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研究成果の概要（和文）：Serine protease inhibitor, Kazal type 1 (SPINK1)は上皮増殖因子との構造上の類似点が
あり、細胞増殖活性を有するユニークなトリプシンインヒビターである。まずヒト大腸癌組織の55%でSPINK1が発現し
ていることを確認した。次に大腸癌細胞株および遺伝子改変マウスを用いて、SPINK1の過剰発現系および抑制系モデル
を作製し、大腸癌の増殖を検討した。その結果、SPINK1の発現に応じて、腫瘍の増殖が有意に変化した。以上より、SP
INK1は大腸癌細胞の増殖に寄与しており、大腸癌の進展に影響することが示された。

研究成果の概要（英文）：Serine protease inhibitor, Kazal type 1 (SPINK1) is mainly produced in pancreatic 
acinar cells. However, SPINK1 is expressed in various cancers and inflammatory states, such as colon 
cancer and inflammatory bowel disease. There are structural similarities between SPINK1 and epidermal 
growth factor (EGF).
Here, immunohistochemical staining for SPINK1 was observed in a high percentage of colorectal cancer 
patient specimens and SPINK1 induced proliferation of human colon cancer cell lines. To clarify its role 
in colon cancer in vivo, a mouse model exposed to the colon carcinogen azoxymethane and nongenotoxic 
carcinogen dextran sodium sulfate revealed that Spink3 (mouse homolog of SPINK1) is overexpressed in 
cancerous tissues. In Spink3 heterozygous mice, tumor multiplicity and tumor volume were significantly 
decreased compared with wild-type mice. These results suggest that SPINK1/Spink3 stimulates the 
proliferation of colon cancer cells and is involved in colorectal cancer progression.

研究分野：消化器外科
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１．研究開始当初の背景 
1) はじめに： 
セリンプロテアーゼインヒビター  Kazal 

タイプ１ (serine protease inhibitor Kazal, 
type 1 ; SPINK1、マウス相同体 Spink3)は
1948 年 Kazal らがウシ膵臓から分離、精製
したトリプシン・インヒビターであり、哺乳
動物の膵液中に分泌される。プロテアーゼの
機能解析は進んでいるが、そのインヒビター
の生理的意義はまだよく知られていない。 
 
2) SPINK1と炎症性疾患との関連： 
SPINK1 はクローン病や潰瘍性大腸炎といっ

た炎症性腸疾患患者の非活動期の粘膜に高
発現しており、腸管粘膜損傷時の修復や安定
化に関与しているといわれている。 
 
3)SPINK1 と癌の関連：  
SPINK1 は胃癌、大腸癌、膵癌、卵巣癌、前

立腺癌といった様々な癌種で発現している
ことが確認されており、とくに前立腺癌では
腫瘍マーカーとしての有用性が報告されて
いる。また SPINK1 は NIH 3T3 fibroblast、
ヒト内皮細胞、腸管上皮細胞やラット膵癌細
胞の増殖を促進すると以前より報告されて
おり、その細胞増殖活性が注目されてきた。
SPINK1 に細胞増殖促進活性があるとの報告
以来、SPINK1 と上皮増殖因子 (Epidermal 
growth factor; EGF)との構造上の類似点が
指摘されていた。いずれのタンパクとも分子
量が約 6 kDa であり、約 50％のアミノ酸配列
相同性と 3つの分子内ジスルフィド結合を有
する。我々は SPINK1が EGF 受容体 (EGFR)の
リガンドとして働き、膵癌細胞株の増殖を促
進させることを報告してきた。 
このように SPINK1 はプロテアーゼ・インヒ

ビター以外にも癌において重要な役割を担
っている可能性が示唆されるが、その機能解
析は進んでいない。 
 

２．研究の目的 
大腸癌に対して新規抗癌剤、分子標的治療

薬など様々な治療戦略が研究されている。本
研究ではユニークなプロテアーゼ・インヒビ
ターである SPINK1 に注目し、大腸癌増殖に
おける SPINK1 の機能を解明し、新規治療タ
ーゲットとしての可能性を見出すことを目
的とする。 
 

３．研究の方法 
SPINK1が EGFと構造上類似し、細胞増殖活

性をもつ点、炎症性腸疾患患者において腸管
粘膜損傷時の再生に SPINK1 が関与している
点、また慢性膵炎モデルマウスにて、前癌病
変とされる膵管上皮の過形成にともない
Spink3 が強発現する点などから、SPINK1／
Spink3 が慢性炎症と癌化をつなぐ一因子で
ある可能性に注目している。 
そこで、今回は以下の方法にて SPINK1 の

機能解析を行った。 

 

1) 炎症性腸疾患モデルでの Spink3の発現： 
大腸炎の作製にはヒト炎症性腸疾患に類似
するマウスモデルとして汎用されるデキス
トラン硫酸ナトリウム (dextran sulfate 
sodium; DSS)投与モデルを用いた。生後 8 週
齢の C57BL/6J マウスに 5%DSS を 7 日間自由
飲水させ、体重減少、下血の有無、便の性状
より算出される Disease activity index 
(DAI) にて臨床的な腸炎の重症度を判定し、
また hematoxylin-eosin (HE) 染色にて腸炎
の組織学的変化を評価した。 
 
2) 炎症関連大腸癌における Spink3の発現 
大腸癌の作製には、化学発癌物質であるア

ゾキシメタン (azoxymethane; AOM)に DSSを
併用したマウスモデルを用いた。 
AOM 投与後 16 週後にマウスを sacrifice し、
腫瘍個数および体積を計測した。また、癌部、
非癌部よりタンパクを抽出し、ウエスタンブ
ロッティングにて、Spink3の発現を評価した。 
 
3) トランスジェニックマウスを用いた大腸
癌増殖の検討 
SPINK1ゲノム DNAを改変した 2Kbの SPINK1 

minigene を作成し、マウスにてユビキタスに
発現する CAGプロモーターを結合させた、ト
ランスジェニック(Tg)マウスを作製し、
SPINK1 の過剰発現モデルとした。また、
Spink3ヘテロマウスを用いて、発現抑制系の
モデルとした。 
これらの遺伝子改変モデルマウスに

AOM+DSSを投与し、16週後の腫瘍個数および
体積を計測した。 
 さらに X-gal 染色にて Spink3 の局在を検
討した。 
 
4) 大腸癌細胞株を用いた in vitro解析 
まず、代表的な大腸癌細胞株(HCT116、

SW620、HT 29、Colo205)を用いて RT-PCR に
て SPINK1の発現を検討した。 
大腸癌細胞株に SPINK1 をターゲットとし

た small interfering RNA (siRNA)を導入し、
SPINK1の発現を抑制した。また、ゲノム DNA
を改変した minigene を作製し、細胞内へ導
入することで SPINK1 の過剰発現系を作成し
た。72時間培養後の細胞数をカウントした。 
 
5) ヒト大腸癌での発現 
大腸癌切除標本を用いて抗 SPINK1 抗体を用
いた免疫染色を行い、大腸癌組織での SPINK1
の発現を検討した。 

 
４．研究成果 
1) DSS 投与 2 日目より次第に軟便かつ便潜
血が陽性になり、4 日目にはほぼ全例で肉眼
的血便となった。臨床所見より算出した DAI
は DSS 投与後 6 日目がピークとなり、その
後漸減した。組織学的には DSS 投与後 7 日
目より再生上皮が確認され、臨床所見とあわ 



Spink3 ヘテロマウス

での腫瘍個数 

 
 

せると 7日目以降を再生期とすることができ
る。さらに腸
炎 経 過 中 の
Spink3 の 発

現をウエスタンブロットにて経時的に検討
したところ、腸管再生期の 7 日目以降に
Spink3 が顕著に発現した。Spink3 は腸管上
皮細胞の増殖により、腸管上皮の再生に寄与
するのではないかと考えられた。 
 
2) AOM 投与後 16 週目に直腸より左側結腸に
かけて 1匹あたり平均 4.6個の隆起型の腫瘍
を認め、HE染色ではヒト大腸癌に類似する管
状腺癌様の組織像だった。また、大腸癌部に
て Spink3が強発現していた。 

 
3) SPINK1Tgマウスで
は有意に腫瘍個数と
腫瘍体積が有意に
増加した。SPINK1
のマウスホモログ
である Spink3のヘ
テロマウスに同様の方法で
大腸癌を発癌させると、野生
型と比較し有意に腫瘍個数
が減少した。 
X-gal 染色にて、Spink3 は

大腸癌部で非癌部に比べて
発現が強く、癌上皮に発現し
ていた。 
 
 

4) 細胞により SPINK1 の発現に差があり、
Colo205、HT29での発現が最も強かった。  
大腸癌細胞株にこの SPINK1 minigeneを導入
し、過剰発現させるとその細胞数は有意に増
加した。また siRNA を導入し SPINK1 の発現
を抑制すると、細胞数は有意に減少した。 
 
5) 55%の大腸癌患者で SPINK1 が発現して
いた。なかでも SPINK1 は分化型および、よ
り進行度の高い症例で有意に高発現してい
た。 
 
以上の結果より、SPINK1/Spink3 は炎症によ
り誘導され、腸管粘膜再生過程での細胞増殖
に貢献するが、その増殖刺激がプロモーター
刺激となり大腸癌発癌に向かうのではない
かと考えられた。SPINK1は大腸癌の発癌や進
展において重要な役割を担っていると考え
られる。 
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