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研究成果の概要（和文）：MSCは，DNA損傷を減らし，細胞周期を止め，細胞死を誘導した．これらは，発がん早期にタ
ンデムに配列して作用する新しい発がん抑制メカニズムであった．前者はメチルグアニンメチル基転移酵素の活性化を
介し，後者では，TGF-betaを介したパラクリン作用であった．炎症発がんモデルでは，MSCは，beta-カテニンをリン酸
化し，その変異のスペクトラムを狭く偏らせた。さらに，Tgf-beta/Smadシグナルの活性を抑制した。これらは，古典
的発がん経路を抑制する第三のメカニズムの存在を示唆した．

研究成果の概要（英文）：MSCs canceled AOM-induced tumor initiation. MSCs inhibited the acute apoptotic 
response of a genotoxic carcinogen (AARGC) in colonic epithelial cells because of the removal of 
O6-methylguanine adducts through O6-methylguanine-DNA methyltransferase (Mgmt) activation. However, MSCs 
did not induce epigenetic Mgmt reactivation. Furthermore, MSCs broadly affected the cell-cycle machinery, 
leading to G1 arrest. Coculture of IEC-6 intestinal cells with MSCs not only induced G1 arrest, but also 
apoptosis. The anti-carcinogenetic properties of MSCs required transforming growth factor (TGF)-beta 
signaling. MSCs inhibited AOM-induced tumor initiation by preventing the initiating cells from sustaining 
DNA insults and inducing G1 arrest in the initiated cells that escaped from the AARGC. Tumor initiation 
perturbed by MSCs might potentially dysregulate classical WNT and TGF-beta-Smad signaling pathways.

研究分野： 消化器内科

キーワード： 間葉系幹細胞　発癌　化学予防
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
骨髄間葉系幹細胞（Bone marrow-derived 

mesenchymal stem cell, MSC）は多分化能
を有し，強力な免疫調整作用を有するのみな
らず抗原性，毒性が低く，単離培養が容易で
あるため，iPS 細胞や ES 細胞と並び再生医
療や遺伝子治療において，現在，最も魅力的
な研究対象である．MSC 移植は，細胞のソ
ースとして血管，神経，心筋などを中心とし
た細胞移植治療に利用されるのみならず，そ
の強力な免疫調整作用を応用した移植片対
宿主病や自己免疫疾患への治療応用も試み
られている．しかし，MSC は，再生医療や
遺伝子治療の細胞源として期待される一方
で，発がんに対するその作用は明らかではな
い．最近，大腸癌において，MSC が癌関連
線維芽細胞の前駆細胞である可能性や
（ Henrikkosn, Am J Pathol 2011, 
Shinagawa, Int J Cancer 2010），MSC が
IL-6 ， 血 管 内 皮 増 殖 因 子 （ vascular 
endothelial growth factor, VEGF）（Liu, 
JBC 2011），プロスタグランディン E2（Li, 
2012 Cancer Discovery ）， あ る い は ，
transmembrane neuregulin 1 (tNRG1)など
を分泌して腫瘍生存シグナルを活性化する
（Tsai, 2011 Gastroenterol）など，大腸癌の
増殖を促す報告がなされている．また，乳癌
では，MSC が EMT（Martin et al, Breast 
Cancer Res Treat 2010）を介して転移を促
進させることが報告されている．しかし，
Khakoo ら（J Exp Med 2006;203:1235）や
Karnoub ら（Nature 2007;449:557）による
相反する報告もある．さらに，炎症発がんに
対する MSC の作用の報告は皆無であり全く
不明といわざるを得ない． 
そこで本研究は，腸炎関連癌に対するMSC

の化学予防作用の詳細を明らかとすること
を目標とした． 
最近，申請者らは，アゾキシメタン

（azoxymethane, AOM）/デキストラン硫酸
（dextran sulfate sodium, DSS）発がんモデ
ルにおいて，AOM 15 mg/kg 腹腔内投与と同
時に MSC を 2×104 cells/g を尾静脈投与し
た Day0 群において，20 週後に形成された腫
瘍数が有意に減少する一方，腫瘍のサイズに
は変化が認められないことを明らかにした．
このことは，MSC が AOM/DSS モデルにお
ける腫瘍プロモーションには作用せずに，イ
ニシエーションを抑制すること示唆する．そ
こで前癌病変とされる異型上皮巣（Aberrant 
crypt foci, ACF）形成に対する MSC の作用
を検討した．MSC Day-1（1 回目の AOM 投
与一日前に MSC を投与した群）および MSC 
Day8（2 回目の AOM 投与一日後に MSC を
投与した群）両群において，ACF 数の減少，
とくに，1 aberrant crypt/focus から構成され
る ACF が有意に減少した．このことから，
MSCは異形成性のACFを減少させるという
よりは，ACF の形成そのものを抑制すること
が示唆された．以上より，MSC による腫瘍

イニシエーションの抑制は，発癌過程のかな
り早期に作用することが予想されたため，遺
伝毒性発癌物質に対する急性アポトーシス
反応（acute apoptotic response of genotoxic 
carcinogen, AARGC）における MSC の効果
を検討した．その結果，驚くべきことに AOM
投与 24 時間前に MSC を投与した群
（MSC-24h）において，AOM 投与後 8 時間
におけるAARGCが有意に抑制されることを
見出した．これまでに報告された化学予防物
質は軒並みこの AARGC を促進することで，
生体にかかる変異負荷を減じることから，
MSC による化学予防には，これまでにない
新しい機序が想定された．そこで，MSC-24h
群の摘出大腸組織における O6 メチルグアニ
ン（O6MeG）付加体の免疫蛍光染色と G1 チ
ェックポイント関連分子のウエスタンブロ
ットにより解析した．その結果，MSC によ
り O6MeG 付加体そのものが顕著に減少し，
かつ Tgf/Smad 経路の活性化，p21 の発現上
昇，Cdk4 およびリン酸化 Rb の減少が認め
られ，大腸上皮細胞が G1 期停止をきたして
いることが推定された．さらに MSC による
AARGC 抑制の機序を検討するため，in vitro
において AOM 存在下でのラット小腸上皮細
胞株 IEC-6 と MSC の共培養系における
IEC-6 増殖について検討した．共培養 72 時
間において，IEC-6 の Ki-67 ラベル率は，
MSC 非存在下では 100%であったにもかか
わらず，MSC 存在下では 40%まで低下し，
一方，TUNEL 法によるアポトーシス係数は，
MSC 非存在下では 0%，MSC 存在下で 4%と
亢進した．MSC 共培養実験における IEC-6
増殖抑制作用は，MSC 細胞上清には認めら
れず，かつ，抗 Tgf中和抗体により消失した． 
以上を要約すると，MSC による化学予防

作用は，①AOM の活性体であるメチルアゾ
キシメタン（methylazoxymethane, MAM）
によりもたらされる DNA 損傷，すなわち
O6MeG DNA 付加体そのものを減らすこと，
②AARGC を免れた細胞を G1 期停止やアポ
トーシスに導くこと，の 2 つの機序によりイ
ニシエーションを抑制すると推定された． 
本研究は，MSC の化学予防機構をさらに

詳細に解明することを目標とする．MSC の
化学予防作用の仮説における①O6MeG DNA
付加体そのものを減らす具体的な機序，②
AARGC を免れた細胞を G1 期停止やアポト
ーシスに導く機序を解明する． 
２．研究の目的 
本研究計画は，本研究は，腸炎関連癌に対す
るMSCの chemoprevention作用の詳細を明
らかとすることを目標とする．そのために， 
① AOM 関連発癌における MSC の役割 
② AOM 関連発癌に対する MSC の化学予防
機序 
１）AARGC を免れた細胞を G1 期停止やア
ポトーシスに導く機序 
２）O6MeG DNA 付加体そのものを減らす機
序 



③ Helicobacter hepaticus 感染モデルに対
する MSC の作用の 3 つのテーマを重点的に
研究する． 
３．研究の方法 
① 3 つの AOM 関連発癌モデルにおける
MSC の役割の解明 
これまでの検討より，MSC は AOM 関連

発癌において発生する腫瘍数を減少させ，
AARGC を抑制することを見出した．しかし，
各モデルにおいて，MSC の生着，分化およ
び細胞運命と MSC の作用との関連や，MSC
の作用機序として，細胞接触あるいは MSC
の産生する液性因子によるパラクライン作
用のどちらが重要であるかについて解析の
余地がある．そこで，とくに AARGC モデル
と ACF モデルにおいて，組織内における
GFP標識MSCの局在とその細胞運命を各種
分化マーカー（CD45，CD31，SMA，NG2，
desmin，vimentin，CK など）による 2 重免
疫蛍光法や FISH 法にて検討する．これらの
モデルに対して MSC 投与と MSC 培養上清
（MSC-conditioned medium; MSC-CM）投
与の作用を比較検討する． 
１）MSC 投与下に発生した AOM 関連癌の
特徴 

AOM 関連発癌には，-カテニン–WNT，
K-ras および Tgf‐Smad 経路が深く関与す
るとされる（Cancer Biology & Therapy 
2009;14:1313）．これまでの検討によると，
AOM/DSS 腫瘍では，-カテニンタンパク発
現に差は認めらなかったが，リン酸化-カテ
ニンは MSC 非投与群に比べ MSC 投与群に
有意に多く認められた（P = 0.030）．興味深
いことに70%の-カテニンの遺伝子変異は両
群で異なっていた．さらに，WNT PCR アレ
イ解析では，MSC 投与群において，MSC 非
投与群に比較して，89%におよぶ WNT 関連
分子の発現低下が認められ，両者における
WNT 経路の活性化レベルが異なることが予
想された．本研究では，-カテニン遺伝子変
異や WNT 活性化レベルに及ぼす MSC の作
用やその生物学的な意味を明らかにする．さ
らには，ACF モデルにおける K-ras 経路や
AOM 関連発癌における Tgf‐Smad 経路に
及ぼす MSC の作用を検討することで，MSC
投与下に発生した AOM 関連癌の特徴を明ら
かにする． 
②  AOM 関 連 発 癌 に 対 す る MSC の
chemoprevention 作用機序 
１）AARGC を免れた細胞を G1 期停止やア
ポトーシスに導く機序の解明 
申請者のこれまでの検討では，AOM 投与

24 時間前に MSC を投与した群（MSC-24h）
においてのみ，8 時間目生じる AARGC が有
意に抑制されていた．前述のごとく MSC に
より O6MeG 付加体そのものが顕著に減少し，
かつ，大腸上皮細胞が G1 期停止をきたした．
AOM 存在下における IEC-6 と MSC の共培
養実験では，MSC は IEC-6 の増殖を抑制し
アポトーシスを促進した．この IEC-6 増殖抑

制作用は，in vitro における予備実験では，
細胞接触を伴う直接的な共培養および接触
のない間接的共培養ともに認められたにも
かかわらず，MSC細胞上清には認められず，
かつ，抗 Tgf中和抗体により消失した．この
ことより，MSC による IEC-6 増殖抑制は，
腸管局所で産生される Tgfを介する作用が
重要であることが示唆された． 
そこで，本研究では in vitro におけるこれ

らの結果が，in vivo においても再現されるか
否かを確認する．すなわち，in vivo において
も，MSC が AARGC を免れた大腸上皮細胞
を実際に G1 期停止やアポトーシスに導くか
否か，より長期の経時的観察（72‐96 時間）
において，細胞周期解析や AARGC より晩期
に起こるアポトーシスを確認する．また，腸
管組織の Tgfタンパク濃度測定し，その産生
細胞を明らかにし，抗 Tgf中和抗体投与によ
り，MSC の作用がキャンセルされるか否か
介入実験により確認する予定である． 
２）O6MeG DNA 付加体そのものを減らす機
序の解明 

AOM は肝臓あるいは大腸局所の CYP2E1
によりその活性体であるメチルアゾキシメ
タン（methyl azoxymethane, MAM）に変換
され O6MeG 付加体を形成する．一方，
O6MeG 付加体は DNA 修復酵素である
O6-methylguanin DNA methyl- transferase 
(MGMT) により脱メチル化により修復され
る．CYP2E1 高活性アリルは大腸癌のハイリ
スクであり，さらに MGMT は，ヒト大腸癌
（J Natl Cancer Inst 2005;97:1330）および
マ ウ ス AOM 関 連 癌 （ Mol Carcinog 
2010;49:94）においてエピジェネティックに
不活化されることが知られている． 
そこで，本研究では，MSC の Cyp2e1 お

よび Mgmt に対する作用を in vivo（AARGC
モデルの摘出肝臓および大腸組織）および in 
vitro（ IEC-6-MSC 共培養実験における
IEC-6 株）において検討する．すなわち，
Cyp2e1 の遺伝子発現は quantative RT-PCR
（qPCR）により，タンパク発現は Western 
blot により定量的に検討し，Cyp2e1 活性は
クロルゾキサゾン 6-水酸化活性測定（HPLC
法）により測定する．これらの検討により，
MSC が Cyp2e1 発現や活性を低下させるか
否か明らかになる．一方，Mgmt の遺伝子発
現は qPCR にて定量し，Mgmt プロモータの
メチル化レベルの定量解析には bisulfite 
pyrosequencing 法を用いる．これらの結果よ
り，MSC が Mgmt のエピジェネティック調
節を負に制御するか否か明らかになる，以上
を総合して MSC による O6MeG 付加体除去
の分子機構を推定する． 
③ その他の炎症発癌モデルに対する MSC
の作用． 
本研究では，腸炎関連癌に対する MSC の

化学予防作用の詳細を明らかとすることを
目標としている．したがって，AOM 関連発
癌以外の腸炎関連癌モデルにおける MSC の



作用を検討する必要がある．そこでErdeman
らにより報告された Helicobacter hepaticus
感染による腸炎関連癌モデルに対する MSC
の作用を検討する（Proc Natl Acad Sci USA 
2009;106:1027 ）． こ の モ デ ル は ，
Recombinase-activating gene-2-deficient 
(Rag2-/-) マウスにHelicobacter hepaticusを
感染させ，その 6–8 か月後に高い再現性で腸
炎関連癌を発生する．H. hepaticus（strain 
3B1, no. 51449; American Type Culture 
Collection から購入）は 2×107個を隔日計 3
回経口感染させる．MSC は，H. hepaticus の
感染前，2 回目投与と同時，感染後の 3 群に
分けて 2×104 cells/g を尾静脈より 1 回投与
する．Rag KO マウスは，経時的に屠殺し，
腸炎の重症度，発生した腫瘍数，および，サ
イズを計測する．AOM 関連発癌モデルにお
ける MSC の役割の解明の際と同様に，MSC
の動態を検討する．このモデルでは，
CD4+CD45RBloCD25+制御性 T 細胞移入に
より，腸炎およびに発癌が著明に抑制される
ため，MSC の作用を比較検討したり，必要
で あ れ ば ， 様 々 な 条 件 下 で
CD4+CD45RBloCD25+制御性 T 細胞移入を
併用して検討する． 
４．研究成果 
本研究では，腸炎関連癌に対する MSC の

化学予防作用を明らかとすることを目標と
した．そのために，①AOM 関連発癌におけ
る MSC の役割，②AOM 関連発癌に対する
MSC の化学予防の作用機序，１）AARGC
を免れた細胞を G1 期停止やアポトーシスに
導く機序，２）O6MeG DNA 付加体そのもの
を減らす機序，③Helicobacter hepaticus 感
染モデルに対する MSC の作用の 3 つのテー
マを重点的に研究する計画であった． 
②１）に関して，AOM の活性代謝物であ

るメチルアゾキシメタン（MAM），および
MGMT 阻害剤である O6BG および AOM を
適宜組み合わせることで，大腸上皮細胞に被
る変異原性（O6MeG の多寡）をコントロー
ルして，MSC の作用を観察したところ，変
異原性と MSC の増殖抑制作用の間に正の相
関を見出した． 
②２）に関しては，MSC が大腸組織の粘

膜分画における MGMT の遺伝子発現を誘導
することを見出した．能動的な CpG アイラ
ンドの脱メチル化には，いくつかの酵素が関
与するが，activation-induced deaminase 
(AID), ten-eleven translocation (TET) に注
目した．TET1-3 に関しては，合成 siRNA に
よる一過性の KD 株を樹立した．次に TET
単独あるいは AID（KD 安定株）との組み合
わせによるダブル KD（DKD)，トリプル KD
（TKD）およびクアドラ KD（QKD）を樹立
した．MGMT プロモータにおける DNA メチ
ル化レベルをpyrosequencerにより定量的に
解析した．残念なことに TET/AID がこの系
において MGMT 発現とは無関係であること
が判明した． 

また，①に関しては，大腸にホーミングす
る MSC の絶対数が少ないため，GFP のみな
らず Y－FISH を併用したが，それ以上の検
討は困難であった．そこで，当初の計画を変
更し，AOM/DSS 炎症発がんモデルにおいて
MSC 投与群に形成された腫瘍と MSC 非投
与（コントロール）群を多数例で検討した．
MSC 投与群では，リン酸化-カテニンが有意
に多く，-カテニン遺伝子の変異のスペクト
ラムが狭く，偏りが認められた．さらに，
Tgf-/Smad シグナルの活性が抑制されてい
た．これらの結果は，MSC が大腸発がんに
重 要 と さ れ る 古 典 的 WNT お よ び
Tgf-/Smad シグナルに作用して，発がんを
抑制する第三のメカニズムの存在を示唆し
た． 
③に関しては，研究期間内に着手できず今

後の課題となった． 
これまで得られた成果を要約すると，MSC

は，DNA 損傷（O6メチルグアニン）そのも
のを減らした．また，DNA 損傷をもった細
胞の細胞周期を止め，細胞死（アポトーシス）
を誘導した．これらは，発がんのごく早期の
段階（イニシエーション）において，別々で
はなくタンデムに配列して作用する新しい
発がん抑制メカニズムであった．前者は
MGMT 活性化を介するが，MGMT 活性化機
序が不明である．少なくとも MSC が MGMT
のエピジェネティック調節関与しなかった．
後者に関して，MSC の作用は TGF-を介す
るが，その作用が共培養のペア細胞における
DNA 損傷に比例して増強する機序は全く不
明であり，研究期間内には，その謎に迫るこ
とができず，今後の検討課題となった． 

AOM/DSS 炎症発がんモデルでは，MSC
投与群に形成された腫瘍では，MSC 非投与
（コントロール）群と比較すると，リン酸化
-カテニンが有意に多く，-カテニン遺伝子
の変異のスペクトラムが狭く，偏りが認めら
れた。さらに，Tgf-/Smad シグナルの活性
が抑制されていた。これらの結果は，MSC
が大腸発がんに重要とされる古典的 WNT お
よび Tgf-/Smad シグナルに作用して，発が
んを抑制する第三のメカニズムの存在が疑
われ，この点も，今後の研究課題である． 
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