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研究成果の概要（和文）：大腸癌におけるING2発現の生物学的意義を解明し、分子標的治療の開発を目的とする。ING2
の発現は、免疫組織学的解析で、6割の症例で癌組織での発現が強く認められた。cDNAマイクロアレイの結果、ING2高
発現株で、MMP13の発現が上昇していた。またING2高発現細胞で有意に浸潤能が亢進したことから、ING2発現亢進は、M
MP13を介した浸潤転移に関与している可能性が示唆された。直腸癌のING2発現と術前化学放射線治療後の病理学的効果
を解析した結果、ING2発現が弱い症例で、有意に化学放射線療法の奏効率が高く、進行下部直腸癌の術前化学放射線療
法の効果予測に有用である可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：The biological significance of the ING2 gene expression in colon cancer will be cl
arified by in vitro experiments using colon cancer cell lines. The aim of this study is to develop the mol
ecules target treatment in clinical practice. In immunohistochemical analysis of ING2 with 130 colorectal 
cancer, the strong staining was observed in 78 (60%) cases. Overexpression of ING2 induced MMP13 mRNA expr
ession using a colon cancer cell line, HCT116, into which adenoviral ING2 expression vector was transfecte
d, in cDNA microarray analysis. ING2 overexpressed cells acquired the ability of  invasion, leading to sug
gest that enhanced ING2 expression in colorectal cancer might be associated with cellular invasion and met
astasis. Weak expression of ING2 was associated with the effect of preoperative chemoradiotherapy for adva
nced lower rectal cancer. Therefore ING2 could be the useful marker for the effect of preoperative chemora
diotherapy for advanced lower rectal cancer.
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１．研究開始当初の背景 
大腸癌は、近年消化器領域腫瘍の中で罹

患率が欧米並みであり、2012年の大腸癌の

新規罹患者数は約 12万人である。大腸癌に

よる死亡者は、2010年で 4万 8000人であ

り、部位別の死亡者数では男性では、肺が

ん、胃がんに次いで 3位、女性では 1位で

乳がんの死亡者の倍近いと報告されている。

食生活の欧米化に伴って死亡、罹患とも増

えており、2015年にはがん罹患率のトップ

になると予測されている。今後も引続き早

期発見のための検診等の普及を期待される。

同時に進行大腸癌の標準治療においても手

術療法、化学放射線療法は不可欠であるも

のの、癌の転移浸潤に対する奏効率にも頭

打ちの感があり、新たな分子標的遺伝子の

検索とその治療への応用が期待される。 

分子標的遺伝子として期待されうる遺伝

子は、その遺伝子の発現が劇的に癌化によ

り変化しうるものが理想である。また、そ

の変化により多くの癌関連遺伝子やアポト

ーシス関連遺伝子などの発現に直接的ある

いは間接的に影響を与えうるとより効果的

であると考える。近年、クロマチンリモデ

リングに関与する遺伝子は、細胞における

遺伝子発現転写調節をダイナミックにつか

さどるため癌研究の分野において大いに着

目されている。われわれは、クロマチリモ

デリングに関与すると報告された Inhibitor 

of Growth 2 (ING2)遺伝子に着目し、遺伝子

の消化器癌、特に大腸癌での発現解析をす

るとともに、大腸癌培養細胞を用いてこの

遺伝子の転写発現制御機構またその機能に

ついて調べることにより ING2遺伝子の臨

床的意義を明らかにする。さらには、今後

治療の標的分子になりうるかどうか検討す

る。 

INGファミリー遺伝子は、核移行シグナ

ルと PHDドメインを有する共通性からこ

れまで 5種類報告されている。これらはい

ずれも癌抑制遺伝子 p53との関係が示唆さ

れており、細胞周期、アポトーシス、細胞

老化、また DNA修復に関与していると考

えられている。我々は、最近この ING2遺

伝子がp53の下流でp53の活性により ING2

遺伝子の発現が低下し、細胞老化を誘導す

ることを発見した (Kumamoto K et al.、 

Cancer Research. 2008)。また ING2遺伝子は

クロマチンリモデリングに強く関与してい

ることが近年報告されており（Shi X et al.、 

Nature. 2006; Pena PV et al.、 Nature. 2006）、

ING2遺伝子が様々な遺伝子の発現制御に

関わっていると考えている。当初 ING2遺

伝子がクローニングされた際に、大腸癌に

おけるそのメッセンジャーRNAの解析に

おいて、癌組織で正常部に比べて発現が亢

進していることが報告されている（Shimada 

Y et al.、 Cytogenet Cell Genet. 1998）。我々

も予備実験として大腸癌における ING2の

発現を RT-PCRにて調べてみた結果やはり

癌で発現が亢進していることがわかった。

また、癌細胞が ING2を発現していること

を確かめるため In situ hybridization法によ

り ING2が間質細胞ではなく癌細胞に強く

発現していることを確かめている。しかし、

大腸癌において発現が亢進されるメカニズ

ムやその発現が細胞生物学的にどのように

寄与しているのかいまだ不明な点が多い。

これらを明らかにすることにより、癌の特

性を見出し、分子標的遺伝子としての可能

性を展開していきたい。 
 
２．研究の目的 
本研究では、大腸癌臨床検体を用いて大

腸癌における ING2遺伝子の発現解析と大

腸癌培養細胞株を用いて ING2遺伝子の転

写発現制御また大腸癌における臨床学的意

義を解明し、臨床応用可能となりうる分子

標的治療の開発を目的とする。 
 
３．研究の方法 



（1）大腸癌臨床検体における ING2遺伝子

の発現解析：大腸癌臨床検体 100例の癌組

織と正常組織のトータル RNAを抽出し、

ING2遺伝子の mRNAの発現をリアルタイ

ム PCR法を用いて解析する。また、ING2

遺伝子のタンパクの発現を免疫学的組織染

色法にて調べる。 

 

（2）ING2遺伝子の過剰発現により連動す

る遺伝子群の解析：アデノウイルスを用い

た ING2発現ベクターを作製する。大腸癌

培養細胞株の中から、ING2遺伝子の発現

の比較的弱い細胞株を選び、その細胞にウ

イルスを介して ING2遺伝子を過剰発現さ

せ、そのとき連動する遺伝子をマイクロア

レイ法を用いて探索する。 

 

（3）培養細胞株を用いて ING2遺伝子発現

によるフェノタイプの観察：大腸癌培養細

胞株に ING2遺伝子を過剰発現させ、細胞

の表現系もしくは機能に変化がないか調べ

る。 

（4）2003年より当科にて術前化学放射線

治療を施行された進行下部直腸癌 25例の

術前放射線治療前の生検組織について、

ING2、 p53とその関連遺伝子 p21、 Bax、 

MDM2の発現を免疫学的組織染色法にて

調べた。この結果と、化学放射線療法の奏

効率との関係を調べた。 
 
４．研究成果 
（１）大腸癌臨床検体 80例の癌部と正常組

織における ING2mRNAの発現は、正常組

織に比べて癌部で有意に亢進していた

（p<0.001）。 

 そこで、大腸癌臨床検体 130例を対象に

ING2の発現を抗 ING2抗体を用いて、免疫

組織学的染色を施行した。癌細胞の核に強

い染色が認められた（図 1）。正常粘膜細胞

にはほとんど発現が認められなかった（図

1）。78例（60%）の症例で癌細胞での発現

が強く認められた。 

 
（図 1）大腸癌における ING2の発現 

以上の結果から、大腸癌の 6割程度の症

例において、ING2の発現が亢進している

ことが判明した。 

 

（2）大腸癌における ING2発現亢進の生物

学意義について検討した。アデノウイルス

ベクターを用いて、ING2の発現ベクター

を構築した。大腸癌培養細胞株 HCT116に

遺伝子導入し、ING2高発現株を作製した。 

ING2高発現株とMock細胞から total RNA

を抽出し、cDNAマイクロアレイを行った。 

その結果、ING2高発現株でMock細胞に比

べてMMP13の発現が上昇していた。 

今回、大腸癌培養細胞以外に正常細胞の

培養細胞株として 293細胞に ING2を高発

現し、同様に cDNAマイクロアレイ解析を

行った。ING2の発現と連動して発現が 2

倍以上亢進した遺伝子は、LGALS1、 

C19orf30、 GADD45B、 MYL1、 HSPA1A、 

VGF、 CSH1、 DHRS2であった。 

 この結果から、ING2の発現上昇に伴い

癌細胞の浸潤転移と関係しているMMP13

の発現も連動しており、大腸癌における

ING2発現亢進により、MMP13を介した浸

潤転移に関与している可能性が示唆された。 

 

（3）（2）で作成した ING2の高発現細胞株

HCT116（Ad-ING2 HCT116）を用いて、Mock

細胞を対照に細胞増殖と浸潤能の評価を行



った。その結果、Ad-ING2 HCT116は、Mock

細胞と増殖性においては差異は認められな

かった。また、浸潤アッセイで、Ad-ING2 

HCT116の方が、Mock細胞に比べて、有意

に浸潤能が亢進した。このとき、MMP13

の阻害剤を用いたところ、浸潤能は抑制さ

れたことから、ING2発現亢進により、

MMP13を介した浸潤転移に関与している

可能性が示唆された。 

 

（4）進行下部直腸癌の生検組織の各遺伝子

の発現と術前化学放射線治療後の組織の病

理学的効果判定結果との相関を解析した結

果、ING2の発現が弱い症例で、有意に化

学放射線療法の効果が強いことが判明した

(p=0.005)。p53とその関連遺伝子 p21、 Bax、 

MDM2の発現と化学放射線療法の効果の

間に統計学的に有意な相関は認められなっ

た。今回我々は、放射線化学療法の効果予

測に役立つ分子マーカーの検索において、

ING2遺伝子が有用である可能性を見出し

た。ING2の発現が減弱している状態では、

放射線や抗癌剤の感受性があがることが示

唆された。 
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