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研究成果の概要（和文）：消化器がんの死亡原因となる悪性化、転移のメカニズムを解析するた

めに、マウスの腫瘍形成モデルを用いた新しい実験系の構築を試みた。その結果、胃腫瘍、腸

腫瘍を発生する遺伝子改変マウス、化学発がんモデルマウスよりの腫瘍細胞の単離、経代培養

を行った。また、これらの細胞への遺伝子導入、発現も可能となり、悪性化・転移を示す形質

の変化を誘導する新たな因子の同定につながる結果を得た。 

 

研究成果の概要（英文）：To analyze the mechanisms of gastrointestinal cancer progression 

and metastasis which result in many patient death, tumor cells from mouse genetic models 

were used to establish a new in vitro system.  Tumor cells were isolated from genetic and 

chemical mouse models for gastric and intestinal tumor formation, cultured and passaged.  

Transfection of expression vector was also possible in these cells.  This system can be 

utilized for the identification of candidate genes which relate to cancer progression and 

metastasis. 
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１．研究開始当初の背景 

 がんによる死亡は、原発巣の腫瘍のみによ

るものは少なく、約 90％は転移した腫瘍が原

因と考えられている。消化器がんにおいても、

死亡の原因となるのは大部分が転移性のが

んであり、転移のメカニズムを解析し、その

要望、診断、治療法を確立することは、最も

重要な課題である。 

 この課題に取り組むために、我々は病状を

反映する動物モデルの作出が重要であると

考えている。現在、がん組織や細胞の移植に

よってではなく、遺伝学的に作出されたマウ

スモデルの腫瘍は、良性のものからある程度

の浸潤性をもったものまでにとどまってい

る。提唱されている腫瘍発生のモデルである

多段階発がん、あるいはがん幹細胞の概念に

照らしてみると、これらのモデルで高頻度に

悪性化転移性をもった腫瘍を誘導するため

には、遺伝的変異あるいは細胞集団の組成を

変えるような因子を加えることが必要であ

り、またそのような状況を作り出すことによ

ってより悪性化、転移性をもった腫瘍を誘導

するモデルを作製することが可能であると

も考えられる。腫瘍細胞の悪性化、転移を誘

導する機構は、大きく２つに分けられる。ひ

とつは腫瘍細胞自身の内在的な変化であり、

もうひとつは腫瘍細胞がおかれた微小環境

の変化である。例えば、細胞の内在的な変化

として上皮間葉移行(EMT)がある。EMT は

細胞分化転換のプログラムであるが、冗費施

主用細胞が浸潤、転移をするときに獲得する

機構であり、また、がん幹細胞としての性質、

悪性化の誘導、細胞老化の抑制にも働いてい

ることが示されている。腫瘍細胞の微小環境

の変化としては、がんと炎症の関係があげら

れる。細胞によって誘導される全身的な変化

があげられる。マウスに移植したひと悪性腫

瘍由来の細胞は、宿主の骨髄性細胞に影響を

与え、その形質の変化した骨髄性細胞が別の

悪 性 度 の 低 い 腫 瘍 細 胞 を 悪 性 化 す

る”instigation”のモデルが提唱されている。

しかしながら、これらの概念をもとにしたマ

ウスの内在性悪性腫瘍モデルは現在のとこ

ろ作られていない。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、これまでに作出された消化器

がんのモデルマウスを用いて、その腫瘍がさ

らに悪性化するようなメカニズム、因子の探

索を目的として行った。そのために、マウス

消化器上皮細胞の培養系を用い、マウス内在

性腫瘍を悪性化させる因子の探索を行える

モデルを構築する。その結果より、マウスの

遺伝子改変による内在性腫瘍悪性化モデル

の確立を目指す。 

 

３．研究の方法 

（１）消化器腫瘍形成モデル 

 本研究では、炎症を伴う胃粘膜腫瘍を発生

する K19-Wnt1/C2mEトランスジェニックマウ

ス(Gan マウス)、大腸ポリープ症のモデルで

ある ApcΔ716ノックアウトマウス、炎症性大腸

腺腫の化学発がんモデルである

Azoxymethane (AOM)と Dextran Sodium 

Sulfate (DSS)を投与したマウスを使用した。 

 

（２）マウス腫瘍由来の細胞培養と遺伝子導

入 

 上記モデルマウスより採取した腫瘍より、

腺構造を分離し培養を行った。経代が可能な

培養条件を確立した後、遺伝子導入法の検討

を行った。GFP を発現するベクターを用い、

エレクトロポレーション法、リポフェクショ

ン法、レンチウィルスベクターの使用を検討

した。 

 



 

 

（３）EMT の誘導 

 培養下の腫瘍細胞の EMTを誘導するために、

既知の EMTを誘導することが知られている因

子の強制発現を行った。そのためにこれら因

子を発現するベクターを構築し、細胞への導

入を行った。 

 

（４）腫瘍形成、悪性化に関与する新規因子

の探索 

 Gan マウスは Wnt シグナルの亢進と

COX-2/PGE2経路の活性化により炎症を伴う胃

がんを発生する。このときの遺伝子発現変化

をマイクロアレイをにより解析した結果か

ら、炎症依存的に発現が変化する遺伝子を得

た。これらの中から、Lgr5 遺伝子を発現して

いる胃上皮幹細胞で発現が高い遺伝子を選

び、siRNA を用いてノックダウンした際の腫

瘍原性への影響を、ヒト胃がん細胞のソフト

アガーコロニー形成能を用いて調べた。 

 

４．研究成果 

 Gan マウスの胃腫瘍、ApcΔ716ノックアウト

マウスの小腸の腫瘍、よりその上皮細胞を単

離し、in vitro での培養を試みた。近年報告

された培養条件をもとにした検討の結果、こ

れらの腫瘍細胞の３次元培養系における長

期にわたる経代培養、ならびに凍結保存が可

能となった。次にこれらの細胞への遺伝子導

入法を GFPを発現するベクターを用いて検討

した。その結果、リポフェクション法、レン

チウィルスベクターの使用により GFPを発現

する細胞を得ることができた。レンチウィル

スベクターを用いて導入したい電子は染色

体上に挿入されるので、GFP 発現を指標とし

て細胞を選別し、経代していくことが可能で

ある。 

 一方、AOM/DSS 投与とその後の長期の飼育

により浸潤が見られるような悪性化した大

腸腫瘍を得ることができた。これらの腫瘍か

ら単離した上皮細胞の３次元培養において

は、ApcΔ716ノックアウトマウスとは異なる形

態のコロニー形成が見られた。このことから、

３次元培養における形態が腫瘍の悪性化と

関連していることが示唆された。 

 腫瘍細胞の悪性化、転移を誘導する内在的

な機構として EMT に着目し、これまでに EMT

を誘導することが示されている遺伝子を GFP

と共に発現するベクターを構築した。このベ

クターを胃、および腸腫瘍より培養した上皮

細胞に導入したが、これらの細胞では EMT を

示すような顕著な形質変化は見られなかっ

た。 

 そこで、胃腫瘍形成、悪性化に関わる因子

を新たに探索することを試みた。腫瘍の悪性

化、進展は細胞の脱分化と関係していること

が知られているが、微小環境が分化度に与え

る影響に着いてはこれまでに解明されてい

ない。そこで、炎症を伴う腫瘍形成を行う 

Gan マウスにおいて、炎症依存的に発現が変

化する未分化性に関わる遺伝子をマイクロ

アレイ解析より選別した。これらの遺伝子の

腫瘍原性への関与するものをヒト胃がん細

胞を用いた実験より同定した。これらの遺伝

子の発現、ノックダウンが、本研究により確

立したマウス由来の腫瘍上皮細胞にどのよ

うな影響を与えるか、今後検討していく予定

である。 

 本研究により得られた腫瘍細胞を用いた

系は、マウスを用いた in vivo の実験と培養

細胞株を用いた実験の間に位置づけられ、今

後の腫瘍悪性化、転移に関与する新たな因子

を探索する研究に重要な役割を占めていく

ものである。今後はこの系を用いて新しい因

子を同定し、次世代のマウスモデルの構築に

つなげていきたい。 
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