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研究成果の概要（和文）：ラット及びマウスの大腸化学発がんモデルとハムスター及びマウスの
膵臓発がんモデルの腫瘍組織において、OPNaの顕著な発現上昇が認められた。OPN欠損が大腸発
がんに及ぼす影響は明らかではなかったが、マウス膵臓発がんモデルにおいてはOPN欠損により
発がん率及び発生個数の減少が認められたことから、OPNが一部のがんへの進展、浸潤等に関与
しており、発がん抑制のターゲットとなりうることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Marked elevation of OPNa expression was observed in tumor tissues 
of chemically-induced colon carcinogenesis model in rats and mice and of pancreatic 
carcinogenesis models in hamsters and mice. Effect of OPN deficiency on colon 
carcinogenesis was not evident, but pancreatic cancer incidence and multiplicity were 
decreased by OPN deficiency in mouse pancreatic carcinogenesis model. The results 
suggest that OPN is partly involved in cancer development and invasion, and could be a 
target for cancer prevention. 
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１．研究開始当初の背景 
OPN は、骨形成や T-cell の活性化等に関わ
っている分泌型のリン酸化糖蛋白質で、カル
シウムと結合能がある他、細胞接着配列を有
していて、インテグリンと結合し、細胞の接
着や遊走に関与する（Kazanechi,	
 C.C.,	
 et	
 
al.,	
 J.	
 Cell.	
 Biochem.,	
 2007	
 (review)）。
OPN は、大腸がんや膵臓がんを含め、多様な
がんで発現が上昇しており、マトリックスメ

タロプロテアーゼ(MMPs)の活性化等を介し
てがんの悪性化に関与していると考えられ
ている（Rangaswami,	
 H.,	
 et	
 al.	
 Trends	
 Cell	
 
Biol.,	
 2006	
 (review)）。OPN の発現は、
Ras-activated	
 enhancer や Tcf-4、ｃ-Jun
等により制御される（Denhardt,	
 D.T.,	
 et	
 
al.,	
 Clin.	
 Experim.	
 Metastasis,	
 2003）。
がん以外にも、糖尿病や動脈硬化の病態に関
わっており、最近では、肥満者の内臓脂肪や
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血清中の OPN レベルが高いという報告もあ
る（Kiefer,	
 F.W.,	
 et	
 al.,	
 Endocrinology,	
 
2008）。一方、近年の生活習慣の変化により、
高脂肪食や運動不足などが肥満を介して大
腸がんや膵臓がん等の発生を増加させてい
ると考えられている。申請者らはメタボリッ
クシンドロームの発がんへの関わりについ
て実験動物モデルを用いて研究しており、こ
れまでにハムスターにおける高脂血症が膵
臓がんの発生に促進的に働いている可能性
を示してきた（ Takeuchi,	
 Y.,	
 et	
 al.,	
 
Carcinogenesis,	
 2007 ）。 そ し て 、
N-nitrosobis(2-oxopropyl)amine	
 (BOP) 誘
発ハムスター膵臓発がんにおいて、がん組織
および血清中で増加している因子を検索し
たところ、OPNの発現が顕著に上昇しており、
がん組織では正常組織とは異なる分子量の
OPN が存在することを見い出した（未発表デ
ータ）。Azoxymethane	
 (AOM)誘発ラット大腸
腫瘍においても OPN の強い発現上昇を認め、
さらに、前がん病変である aberrant	
 crypt	
 
foci	
 (ACF)の一部でもOPNが発現上昇してい
ることを見出した（未発表データ）。	
 
	
 最近、ヒトの乳がん及び膵臓がんで OPN の
スプライシングバリアントの OPNc ががん組
織特異的に発現していることが報告されて
いる（Mirza,	
 M.,	
 et	
 al.,	
 Int.	
 J.	
 Cancer,	
 
2008;	
 Sullivan,	
 J.,	
 Surgery,	
 2009）。また、
スプライシングによる分子量の違いとは別
に、翻訳開始点の違いにより N末が欠けて分
泌型から細胞内型となっているOPNのアイソ
フォームがあることも報告されている
（Shinohara,	
 M.,	
 et	
 al.,	
 Proc.	
 Natl.	
 Acad.	
 
Sci.,	
 2008）。さらに、OPN は MMP3、MMP7、
MMP9 等の基質となって、短い断片を生じるこ
とがわかってきており、それらががんの悪性
化に寄与していることが示唆されている
（Agnihotri,	
 R.,	
 et	
 al.,	
 J.	
 Biol.	
 Chem.,	
 
2001;	
 Takafuji,	
 V.,	
 et	
 al.,	
 Oncogene,	
 
2007）。しかしながら、大腸や膵臓の動物発
がんモデルにおけるOPNの発現に関する報告
はこれまでになく、その発がん初期過程にお
ける重要性は明らかではなかった。	
 
	
 
２．研究の目的 
オステオポンチン(OPN)は、多様ながんで発
現が上昇しており、がんの悪性化に関与して
いると考えられているが、発がんの初期過程
における重要性は未だ明らかではない。また、
最近、ヒトの乳がんや膵臓がんでがん組織特
異的にスプライシングバリアントの OPNc が
発現していることが報告されたが、その発現
メカニズムやがん特異的な機能は未だよく
解っていない。本研究では、大腸及び膵臓発
がん過程における OPN 及びそのスプライスバ
リアントの発現を動物モデルを用いて調べ、
その役割について検討する。また、発がん初

期過程における OPN の重要性を OPN 欠損マウ
スを用いた大腸および膵臓発がん実験によ
り検証する。さらに、がん細胞における OPN
およびそのスプライスバリアントの発現制
御およびその下流のシグナルについて、培養
細胞を用いて解析を行い、OPN およびそのス
プライスバリアントががん予防のターゲッ
トとして有用であるかどうかについて検討
することを目的とする。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
（1）大腸及び膵臓の化学発がんモデルにおけ
るOPN及びスプライスバリアントの発現に関
する解析	
 
大腸及び膵臓発がんにおけるOPNa及びOPNb、	
 
OPNcの発現をラットやマウスにおけるAOM誘
発大腸発がん実験、ハムスターのBOP誘発膵臓
発がんモデルと遺伝子改変マウス膵臓発がん
モデルを用いて解析した。標的臓器の正常組
織および腫瘍におけるOPN	
 およびスプライシ
ングバリアント、MMPs等の遺伝子及び蛋白質
の発現についてRT-PCR、ウェスタンブロット
により調べた。また、免疫組織染色により、
がん組織におけるOPN発現細胞やその細胞内
局在について調べるとともに、前がん病変で
の発現について調べた。	
 
（2）大腸発がんにおけるOPN欠損の影響の解
析	
 
OPN欠損マウスにおけるAOM誘発マウス大腸発
が ん 実 験 を 行 っ た 。
OPN(+/+),OPN(+/-),OPN(-/-)の各遺伝子型の
マウスに大腸発がん物質であるAOMを10	
 
mg/kg体重の用量で8週齡時より週1回、6週間
腹空内投与し、30週齡時に解剖して大腸の前
がん病変及び腫瘍の発生状況について解析し、
OPN欠損が大腸発がん過程に及ぼす影響を調
べた。	
 
（3）膵臓発がんにおける OPN 欠損の影響の
解析	
 
膵臓特異的K-rasトランスジェニックマウス
K-ras(+/G12D)ptf1a(+/Cre)にOPN欠損マウス
を交配し、OPN欠損の膵臓発がんへの影響を調
べた。K-ras(+/G12D)ptf1a(+/Cre)OPN(-/-)
マウス及び
K-ras(+/G12D)ptf1a(+/Cre)OPN(+/-)マウス
における膵臓の前がん病変及び膵臓がんの発
生をK-ras(+/G12D)ptf1a(+/Cre)OPN(+/+)マ
ウスと比較した。	
 
（4）がん組織を用いた、膵臓発がん過程にお
けるOPNの下流因子の解析	
 
上記動物実験の25週齡時のマウス膵臓組織に
おける遺伝子発現の違いをcDNAアレイ解析に
よって調べ、さらに半定量的RT-PCR解析を行
なった。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（1）大腸及び膵臓の発がん過程における OPN



及びスプライスバリアントの発現	
 	
 
○1 .ラット及びマウスにおける AOM 誘発大腸
発がん実験において得られた大腸の正常粘
膜および腫瘍における OPN	
 およびスプライ
シングバリアントの遺伝子発現を解析した
結果、ラットでは非がん部粘膜でも OPNa の
発現は認められ、がん組織では顕著な発現上
昇（50 倍以上）が見られた。一方、OPNb は
がん組織でのみ発現が認められ、OPNc の発現
は認められなかった。マウスモデルでは非が
ん部粘膜では OPNa,b,c の発現はいずれも認
められず、がん組織で OPNa の発現のみ認め
られた。	
 
○2 	
 膵臓組織における OPN 遺伝子発現を解析
した結果、BOP 非投与ハムスターの正常膵臓
でも、OPNa の発現は認められるが、BOP 投与
群の非がん部膵臓組織ではその発現が上昇
し、がん組織では顕著な発現上昇が見られた。
一方、OPNｂ及び OPNc は、OPNa に比べると非
常に発現レベルは低いものの、がん組織での
み発現が認められた。マウスモデルでは、正
常コントロールマウスの膵臓に比べ、膵臓に
病変のある K-ras 変異体発現マウスで OPNa
の顕著な上昇が見られ,さらにがん組織で発
現が上昇した。OPNｂ及びOPNcの発現はK-ras
変異体発現マウスのみで見られ、やはり	
 
OPNa	
 に比べると非常に低いものの、OPNb	
 で
は主にがん組織で、	
 OPNc	
 は非がん部および
がん組織で検出された。また、OPNc の発現は
K-ras 変異体発現マウスでのみ認められた。	
 
	
 免疫染色による OPN 蛋白質発現解析の結果、
正常膵臓でも腺房細胞全体に低レベルの発
現が見られ、ハムスターでは腺房細胞やラン
ゲルハンス島でやや高い発現が見られた。が
ん組織では、がん細胞および間質の線維芽細
胞で発現しており、マクロファージで強い発
現が認められた。マウスの正常膵臓では腺房
細胞での弱い発現に加え、腺房中心細胞や介
在部、小葉内導管で強い発現が認められた。
K-ras 変異体発現マウスでは、腺房細胞が導
管に化生を起こす時に発現が高まり、前がん
病変の PanIN-1 や 2 ではいったん発現が低下
した。そして異型度が増して PanIN3 になる
と再度発現が上昇する様子が観察された。	
 
	
 
（2）	
 OPN 欠損が大腸発がん過程に及ぼす影
響を AOM 誘発マウス大腸発がんモデルにおい
て調べた結果、前がん病変の ACF の生成数は
雄 OPN（+/+）41.5±18.1、OPN(+/-)34.2±16.1、
OPN(-/-)33.7±14.0、雌 OPN(+/+)	
 45.8±19.3、
OPN(+/-)46.9±7.6、OPN(-/-)47.1±12.9 個
で、有意差はみられなかった。また、大腸腫
瘍 の 発 生 率 は 、 雄 OPN(+/+)4/12 、
OPN(+/-)4/19 、 OPN(-/-)3/10 、 雌
OPN(+/+)3/12、OPN(+/-)0/14、OPN(-/-)2/15
で あ り 、 発 生 個 数 も OPN(+/+) に 比 べ
OPN(+/-),OPN(-/-)でやや低かったが、有意

差は認められなかった。	
 	
 
	
 
（3）膵臓特異的K-rasトランスジェニックマ
ウスにOPN欠損マウスを交配し、OPN欠損の膵
臓病変発生への影響を調べた結果、25週齡時
において、Intraductal	
 papillary	
 mucinous	
 
adenomaの発生率は、OPN(+/+)	
 94%、OPN(+/-)	
 
92%、OPN(-/-)	
 83%で有意差は見られなかった
が、発生個数はOPN(+/+)に比べOPN(+/-)で約
半分、(-/-)で5分の1であり、OPN欠損により
有意に減少した。直径１mm以上の
adenocarcinomaの発生率はOPN(+/+)で28％で
あったのに対し、OPN(+/-)では6％。OPN(-/-)
では0％であり、顕著に低下した。直径1mm未
満のものも含めたadenocarcinomaの発生率及
び発生個数もOPN欠損で有意に減少した。	
 
	
 
（4）上記動物実験の 25 週齡時のマウス膵臓
組織における遺伝子発現の違いを調べた結
果 、 OPN の 発 現 は
K-ras(+/G12D)ptf1a(+/Cre)OPN(+/-)では 3
分 の 1 程 度 に 減 少 し 、
K-ras(+/G12D)ptf1a(+/Cre)OPN(-/-)では発
現が認められないことを確認した。これに伴
い、浸潤等に関わる MMP7、MMP2、MMP13、接
着等に関わる Gja1(Cx43)、増殖や抗アポトー
シスに関わる COX-2、Bcl-2、cyclinD1 の発
現の低下が認められた。また、マクロファー
ジ抗原やケモカインの CCL2(MCP1)、EMT 誘導
に関わる TGFβ1 や Snail の発現も低下率は
あまり高くはなかったもののホモ欠損で有
意に低下していた。一方、MMP9、CD44v1、IL-12、
IL-10 等は OPN との関連が示唆されている遺
伝子であるが、発現レベルに有意差は見られ
なかった。	
 
	
 
	
 以上より、膵臓発がん過程において OPN は
前がん病変の発生には必須ではないが、がん
への進展、浸潤等に関与しており、OPN の発
現抑制によりがんの進展が抑制されること
が示唆された。	
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