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研究成果の概要（和文）：大腸がんによる死亡の大半は他臓器への転移によることから新機軸の予防・治療法の
開発が待たれている。本研究では、大腸がんを自然発症し約20%の低頻度だが肝臓に自然転移する遺伝子改変マ
ウスと、このマウスにPiggyBacトランスポゾンを導入した肝転移の頻度が約2倍に上昇するマウスモデルの開発
に成功した。これらのマウスモデルの解析により転移に関与する遺伝子やシグナル伝達経路の同定することがで
きた。

研究成果の概要（英文）：Since the majority of deaths from colorectal cancer are caused by metastasis
 to other organs, the development of novel prevention and treatment is required. In this study, we 
succeeded in developing a genetically engineered mouse model in which colorectal cancer develops and
 metastasizes spontaneously to the liver at a low frequency of approximately 20%, and a mouse model 
in which the frequency of liver metastasis increases approximately twofold by introducing  PiggyBac 
transposon into this mouse model. By analyzing these mouse models, metastasis related genes and 
signaling pathways were identified.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： 大腸がん　浸潤・転移　マウスモデル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は大腸がんの発症から浸潤・転移といった大腸がんの悪性化に必要な遺伝子を、大腸がんを自然発症し遠
隔臓器へ転移するモデルを開発することで、生体レベルで明らかにした。さらに遺伝子変異外にも転移で活性化
するシグナル経路について同定できたことから、本研究成果はこれまで困難とれてきた転移能を獲得した大腸が
んに対して新たな治療方法の開発に寄与するものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 本邦において大腸がんは罹患数が最も多いがん種であり、死亡数も第二位である。早期発見や
外科的切除技術の発達により遠隔転移のない大腸がんの予後は比較的良好である。一方、転移能
を獲得した大腸がんは治療困難となる症例が多く、大腸がんによる死因の約 9割が浸潤・転移に
よるものであることから、新機軸の治療薬開発が求められている。 
 臨床検体を用いた網羅的なゲノム変異解析や遺伝子発現解析などが精力的に行われおり、大
腸がんのおよそ90%はWnt経路活性化やp53の変異など僅か数個の遺伝子変異だけで転移能を獲
得していることが示唆された（引用文献①）。このことは大腸がんは、変異に基づいた治療標的
となる分子やシグナル経路が限られていることを示唆している。 
 これまでに大腸がん転移研究が基礎・臨床を合わせ様々なレベルで行われ、治療標的となる転
移ドライバーの候補遺伝子・シグナル経路が多数報告されてきたが、転移性大腸がんの画期的な
治療薬の開発にはつながっていない。これらの研究の殆どは大腸がん細胞株を用いた移植実験
によるもので、がんの発生から浸潤までの過程や免疫応答の関与を排除したモデルであること
から、実際の大腸がんをどこまで反映しているのかは不明である。 
一方、遺伝子改変により、自然に大腸がんを発生し転移するモデルマウスが殆ど存在しないた

め、生体レベルで大腸がんの発生から浸潤・転移という一連のプロセスを解析し、治療標的を探
索することは依然として困難であった。 
 
２．研究の目的 
大腸がんを自然に発症し遠隔臓器へ転移するマウスモデルを作成するため、ヒト大腸がんで

高頻度に変異が認められる Ctnnb1 活性化変異(=Wnt 経路活性化変異)、Kras 活性化変異、Trp53
不活化変異および Smad4 不活化変異を併せ持つマウス（CKPS マウス）を作出した。このマウス
は腸に浸潤性の腺がんを発症し、およそ 20%の個体で肝臓への転移が認められた。このマウスモ
デルを用いて RNA-seq によるトランスクリプトーム解析や質量分析装置によるプロテオーム解
析により、生体レベルでの大腸がんの転移関連分子の同定を試みているが、現在の解析手法では
組織を構成する細胞集団の比率に影響を受け、さらに発現量の多い分子が優先的に検出される
ため、発現量が少なくても転移に必要な分子が検出されない可能性も懸念されている。またこの
マウスモデルの肝転移の頻度は 20%程度であることから、転移には 4つの遺伝子変異以外に更な
る要因が必要であることが示唆された。 
本研究課題では、CKPS マウスの解析に加え、トランスポゾンを利用した機能的スクリーニン

グを実施することで個体レベルでの転移促進または抑制する遺伝子の探索を行い、大腸がんの
転移メカニズムの解明と、転移性大腸がんの新たな治療標的の同定を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)大腸がん自然転移マウスモデルの作成 
CKPS マウスは Ctnnb1flox(ex3)(Ctnnb1 活性化変異)、 KrasLSL-G12D(Kras 活性化変異)、

Trp53flox/flox(p53 不活化変異)、Smad4flox/flox(Smad4 不活化変異)及び Villin-CreERT2(腸管上皮特異
的に Cre-ERT2 を発現する)マウスをそれぞれ交配し、作成した。同時に CKP、CKS 及び CPS マウ
スも作成し、転移について評価した。 
 
(2)PiggyBac トランスポゾンマウスの作成  

CKPS マウスに ATP1-S2(PiggyBac トランスポゾン)マウス、
さらに TSPB（PiggyBac トランスポゼース）マウスを交配する
ことにより、大腸がんマウスのゲノムに PiggyBac トランスポ
ゾンを導入した(CKPSAT マウス)。PigyBac トランスポゾンには
挿入された遺伝子の部位や方向により、近傍の遺伝子の発現を
上昇(CAG プロモーター)または抑制させる配列（polyA）が含
まれている(図 1、引用文献②)。この CKPSAT マウスの腫瘍形
成数及び転移について評価した。 
 
(3)トランスポゾン挿入部位の同定 
CKPSAT マウスの腸管原発巣、肝転移巣及び正常部組織におけるトランスポゾン挿入部位につ

いて、splinkerette PCR を応用した semiquantitative transposon insertion site sequencing 
(QiSeq)プロトコール(引用文献③) を参考に、次世代シーケンサーを用いてトランスポゾン共
通挿入部位 CISs（Common Integration Sites）を同定する。 
 
(4)候補遺伝子の検証 
同定された遺伝子について、The Cancer Genome Atlas(TCGA)などの大腸がん(COAD や READ)デ
ータベースをもとに臨床での発現と予後との相関を踏まえた上で、候補遺伝子の絞り込みを行

図 1.PiggyBac トランスポゾン 
システムの概略図 



う。CKPS マウスから樹立した大腸がん細胞(CKPS 細胞)に siRNA による候補遺伝子のノックダウ
ンを行い、細部増殖に対する影響を評価する。転移形成能を評価するため候補遺伝子の CRISPR-
Cas9 によるノックアウトまたは発現ベクターによる過剰発現を行い、作成した細胞をマウス脾
臓へ移植し、肝臓への転移巣形成数を評価する。 
 
４．研究成果 
(1)CKP 及び CKPS マウスは転移性大腸がんを発症する。 
CKPS 及び CKP、CKS、CPS マウスを作成し大腸がんの発症及び転移の頻度を検証した。CKP 以外

のマウスは浸潤性の腺がんを 100%の個体で発症した（図 2A-D）。CKPS マウスはおよそ 20%の個体
で肝臓への転移が認められたが、CKS や CPS では転移は認められなかった（図 2A）。一方、CKP は
浸潤性の腺がんを発症する個体は 30 ％程度であったが、3%と低い頻度であるが肝臓へ転移する
個体が観察された（図 2A）。これらの結果から、大腸がんの転移には Ctnnb1 や Apc など WNT 経
路の活性化変異、Krasの活性化変異及びp53の不活性が少なくとも必要であることが示された。
またこの CKPS マウスの転移メカニズムについてはがん幹細胞が関与することを報告した（引用
文献④） 

 
(2)PiggyBac トランスポゾンマウスは肝転移の頻度が
上昇した。 
CKPSAT マウスは CKPS マウスと同様 100％の個体で

浸潤性の腺がんを発症した。CKPS マウスと比較してこ
の CKPSAT マウスの腫瘍発生数も増加傾向が認められ
（図 3）、生存期間も短縮しているが（生存期間中央値 
CKPS:148 日, CKPSAT:114 日）、肝転移の頻度はおよそ
46%へ上昇した(14/30 匹)。これらの結果からトランポ
ゾンが肝転移を促進させる遺伝子に影響している可能
性が示唆された。 
 

 
(3)トランスポゾン挿入部位の同定 
4 匹の CKPSAT マウスの腸腫瘍原発巣及び肝転移巣とそれぞれ

の正常組織を採取し、トランスポゾン挿入部位を QiSeq プロトコ
ールにより同定した。1匹の CKPSAT マウスについてはトランポゾ
ンの移動は認めらなかったが、残りのマウスではトランスポゾン
が移動した近傍の遺伝子が多数同定された(表 1)。3 匹のマウス
の採取した肝転移巣において、高頻度に同定された 4つの遺伝子
について検証を行った。 
 

 
(4)候補遺伝子の検証 
① 遺伝子 A のノックアウトは大腸がんの転移
を抑制する。 

受容体型チロシンキナーゼである遺伝子 Aに
対してトランスポゾンが発現を上昇させる部位
に挿入されている。この遺伝子 A の発現が高い
大腸がん細胞は高い転移能を有することが既に
報告されている。この遺伝子AについてCRISPR-
Cas9 によるノックアウト（KO）細胞を樹立し、
移植モデルにおける肝転移巣形成能を評価し
た。1x104の細胞をそれぞれ移植したところ、遺
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C D 

図 2.CKPS マウスは腸
がんを自然発症し、
一部の個体で肝転移
する 
(A) 各遺伝子変異マ
ウスの腸管腫瘍発生
頻度。 
(B) CKPS マウスに発
生した大腸がんと肝
転移巣。 
(C & D) CKPS マウス
の大腸がん(C)と肝転
移巣(D)の HE 染色像 
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図 3.CKPSAT マウスは肝転移の頻度が上
昇した (A)腸管腫瘍発生頻度 (B) 
CKPSAT 及び CKPS マウスの腫瘍発生数 
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図 4.遺伝子 Aは肝転移を制御する 
遺伝子 A-KO 細胞及びコントロール細胞の肝
転移実体写真(A)と 転移巣形成数(B) 



伝子 A をノックアウトした CKPS 細胞の肝転移巣の数は対照群と比較して、有意に低下した(図
4)。これらの結果は遺伝子 Aが転移に関わることが確認されたこと、そしてこのスクリーニング
が機能していることを示している。  
 

② 遺伝子 Bは大腸がん細胞の増殖を制御する。 
残る 3 つの遺伝子 B(トランスポゾン：発現上昇)、C(発現抑

制)、D(発現抑制)については転移との関係を示す報告がこれま
でに殆どなかったことから、siRNA によるノックダウンを実施
し、大腸がん細胞の増殖に対する影響を評価した。siRNA により
B 及び B のホモログ(BH)をノックダウンしたところそれぞれ増
殖抑制が認められ、同時にノックダウンしたところ更なる抑制
効果が認められた（図 5）。一方、遺伝子 C 及び Dをノックダウ
ンしたところ、増殖に対する影響は確認できなかった。  
 

③ 遺伝子 Bは大腸がん転移を制御する。 
翻訳制御分子である遺伝子 B に対して CRISPR-

Cas9によるノックアウトもしくはshRNAによるノ
ックダウンを試みたが、増殖を強く抑制すること
から、どちらの細胞も作成することはできなかっ
た。そのため遺伝子 Bを過剰発現させた CKPS 細胞
を作成し、肝転移が促進する可能性を検証した。
1x103の細胞をそれぞれ移植したところ、過剰発現
細胞で転移巣形成数が増加した。これらの結果か
ら遺伝子 B は大腸がんの増殖・生存や転移を調節
していることが示された。 
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図 6.遺伝子 Bは肝転移を制御する 
遺伝子 B 過剰発現細胞及びコントロール細
胞の肝転移実体写真(A)と 転移巣形成数(B) 

図 5.遺伝子 Bのノックダウ
ンは細胞増殖を抑制する 
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