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研究成果の概要（和文）：ApcΔ716/+マウスおよびTMEPAI KO/ApcΔ716/+マウスより小腸腺腫を採取し、RNAseq
を行った結果、発現誘導に変動のある遺伝子が得られたため、特に発現量に変動のあった遺伝子について検討し
ている。また、ApcΔ716/+マウスおよびTMEPAI KO/ApcΔ716/+マウスより小腸オルガノイドを樹立し、増殖能に
ついて検討すると、TMEPAI KO/ApcΔ716/+マウス由来オルガノイドの膨張率が抑制された。現在、各オルガノイ
ドに候補遺伝子を高発現させたオルガノイドを樹立し、腫瘍形成能への影響を検討している。

研究成果の概要（英文）：We tried RNA sequencing using total RNAs from intestinal epithelial cells 
between ApcΔ716/+ and TmepaiKO/ApcΔ716/+ mice. We could observe about 30 genes whose expressions 
were different between ApcΔ716/+ and TmepaiKO/ApcΔ716/+ mice. At present, We are trying to examine
 if these genes are involved in loss of tumorigenicity in intestines from TmepaiKO/ApcΔ716/+ mice. 
In addition, We established small intestinal organoids from ApcΔ716/+ and TMEPAI KO/ApcΔ716/+ mice
 and examined their proliferative ability, and found that the expansion rate of organoids from 
TMEPAI KO/ApcΔ716/+ mice was suppressed. Currently, We are establishing organoids with high 
expression of candidate genes in each organoid and examining the effect on tumorigenic potential.

研究分野：分子細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
TMEPAI KO/ApcΔ716/+マウスにおいて、ApcΔ716/+マウスに比較して消化管腺腫形成が著しく抑制される結果が
得られている。APC遺伝子は家族性大腸腺腫症 (FAP) の原因遺伝子として単離され、また、APC遺伝子の変異は
大腸がんにおいても高頻度に検出されている。さらに、TMEPAIは大腸がんや様々ながんで発現が上昇しているこ
とも報告されていることから、TMEPAI遺伝子欠損による消化管腺腫抑制メカニズムを明らかにすることで、新規
の消化管腫瘍治療法や抗がん剤開発につながると考えている。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
 TGF-によって誘導される TMEPAI は、Smad2/3 との結合を TGF- I 型受容体と競合阻害
することで、TGF-シグナルをネガティブフィードバック機構により抑制する。TMEPAI 遺伝
子を欠損させた TMEPAI KO マウスと Wnt シグナルが恒常的に活性化された ApcΔ716/+マウス
を交配した TMEPAI KO/ApcΔ716/+マウスにおいて、ApcΔ716/+マウスに比較して腺腫形成が著し
く抑制される結果を得ていたが、そのメカニズムは不明であったことから、このメカニズムを明
らかにするために、ApcΔ716/+マウスおよび TMEPAI KO/Apc716/+マウスより小腸腺腫を採取し、
それぞれの組織から RNA を抽出し、DNA マイクロアレイ法により遺伝子発現を網羅的に解析
し、発現に変動のあった遺伝子が得られ、中でも特に発現に変動のあった遺伝子について検討を
行っていた。
 
２．研究の目的 
 

TMEPAI KO/ApcΔ716/+マウスにおいて、ApcΔ716/+マウスに比較して腺腫形成が著しく抑制され
る結果を得ていたが、そのメカニズムは不明であったことから、メカニズムを明らかにすること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
オルガノイド研究  
1. タモキシフェン (TM) 処理によりApc遺伝子欠損が起こるApcflox/flox/Villin-CreERマウスお
よび TMEPAI KO/Apcflox/flox/Villin-CreERマウスから腸オルガノイドを作出し、DNAマイクロ
アレイによって得られた候補遺伝子を高発現または発現抑制し、腸オルガノイドのがん化過程
の変化を検討をする。 
2. 1)の実験から、候補遺伝子ががん化に関与していることが明らかとなれば、①候補遺伝子 KO
マウスを作出して TMEPAI KO/ApcΔ716/+マウスと交配、②候補遺伝子んほ腸特異的発現トラン
スジェニックマウスを作出し TMEPAI KO/ApcΔ716/+マウスと交配させ、腫瘍数が増大するか検
討する。 
 
４．研究成果 
 
 DNA マイクロアレイで得られた候補遺伝子について、各マウスの小腸粘膜や腺腫を採取し
RNAを抽出し qPCRを行った結果、候補遺伝子が得られた。加えて、これら候補遺伝子以外に
も炎症との関係にも着目し、炎症に関連した遺伝子の発現変動についても検討した結果、ApcΔ
716/+マウスの腺腫組織に比較して TMEPAI KO/ApcΔ716/+マウスの腺腫組織において発現量が減
少する遺伝子が得られた。しかしながら、これらの遺伝子の発現変動はばらつきが多く、腺腫の
悪性度に依存した結果を見ている可能性があると考え、DNAマイクロアレイで使用した腺腫組
織(16 週齢)よりも早い週齢のマウス腸粘膜(10 週齢)を用いて、RNAseq を行い、ApcΔ716/+マウ
スに比較して TMEPAIKO/ApcΔ716/+マウスにおいて発現に変動のある遺伝子について検討し、
候補遺伝子が得られたため、RNAseq の結果をもとに qPCR を行うなど検討したが、結果にば
らつきが多かった。再度、、ApcΔ716/+マウスおよび TMEPAI KO/ApcΔ716/+マウスの小腸陰窩の
みを用いて RNAseqを行い、新たな候補遺伝子が 50種類ほど得られた。これら候補遺伝子
について実際に発現量に変動があるかを検討するために qPCR を行った。その結果、得ら
れた候補遺伝子のうち、特に ApcΔ716/+マウスと TMEPAI KO/ApcΔ716/+マウス間で発現量に
差のあった遺伝子について検討するためにウイルスベクターを作製した。また、
Apcflox/flox/Villin-CreERマウスおよび TMEPAI KO/Apcflox/flox/Villin-CreERマウスから腸オルガ
ノイドを樹立し、膨張度について検討したところ、Apcflox/flox/Villin-CreERマウス由来小腸オル
ガノイドに比較して、TMEPAI KO/Apcflox/flox/Villin-CreERマウス由来小腸オルガノイドの膨張
率が抑制される結果を得た。現在、各小腸オルガノイドに候補遺伝子を高発現させて膨張率への
影響を検討するために準備を行っている。 
今回、サンプルを取り直して RNAseq を再検討することになったため、予定よりも研究が進
まなかった。また、オルガノイドにウイルスを感染させる方法の樹立にも時間を要してしまった。
しかしながら、現在はオルガノイドへのウイルス感染方法も確立でき、RNAseqの結果、候補遺
伝子も絞られ、また、Apcflox/flox/Villin-CreER マウス由来腸オルガノイドと TMEPAI 
KO/Apcflox/flox/Villin-CreERマウス由来腸オルガノイドの膨張度の比較方法も確立できたことか
ら、今後、TMEPAI KO/Apcflox/flox/Villin-CreERマウス由来小腸オルガノイドに候補遺伝子を高
発現させることによって、小腸オルガノイドの膨張率が促進するような結果が得られれば、2の
研究方法に記載したように、候補遺伝子 KOマウスを作出して TMEPAI KO/ApcΔ716/+マウスと



交配し、TMEPAI KO/ApcΔ716/+マウスではほとんど認められなかった腫瘍数が増大するかを検討
するなどの実験を試みることで、TMEPAI によるがん化進展への関与を明らかにできれば、メ
カニズム解明へとつながると考えている。 
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