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研究成果の概要（和文）：大腸発癌に関連する可能性があるとされている飽和脂肪酸の発癌促進効果を、大腸発癌マウ
スモデルに対してパルミチン酸を経内頸静脈持続投与および腹腔内投与することによって評価する方法を確立した。
飽和脂肪酸は大腸上皮細胞の増殖を有意に亢進することを確認した。
またその分子メカニズムとして、飽和脂肪酸/ Toll-like receptor（TLR）4/JNK経路が関与する可能性についてTLR4欠
損マウスを用いて実証した。

研究成果の概要（英文）：We established the method how to evaluate the effect of saturated fatty acid on 
colorectal carcinogenesis by continuous jugular infusion or intraperitoneal injection of fatty acid. We 
clarified that saturated fatty acid (palmitate) acts as a growth factor for colonic epithelial cell 
proliferation in colon carcinogenesis via saturated fatty acid/Toll-like receptor 4/JNK pathway.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
大腸癌は近年我が国をはじめ欧米で急激に
増加してきており、国内では 2009 年の年齢
調整死亡率では女性で 1位、男性で 3位と
なっており、本疾患が国民生活に与える影
響は極めて高く、その対策は急務である。
大腸癌の発生に関して、運動不足や欧米食
摂取に伴う肥満を背景とした生活習慣が大
腸癌のリスクを押し上げるとする疫学・動
物研究が数多く報告される一方で、これら
肥満因子がどのようなメカニズムで大腸発
癌を促進するのかはいろいろな仮説が報告
されているがまだはっきりしていないのが
現状である。 
高脂肪食摂取は大腸発癌を促進することが
証明されているが、脂肪酸摂取については
その種類により発癌へ及ぼす影響は様々で
ある（2）。WHO 報告（2003 年）で大腸癌と
の関連性「可能性あり」とされる飽和脂肪
酸の大腸発癌促進作用もはっきりしたエビ
デンスを得ていない。脂肪食投与の実験で
は様々な肥満因子が交絡し、in vivo で単
一遊離脂肪酸と発癌との因果関係の証明は
難しく、その分子機序についてもほとんど
解明されていない。脂肪酸による大腸への
直接的な影響・分子機序解明の困難さを背
景として本研究の着想に至った。 
 
 
２．研究の目的 
我々はこれまでマウス発癌モデルの研究を
精力的に行ってきた(Gastroenterology 
2004；124：361-367)。今回の研究はこのマ
ウス発癌モデル研究のノウハウを背景に、1
種類の血中遊離脂肪酸を上昇させることが
可能な経内頸静脈的脂肪酸投与モデルを用
いて飽和脂肪酸がどのような分子メカニズ
ムで大腸上皮細胞増殖さらには発癌に影響
するのかを世界で初めて in vivo での実験
で解明することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
（１）飽和脂肪酸投与条件の確立 
In vivo での脂肪酸投与に関する研究は乳化
させた中性脂肪を投与する方法が行われて
きたが、これは種々の遊離脂肪酸が血中で上
昇し、さらには体内から誘導されたリポプロ
テインなどの交絡因子が重なり、現象に対す
る原因の特定が困難であった。しかし、乳化
させたエチル化脂肪酸を経内頸静脈的に投
与することで、血中ですばやく水酸化されて、
1 種類の血中遊離脂肪酸を上昇させる江口ら
が確立した方法（Cell Metab 2012；15：
518-533）を直接彼らと連絡をとりあい修得
した。パルミチン酸を 0.2μl/min で 24 時間
経内頚静脈的に持続投与することで大腸上
皮のインスリン抵抗性の出現のみならず JNK
も活性化（リン酸化）していることを確認し、
さらに長時間脂肪酸を投与することで大腸

上皮の細胞増殖が亢進していることが確認
され、本投与方法を用いた大腸発癌モデルの
可能性を見出した。今回の研究では、発癌実
験に対する脂肪酸長期投与も見据えた条件
設定のため、さらなる追加検討を加える。① 
脂肪酸の投与時間、投与濃度での違いを確認
する。② 投与する脂肪酸の種類をオレイン
酸やリノール酸など他のもので検討する。③ 
各条件で、上皮細胞の増殖亢進を BudU、Ki67
の取り込みおよび c-Jun の標的遺伝子
cyclinD1やCD44の発現解析により確認する。
この経内頸静脈的投与がうまくいかないと
きには腹腔内投与など別の脂肪酸投与方法
を検討する。 
（２）飽和脂肪酸投与の大腸発癌における役
割解明 
これまで高脂肪食摂取が大腸発癌を有意に
促進することは数々の論文により証明され
てきたが、飽和脂肪酸の大腸上皮への作用を
報告したものは皆無である。我々は飽和脂肪
投与により上皮細胞の増殖が亢進すること
を確認済みである。本結果は飽和脂肪酸投与
が正常上皮の増殖亢進を介して癌化を促進
する可能性を示唆している。次に飽和脂肪酸
の発癌における関与を明らかにするために
アゾキシメタンによる発癌モデルを用いて
飽和脂肪酸投与が ACF形成促進するのかを確
認する。他の発癌モデルとして、ApcMin マウ
スおよび xenograftモデルを用いた脂肪酸投
与による腫瘍細胞の増殖促進の解析も合わ
せて行う。 
さらに飽和脂肪酸投与をした大腸上皮で JNK
がリン酸化していることをウエスタンブロ
ット解析で確認している。そこで我々は以下
の機序仮説を立て検証することにした。 
脂肪酸はシグナル伝達物質としてその受容
体 TLR4 を介して JNK をリン酸化した結果、
c-Jun/AP-1 転写因子を刺激する。上皮の増殖
亢進機序として、c-Jun 標的遺伝子である
cyclinD1、CD44 などの発現亢進のほか、JNK
とリンクするWntシグナルの関与に注目した。
JNK経路の活性化によりAP-1とWnt両方の標
的遺伝子の発現が亢進する。Wnt シグナルは
腸幹細胞における主要な経路であり、Lgr5
は Wnt の標的遺伝子である。この Lgr5 が脂
肪酸投与によりJNK活性を介して発現亢進し、
細胞増殖が亢進する仮説を立てた。この仮説
検証のために以下の計画を行う。 
① 経内頚静脈的飽和脂肪酸持続投与(+)/投
与(-)それぞれのマウス大腸上皮の蛋白解析
を JNK、c-Jun に関してリン酸化特異的抗体
を用いて行う。さらに転写因子としての AP-1
の脂肪酸による転写亢進は EMSA（ゲルシフ
ト）にても解析する ② 脂肪酸投与(+)/投
与(-)それぞれのマウス大腸上皮陰窩におけ
るリン酸化βカテニン 552（p-βカテニン）陽
性の CBC 細胞数解析。これにより脂肪酸投与
が幹細胞におけるβカテニン活性を制御し
ているかを検証。③ 脂肪酸投与(+)/投与(-)
それぞれのマウス大腸上皮における遺伝子



 

 

発現解析（c-jun、cyclinD1、CD44、axin2、
lgr5）。Lgr5 に関しては PCR、 in situ 
hybridization で解析。④ JNK ノックアウト
マウスに脂肪酸投与して、JNK を介した反応
かの検証。⑤ 受容体 TLR4、GPR120 を介した
メカニズムかどうかの検証のために、それぞ
れの受容体ノックアウトマウスを用いての
脂肪酸投与発癌実験。⑥ 脂肪酸投与による
上皮回転の亢進が可逆性を、脂肪酸投与を中
止したマウスで検証。④⑤の計画が遂行困難
な場合は、JNK 阻害薬および TLR4 アンタゴニ
スト使用による代替実験を検討する。 
本脂肪酸投与研究で仮説として立てている、
大腸発癌で最も主要な経路である Wntシグナ
ルと JNK経路のリンクは非常にインパクトが
高く、他の研究へ与える影響も非常に大きい
と考える。Wnt シグナル関与証明のため、さ
らに下記の解析を行う。 
① 脂肪酸投与(+)/投与(-)それぞれのマウ
ス大腸上皮での JNK 活性と p-βカテニン、
TCF4 発現の解析 
② 脂肪酸投与マウスへ JNK 阻害薬 SP600125
を投与して、p-βカテニン、TCF4 発現解析 
③ 培養大腸癌細胞へ飽和脂肪酸を添加し、
JNK阻害薬を追加してc-Junと TCF4発現を解
析 
④ 培養大腸癌細胞で c-jun をノックダウン
し、飽和脂肪酸を添加して TCF 発現を解析 
⑤ ApcMin マウスの腺腫を用いて共焦点顕微
鏡により c-Jun と TCF4 の発現の局在を検証 
⑥ アゾキシメタン誘発の発癌実験でマウス
屠殺 2 週間前（実験開始から 18 週目）から
経内頚静脈的飽和脂肪酸持続投与を開始し、
得た腫瘍の細胞増殖評価・蛋白解析を行う。
共焦点顕微鏡により c-Junとβカテニンの発
現の局在を検証。 
経内頚静脈的飽和脂肪酸持続投与により大
腸上皮細胞増殖が亢進すること、上皮で JNK
が活性化していることを予備実験で確認し
ており、今回の研究計画が妥当性のあるもの
であることが理解いただけると考える。予備
実験で解析項目を決めているので実現可能
と考えるが、うまくいかない場合、発癌モデ
ルの切り替えや遺伝子発現に関しては網羅
的解析、蛋白に関してはプロテオミックス解
析に切り替えるなどの対応を考えている。 
 
 
４．研究成果 
（１）経静脈投与モデル 
大腸上皮の増殖を BrdU で、またウエスタン
ブロッテイングで JNK、p-JNK を検討した。 
まず、脂肪酸濃度を 600mM、速度を 0.2μl/min

に固定し、投与時間を 24 時間〔図１〕、48
時間、72 時間〔図２〕で検討した。p-JNK は
24 時間、72 時間投与で上昇していたが、デ

ータのばらつきも大きく有意差は認められ
なかった。大腸上皮増殖についても BrdU 染
色では明らかにならなかった。そのため、
600mM で速度を 0.4μl/min に上げ、総投与量
を増加し検討した〔図３〕。しかし、投与量
を２倍にしてもあまりはっきりとした結果
は得られなかった。 
経静脈投与には１匹につき１ゲージ必要で
あり、n 数が確保できないということがあっ
た。1 種類の血中遊離脂肪酸を上昇させるこ
とが可能な、n 数も確保できる他の方法を模
索していたところ、腹腔内投与で１種類の血
中脂肪酸濃度を上昇させる方法に注目した。 
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（２）腹腔内投与モデル 
1 日 1 回、150mM のパルミチン 0.02ml/g を腹
腔内投与した。5 日間連続投与を行い、脂肪
酸投与群で有意に cMyc、CyclinD1 が上昇し
ており、細胞増殖を引き起こしている可能性
が示唆された〔図４〕。 
今後は経静脈持続投与から腹腔内投与に変
更し、投与量、濃度を変更し細胞増殖が最大
となる条件を検討し、その後 TLR4 KO マウス、
JNK KO を使用し検討することで、分子機序に
ついても解明を目指すこととした。 
 

（３）発癌モデルにおける脂肪酸投与の影響
飽和脂肪酸の発癌における関与を明らかに
するためにアゾキシメタンによる発癌モデ
ルを用いて大腸上皮細胞増殖およびそれに
関わる分子発現を検討した。脂肪酸腹腔内投
与により細胞増殖が有意に亢進したが、JNK
活性（リン酸化）は脂肪酸投与で亢進するも
のの有意差は認めなかった。また cMyc や
CyclinD1 の発現にも有意差はなかった。さら
に TLR4 KO マウスを用いた発癌モデルで、脂
肪酸が大腸上皮細胞増殖に与える影響を評

価した。TLR4 KO マウスの大腸上皮の細胞増
殖は脂肪酸投与の有無により差がなかった
〔図５〕。脂肪酸投与における飽和脂肪酸
/TLR4 経路の関与が示唆される結果であった。 
本研究は脂肪酸投与モデルの確立にかなり
の時間を有してしまい、研究計画が一部予定
通り検討できないものがあった。 
ただし、今後脂肪酸の大腸発癌における役割 

〔図５〕 
 
をさらに解明することで欧米食・肥満など生
活習慣を背景として増加している発癌促進
機序が明らかになると考えられ、大腸癌の化
学予防の標的分子の同定につながっていく
ことが期待される。 
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