細
胞の認識ならびにRGB各染色像を多層化し
て解析可能なイメージング装置（Developer、
Definiens社）により、正常粘膜および腺腫
/腺がんの細胞核/細胞質におけるβ-カテ
ニンおよび細胞核におけるBcl-1の蛍光輝
度を比較した。 

多重蛍光染色画像のイメージング解析：
RGBに分けて記録した各画像に対し、個別の
細胞の認識およびRGB各染色像を多層化し
て解析可能なイメージング装置を用いて、
各蛋白の細胞内局在解析ならびに細胞毎の



 

 

定量化を行った。即ち、細胞の輪郭染色お
よび核染色を記録した画像を数画素単位の
断片に細切した後、各断片内における画素
間の輝度差、各断片と周囲断片との明暗の
コントラストを始めとする種々の演算手順
の組合せにより個別の細胞を認識した後、
細胞質、核の領域像と各解析対象蛋白の染
色像を多層化して個々の細胞内における蛋
白の局在、蛍光輝度を解析した。これらを
数100～数1000個単位で細胞毎に比較する
ことにより、発がん過程において組織内で
実際に引き起されるシグナル伝達メカニズ
ムを動的に捉えた。 

(2) ラット乳腺発がん 
モデル動物の作製：SD 雌ラットに乳腺発が

ん物質の 7,12-ジメチルベン[a]アントラセ
ンを投与し、12-15 週間飼育した。(1)と同様
に乳腺および乳がん組織を採取、保存した。 

多重蛍光染色：乳がんに対する凍結切片
の作製とERαとObRの染色に用いた蛍光色
素、ならびに画像記録法は(1)と同様であっ
た。ObRにFITC、ERαにはAlexa-568を使用
した。細胞核におけるERαおよび細胞膜に
おけるObRの蛍光輝度を比較した。 

(3) ハムスター膵管発がん 
モデル動物の作製：雌のシリアンハムスタ

ーに膵管発がん物質の N-ニトロソビス(2-オ
キソプロピル)アミンを投与し、6-14 週間飼
育した。イソフルラン麻酔下にて安楽殺した
後、膵臓を採取し、10%中性緩衝ホルマリン
液にて固定後、常法に従いパラフィン包埋切
片を作製し、MUC1/4 に対する免疫組織化学を
行った。 

４．研究成果 

(1) ラット大腸発がん 
イメージング装置を用いた個別の細胞認

識において、βカテニンは転写因子としての
役割のほか、細胞接着因子として上皮系細胞
の細胞膜にも局在するため、細胞の輪郭染色
を兼ねた（図1）。個々の細胞の核と細胞質に
おけるβカテニンの蛍光輝度による定量は、
核および細胞質の領域像と解析対象蛋白の
βカテニンの染色像を多層化し対比するこ
とにより行った（図2）。 
主として細胞質にβカテニンが蓄積して

いる細胞ではBcl-1が高頻度にみられるが、
βカテニンが細胞核に過度に蓄積している
細胞ではBcl-1は検出されなかった。従来の
培養細胞を用いた研究では、大腸発がん過程
においてβカテニンは転写因子として働き、
細胞増殖に関わるBcl-1などの発現を亢進す
るとされ、パラフィン切片を用いた免疫組織
化学でも細胞質あるいは細胞核へのβカテ
ニンの蓄積が発がんに寄与していると理解
されてきた。しかし今回の検索により、βカ

テニンの細胞核への過剰蓄積によりBcl-1の
発現が低下する可能性があることが明らか
になり、負の調節系の存在が示唆された。本
研究により、in vitroで明らかにされたシグ
ナル伝達機構につき、in vivoの発がん過程
で実際的にどのように寄与しているかを関
連づける画期的な技術の確立が可能になる
と考えられた。 

 
図1 FITC標識（βカテニン陽性）領域のうち、核およ

び細胞質の部分を除いた結果、個々の細胞の輪郭が抽出

された。 

 

 
図2 青（核）、水色（細胞質）、赤（細胞膜）で示され

た各領域に対し、黄緑で示されたβカテニンの陽性部位

と対比し、局在と輝度の定量を行った。 

 

(2) ラット乳腺発がん 
 ERαは核に、ObR は細胞膜に局在するため、
イメージング装置を用いた解析において、
RGB の R 比が一定以上高い核をもつ乳がん細
胞を ERα陽性、G比が一定以上高い細胞膜を
もつ細胞をObR陽性と判定した（図3）。また、
各細胞におけるERαの輝度とObRの輝度を比
較した。 
 ERα陽性と判定された乳がん細胞は
77.2％、ObR 陽性細胞は 15.6％であった。ま
た、ObR陽性細胞のうち97.7％はERα陽性で、
ObR の蛍光輝度を-、+、++に区分けした際の
ERαの蛍光輝度は各々36±22、50±22、61±
20 であったことから、ERαの発現と ObR の発
現の間における強い関連性が示唆された。ヒ



 

 

ト乳がん細胞を用いた研究ではERαとObRの
間の双方向のシグナル伝達経路が存在し細
胞増殖に関与することが示されており
（Fusco R ら、2010）、ラット乳腺発がんモデ
ルを用いた今回の実験では、乳腺組織におい
ても同様の事象が存在する可能性を示した。 
 

 
図 3  ERα陽性の核は桃、ERα陰性の核は青、ObR 陽性

の細胞膜は緑の輪郭で示されている。 

 

(3) ハムスター膵管発がん 
過形成および異型過形成における膜型ム

チンの MUC1/4 の発現と細胞増殖ならびに周
囲の炎症細胞浸潤との関連性を解析すべく
検討を開始した。免疫組織化学により、膵管
がんのほか、過形成/異型過形成の 20-60%に
MUC1/4 が過剰発現していることを確認した。 
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