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研究成果の概要（和文）： 
	 癌による死亡の中で消化器癌の占める割合は最も高く、その遠隔転移を抑制することは極め
て重要である。今回我々は、身分化骨髄球(iMCs)が CCR1 受容体に依存して大腸癌細胞の肝臓へ
の転移に重要な役割を果たすことを示した。さらに、Notch シグナル伝達が大腸癌の悪性化に
重要であり、Aes遺伝子はそれを阻害することも明らかにした。また、JNK が mTORC1 経路の活
性化を介して腫瘍形成を促進することも示すなど、新たな転移制御機構を複数同定することが
できた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
	 Metastasis	 is	 responsible	 for	 most	 cancer	 deaths.	 Here,	 we	 show	 that	 immature	 myeloid	 
cells	 (iMCs)	 promote	 liver	 metastasis	 of	 colon	 cancer	 cells.	 We	 also	 found	 that	 Notch	 
signaling	 stimulates	 colon	 cancer	 metastasis,	 and	 endogenous	 metastasis	 suppressor	 Aes	 
inhibits	 the	 signaling.	 In	 addition,	 we	 demonstrate	 that	 JNK	 stimulates	 tumor	 formation	 
in	 the	 intestine	 by	 activating	 mTORC1	 signaling.	 These	 results	 should	 open	 new	 horizons	 
in	 metastasis	 research	 and	 treatment	 of	 colon	 cancer. 
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１．研究開始当初の背景 
	 我々はこれまでに大腸癌の初期病変であ
る腸ポリープの発症モデルとして ApcΔ716マ
ウスを作出し、腸ポリープの発生・増大機構
の解明に貢献してきた。特に、プロスタグラ
ンジン合成の抑制(Cell	 87:	 803–809,	 1996)
や mTORC1 経路の阻害(PNAS	 105:	 
13544–13549,	 2008)によるポリープ増大の抑

制や、転写因子 CDX2 の発現低下による大腸
ポリープ発生頻度の亢進(Nat.	 Genet.	 35:	 
323–330,	 2003)を示した研究は国際的に高い
評価を得ている。一方で、我々は大腸癌の浸
潤・転移機構の解明にも精力的に取り組んで
きた。中でも、浸潤性大腸癌のモデルとして
作出した Apc/Smad4複合変異マウス(Cell	 
92:	 645–656,	 1998)では、癌細胞が産生する
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ケモカイン CCL9 によりその受容体 CCR1 を発
現する未分化骨髄球(immature	 myeloid	 
cells:iMCs)が浸潤先端部に集簇し癌細胞の
浸潤が促進されることを明らかにした研究
は国内外の注目を集めており(図 1:	 Nat.	 
Genet.	 39:	 467	 –475,	 2007)、乳癌等でも類
似の報告が相次いでいる(Cancer	 Cell,	 
2008)。	 
	 
２．研究の目的	 
	 癌による死亡の中で消化器癌の占める割
合は最も高く、その遠隔転移を抑制すること
が重要課題となっている。本研究では、我々
がこれまでにマウスモデルを駆使して得た
知見(前述)を更に発展させることで大腸癌
の転移を抑制するための新たな治療標的を
見出すことを目標とし、以下の研究を推進す
る。	 
	 
1.	 大腸癌細胞の転移を水先案内する未
分化骨髄球の研究	 
2.	 癌細胞の転移を制御する Aes と Notch
シグナルの機構解明	 
3.	 大腸癌の転移における、発癌初期シグ
ナルや分子の評価	 

	 
３．研究の方法	 
1.未分化骨髄球(immature	 myeloid	 cells	 :	 
iMCs、図１)による転移促進機構の解析	 

A)	 大腸癌浸潤の水先案内をする iMCs の本体
およびその転移促進機構をマウスモデルを
用いて解明する。	 
B)ヒト大腸癌の転移におけるiMCの役割を明
らかにする。	 
2.	 Aes/Notch による転移制御機構の解明	 
A)	 Aesの浸潤・転移抑制機能を、腸腫瘍モデ
ルマウスを用いて個体レベルで検討する。	 
B)	 大腸癌以外の癌の転移における Aesの役
割を検討する。	 
C)	 Aesの発現抑制機構を解析し、Aesの発現
低下とヒト大腸癌患者の予後の相関を検討
する。	 
3.	 大腸癌進展の早期で重要なシグナル
経路や分子が癌の転移の増大に果たす役

割の解明	 
(A)	 Wnt シグナル経路による mTORC1 活性化の
機序を解明する。また、転移巣拡大に対する
Rapamycin 誘導体 RAD001 の影響を調べる。	 
(B)大腸癌転移巣における CDX2、p27 の発現
と染色体不安定性の指標である分裂後期染
色体異常像の頻度(Anaphase	 bridge	 index:	 
ABI)	 との相関について解析する。	 
	 
４．研究成果	 
本研究の特色は、我々が独自に見出した新
たな知見に基づいてこれまでに報告のない
転移制御機構を解明しようとしている点に
ある。また、本研究では臨床病状を技術的に
可能な限り正確に反映したマウスモデルを
用いることで転移の治療に直結しうる研究
計画を立てている点も大きな特色の一つで
ある。本研究によって従来の視点では見出せ
なかった新たな転移制御機構が複数同定さ
れ、消化器癌の転移を抑制するための治療戦
略を提示することができた。本課題の研究成
果を、上記１から３までの課題別に列記する。	 
	 
１．未分化骨髄球(iMCs)による転移促進機
構の解析	 
A)	 大腸癌浸潤の水先案内をする iMCs の本体
およびその転移促進機構をマウスモデルを
用いて解明する。	 
	 我々は最近、前述のiMCsが大腸癌の浸潤の
みならずその転移をも促進することを見出
した。Apc/Smad4複合変異マウスの腸癌細胞
と同様にCCL9を高発現するマウス大腸癌細
胞株を同系マウスの脾臓に移植し肝播種を
生じさせたところ、癌細胞の周囲に多数の
iMCsが集簇して転移増殖すること、癌細胞の
CCL9発現や宿主側のCCL9受容体(CCR1)の発
現を抑制するとiMCsの集簇が阻害され、転移
巣の拡大も顕著に抑制されることが分かっ
た。	 
	 そこで、CCR1を指標にしたiMCsの本体解明
を試みた。CCR1を用いたFACSでの選取のため
に複数の市販CCR1抗体を調べたが、組織染色
に使えてもFACSでは使用できなかった。更に
論文で報告のある抗体を著者から分与して
もらい選取を試みたが、使用に堪えるもので
はないことが判明した。従って直接CCR1抗体
で選取する方法から戦術転換し、CCR1プロモ
ーターによって蛍光タンパクVenusの発現を
行うレポーターマウスを作出した。このマウ
スの肝臓に大腸がん細胞の転移巣を形成させ
たところ、転移巣周囲にVenus陽性細胞が集積
することが確認できた。転移巣を構成する骨
髄球系の細胞は4つの集団;	 顆粒球、単球、
好酸球およびFibrocytesに分類でき、	 顆粒球
の一部がCCR1を発現していることも分かった。
さらに、CCR1陽性細胞を含む顆粒球細胞が播
種1日後で最も早く集積し、その後	 、残りの
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細胞集団が増加することも分かった。CCR1欠
損マウスでは、顆粒球細胞の集積が野生型マ
ウスと比べ減少していたことから、	 CCR1陽性
細胞を含む顆粒球細胞が転移巣の形成に重要
な役割を果たしていると考えられた。	 
B)ヒト大腸癌の転移におけるiMCの役割を明
らかにする	 
	 マウス大腸癌細胞の同種移植とヒト大腸
癌細胞のヌードマウスへの移植で評価した。
癌細胞をマウスの脾臓へ注入して肝臓へ播
種させると、癌細胞の転移増殖に先立って大
量のiMCsの集簇が見られた。この転移増殖に
はCCR1受容体が必須であり、宿主マウスに
CCR1ノックアウトマウスを用いるとiMCsの
集簇は起こらず、転移増殖も起きない。一方、
MMP9やMMP2のノックアウトマウスを宿主に
用いるとiMCsが集簇するにも拘らず転移増
殖は起きず、これらプロテアーゼの関与を証
明している。更に、CCR1阻害薬であるBL5923
を宿主に投与すると肝臓での転移増殖が効
果的に抑制され、大腸癌の転移予防と治療へ
の可能性を示唆した。今後の臨床開発が期待
される。さらに、ヒト大腸癌の解析から、我々
はマウスCCL9のヒトの機能ホモログがCCL15
である事を確立した。	 
	 以上の結果は2010年のPNAS誌に掲載した。
この結果は主要全国紙にも取り上げられた。	 

2.	 Aes/Notch による転移制御機構の解明	 
	 A)	 Aesの浸潤・転移抑制機能を、腸腫瘍モ
デルマウスを用いて個体レベルで検討する。	 
	 我々は、Apc変異マウスの腸上皮特異的に
Aesノックアウトを導入すると、Notchシグナ
ルが活性化され、その結果、腸腺腫の局所浸
潤や血管内侵入が誘発されることを示した
（図２）。この成果を2011年のCancer	 Cell
誌に発表した反響は大きく、Science誌の論
説でも紹介され、また、Faculty	 of	 1,000に
も選定された。また、Apc/Smad4複合変異マ
ウスと腸上皮特異的Aesノックアウトマウス
との交配を行ったところ、局所浸潤の深逹度
がより深くなっていたことから、iMCsが促す
局所浸潤がNotchシグナル活性化によって更
に促進されることが分かった。	 
	 B)	 大腸癌以外の癌の転移におけるAesの
役割を検討する。	 
	 転移能の異なる三種の前立腺癌細胞株で
のAesの発現を調べたところ、転移能とAesの
発現には逆相関が見られ、大腸癌のみならず

前立腺癌においてもAesが悪性化進展を抑制
している可能性が示唆された。	 
C)	 Aesの発現抑制機構を解析し、Aesの発現
低下とヒト大腸癌患者の予後の相関を検討
する。	 
	 ヒト大腸癌原発巣におけるAesタンパクの
発現の有無を免疫組織染色によって調べ、
種々の病理学的因子との相関を検討した結
果、Aesタンパクの発現低下と血管内侵入、
遠隔転移、悪性度と有意に相関することが分
かった。このAes発現低下の機序を検討する
ために、まず培養大腸癌細胞におけるAesの
コード領域のゲノムDNA配列を解析したが、
突然変異は見出されなかった。このことから
大腸癌でAesの発現が低下するのは変異以外
のエピジェネティックな機序によることが
示唆されたが、ヒストン脱アセチル化阻害剤
処理を行なった培養大腸癌細胞において、
Aes	 mRNAの発現低下を認めた。タンパク合成
阻害剤であるシクロヘキシミドはこの減少
に影響を及ぼさないので、タンパクの新規合
成を介さないAes発現制御様式が示唆された。
この結果はヒストンアセチル化・脱アセチル
化によるAes発現制御機序の存在を示唆して
おり興味深い。	 
	 
3.	 大腸癌進展の早期で重要なシグナル
経路や分子が癌の転移の増大に果たす役
割の解明	 
(A)	 Wnt シグナル経路による mTORC1 活性化の
機序を解明する。また、転移巣拡大に対する
Rapamycin 誘導体 RAD001 の影響を調べる。	 
	 マウス大腸癌細胞株を用いた肝転移巣に
おけるmTORC1経路の活性化状態を検討した
ところ、転移巣を形成する癌細胞の一部で
mTORC1経路の活性化が確認できた。そのため
mTORC1阻害薬を用いて転移巣の形成に対す
る影響を検討したが、プラセボ投与群と比較
して有意な効果が認められなかった。初期の
腸管腫瘍（原発巣）形成にはmTORC1経路の活
性化が必要である事を既に見出しているが、
今回用いた肝転移巣におけるmTORC1経路は
原発巣と異なる役割を果たしていると推測
される。	 
	 さらに我々は、原発巣において、JNK	 (c-Jun	 
N-terminal	 Kinase)が直接mTORC1の構成成分
の一つであるRaptorをリン酸化しmTORC1を
活性化させることを発見した。腸内細菌や炎
症、腸管のぜん動運動に伴うストレスにより

図２、Aes は Notch シグナルを阻害することで大腸癌の転移を抑制する	 

by the stromal cells (Figure 8, left). Once cancer cells lose its
expression, derepressed Notch signaling can stimulate their
local invasion (Figure 8, center), enhancing intravasation to
promote metastasis (Figure 8, right). Because numerous com-
pounds and biologicals have been evaluated as Notch signaling
inhibitors, it is possible that some of such agents prove clinically
efficacious in the treatment and prevention of cancermetastasis.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Animals
Balb/c, C57BL/6, and nudemice were purchased from CLEA (Japan). ApcD716

and TgvCreERT2 mice have been described previously (Oshima et al., 1995;

el Marjou et al., 2004). TgaFlpemice were obtained from the Jackson Labora-

tory. All animal experiments were conducted according to the protocol

approved by the Animal Care and Use Committee of Kyoto University.

Microarray Analysis
RNA samples were prepared from Colon26 cells in primary tumors and their

liver metastases using TRI reagent (SIGMA). Gene expression profiles were

analyzed using 3D-Gene Mouse Oligo Chip 24k (TORAY).

Clinical Samples
Cancer tissues had been resected from patients who had undergone opera-

tions with informed consents, with the protocol approved by the Ethics

Committee of Kyoto University or Kitano Hospital. Tumors were fixed by

formalin and embedded in paraffin wax.

Conditional Knockout of Aes Allele
As shown in Figure 7A, we constructed a targeting vector where the PGK-Neo

cassette sandwiched with FRT sequences was inserted into intron 1 immedi-

ately 50 to exon 2 of Aes, followed by addition of loxP sequences sandwiching

the insert and exon 2. The vector was constructed using the recombineering

technology (Liu et al., 2003). A BAC clone bMQ-222K13 containing whole

Aes gene of 129 strain was obtained from Geneservice (UK). A 13 kb DNA

fragment spanning from 8 kb upstream of exon 1 to 2 kb downstream of

exon 2 was retrieved from the BAC, and subcloned into pMCS-DTA vector

to construct ‘‘pMCS-DTA-Aes’’ using SW102 strain of Escherichia coli.

A PGK-Neo cassette sandwiched with two loxP sequences was excised

from PL452 plasmid and inserted at downstream of exon 2 in pMCS-DTA-

Aes to construct ‘‘pMCS-DTA-loxNeo-Aes.’’ After induction of Cre recombi-

nase by arabinose in SW106 strain of E.coli, the pMCS-DTA-loxNeo-Aes

was introduced into the SW106. Upon Cre-mediated excision of the PGK-Neo

cassette, one loxP sequence was left at downstream of exon 2, creating

‘‘pMCS-DTA-lox-Aes.’’ Then a PGK-Neo cassette sandwiched with two FRT

(C–E) Histopathology of the small intestine at 17 weeks of age (H & E). In the control (Apc), adenoma cells remained above themuscularis mucosae (dotted line; C).

In the Apc/Aes compound mutant mice, tumor cells invaded the muscularis mucosae and muscularis propria (MP), reaching the serosa (Se) (arrowheads in

D and E). Scale bars, 100 mm.

(F) Quantification of the depth of tumor invasion in the small intestine at 17weeks of age. Note that the tumor cells in the compoundmutants (Apc/Aes; red) but not

controls (Apc; gray) deeply invaded into the submucosa (Sm). Mu, mucosa. MP, muscularis propria. Se, serosa. Arrowhead, pseudoinvasion (herniation) in Apc

control. n = 5 for each group.

(G) Tumor intravasation in the Apc/Aesmice. Left, An H&E staining suggested tumor cells (arrow) inside a blood vessel (BV; also indicated by arrowhead) near the

muscularis mucosae (dotted line). This interpretation was verified by immunofluorescence in the adjoining sections for epithelial marker cytokeratin (green; arrow),

and vessel marker CD31 (red; center) as well as blood vessel marker VE-cadherin (right). MP, muscularis propria. Scale bars, 50 mm.

(H–L) Expression of Dll4 ligand on stromal cells analyzed by immunostaining of serial sections. Epithelial cells express cytokeratin (green), whereas smooth

muscle cells (MP; muscularis propria) express a-smooth muscle actin (a-SMA in red; H). Boxed area in (H) is enlarged in (I), whose serial sections are (J), (K),

and (L). Blood vessels (stained for VE-cadherin in red; J), macrophages (F4/80 in red; K), and smooth muscle (a-SMA in red; L) expressed Dll4 (green) merging

as yellow (arrowheads) around the local invasion of tumor epithelium. Scale bar, 100 mm.

(M) Immunofluorescence of Dll4 (green) and a-SMA (red) in the invading tumor of the Apc/Aes mutant (Inv). Note that smooth muscle cells in the muscularis

mucosae (arrows) as well as the muscularis propria (MP) expressed Dll4 ligand. Scale bar, 50 mm.

(N) Expression levels of Hes1 mRNA in the mouse small intestine determined by Q-RT-PCR. N, normal mucosa. T, tumor. Error bars indicate SD (n = 5).

(O) Effects of Compound E on depth of tumor invasion. Apc/Aesmice were treated with (black bars) or without (gray bars) Compound E for 10 weeks. Error bars

indicate SD (n = 5 for each group).

(P) Size distribution of tumors in the small intestine at 17 weeks of age. Control Apc is shown in gray, whereas Apc/Aes is indicated in red. Error bars indicate SD

(n = 5).

See also Figure S7.

Figure 8. A Schematic Representation of Aes as a Notch Signaling Inhibitor, Hence a Metastasis Suppressor
When Notch receptor on a cancer cell is bound by Dll4 (D4) or Jagged1 (J1) ligand on adjoining macrophages (Mf), smooth muscle cells (SMC), or endothelial

cells (EC), Notch intracellular domain (NICD) is released by g-secretase (GS) cleavage. We propose that Aes relocates to nuclear foci with TLE1, Rbpj, NICD,

Maml1, and HDAC3, to repress transcription (left). Once Aes is lost in a cancer cell, the transcription is derepressed, stimulating its local invasion and intravasation

into the blood vessel (BV, center). In addition, Notch signaling is likely to promote extravasation of the cancer cell at the target organ, enhancing its metastasis

(right). GSIs, GS inhibitors.

Cancer Cell

Metastasis Suppressor Aes Inhibits Notch Signaling

Cancer Cell 19, 125–137, January 18, 2011 ª2011 Elsevier Inc. 135



JNKが活性化し、その結果mTORC1経路を刺激
していると考えられる。またこのJNK/mTORC1
経路の活性化は、腫瘍形成に関わるサイクリ
ン等のタンパク発現を調節し、ポリープの拡
大に寄与していた。この研究成果は高く評価
され、Gastroenterology誌の表紙を飾った
（Fujishita	 et	 al.	 Gastroenterology	 2011）。	 
	 
(B)	 CDX2による大腸癌細胞の生存抑制機構の
解析	 
	 我々はまず、大腸癌抑制遺伝子 CDX2 が、
大腸癌細胞の増殖と生存を抑制することを
見出した。CDX2 は細胞周期抑制因子 p27 蛋白
質を安定化することにより細胞周期の G1 期
から S 期への以降を抑制した	 (Aoki	 et	 al.	 
Cancer	 Res	 2011)。ヒト大腸癌組織において
も CDX2 と p27 タンパク質の発現量には、正
の相関があることが分かった。また、CDX2 は
転写に依存しない機能を介して大腸癌細胞
の細胞周期や生存を抑制することが分かっ
た。そこで、CDX2 に結合する因子を質量分析
法により解析した。その結果、オートファジ
ー必須酵素の ATG7 に CDX2 が相互作用するこ
とを見出した。近年、オートファジーは癌細
胞の生存に需要な役割を担うことが分かっ
てきており、大変興味深い。	 
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