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研究成果の概要（和文）：短期モデルに微小腫瘍を、長期モデルに腫瘍深部浸潤と脈管内浸潤を確認した。
短期モデルの検討にて、腫瘍性病変は粘膜再生部の組織幹細胞が腫瘍化し、腫瘍腺管が上下へ伸び、分枝・増大
したものと考えられた。微小病変や粘膜下浸潤部、脈管侵襲部にもpSmad2/3L-Thr陽性細胞を確認した。長期モ
デルの主腫瘍部ではE-カドヘリン発現低下（EMT）を認めた。長期モデル腫瘍内のβカテニン核陽性部に多くの
pSmad2/3L-Thr陽性細胞を認めた。
ヒト食道癌・大腸腺腫内癌にpSmad2/3L-Thr陽性細胞を認めた。腫瘍幹細胞の可能性を考えている。進展度、悪
性度に比例し発現が増加する傾向があり解析を継続している。

研究成果の概要（英文）：We confirmed intra-epithelial micro-neoplasias in the short-term model and 
invasive neoplasias over submucosa and with intra-vascular infiltration in the long-term model.
In the short-term model, it was considered that the neoplasias arose from neoplastic transformation 
of tissue stem cells in the mucosal regeneration area, and the neoplastic duct extended and branched
 up and down. pSmad2/3L-Thr positive cells were confirmed in micro-neoplasias, submucosal invasions 
and vascular invasions. E-cadherin downregulation was observed in the main neoplastic area of the 
long-term model. Many pSmad2/3L-Thr positive cells were observed in the nuclear beta-catenin 
positive area of the long-term model.
pSmad2/3L-Thr positive cells were found in human esophageal cancer and colon carcinoma in adenoma. 
We have been considering the possibility of cancer stem cells. The expression of pSmad2/3L-Thr tends
 to increase in proportion to the degree of progression and malignancy, and analysis is continued.

研究分野：消化器内科学（特に消化管）
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  １版

平成

研究成果の学術的意義や社会的意義
（癌）幹細胞に関し現在も多方面から国内外で研究され成果は飛躍的に進歩している。癌幹細胞をターゲットと
した治療法の開発も試みられ、消化器癌治療においても当該分野の研究開発は急務である。
本研究では研究代表者が（癌）幹細胞と細胞周期に関する知見を応用し、独自に発見した抗pSmad2/3L-Thr抗体
を用いての消化管（癌）幹細胞の同定法にて病変の形成・進行のメカニズムを解析するという非常に独創的なア
プローチ方法となっている。
（癌）幹細胞の動態を利用した同定法であるためマウスの他臓器での応用やヒト組織にもそのまま利用でき、多
方面での臨床医学的な有用性も考えられ今後ブレークスルーとなる可能性を秘めている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
⑴ 消化管粘膜には上皮幹細胞が存在し定常状態を維持するための増殖・分化と粘膜障害時の再
生の際に中心的な役割を果たし構造的・機能的恒常性を一定の状態に保っている。これまでの
研究により、各組織における組織幹細胞は多分化能・自己複製能を持つ未分化な細胞で細胞の
分裂サイクルはきわめて遅く、通常は細胞周期の G0期（静止期）にある細胞であると考えられ
てきた。しかし近年、腸管幹細胞マーカーとされる Lgr5 の発見などにより、細胞の分裂サイク
ルの速い組織幹細胞も存在することが提唱され組織幹細胞の概念は多分化能と自己複製能に限
定され解釈されつつある（引用文献①）。特に小腸では Potten らを中心に以前より提唱されて
きた細胞の分裂サイクルの遅い幹細胞（LRCs; label-retaining cells）の存在部位とされる陰
窩底部パネート細胞直上の+4 position の幹細胞マーカーである Bmi1 と細胞の分裂サイクルが
速くパネート細胞の間に存在するとされる CBC（crypt base columnar）細胞の幹細胞マーカー
である Lgr5 の両者が組織幹細胞マーカーとして提唱されている。両者とも多分化能を有し小腸
の全ての細胞に分化するが、どちらがより上流の幹細胞であるかは明らかになっておらず両者
は相補的な関係であることも提唱されている（引用文献②）。 
 
⑵ 一方腫瘍組織においても構成細胞は一様でなく正常組織幹細胞と類似の性質を持った、特に
未分化な少数の細胞集団が存在し悪性腫瘍の増殖・浸潤・転移・再発に重要な役割を果たすと
いう癌幹細胞仮説が癌の進展に重要と考えられるようになった（引用文献③）。腫瘍という分裂
サイクルの早い細胞集団の中にあって、癌幹細胞は分裂サイクルが特に遅く、しばしば G0期に
あるため放射線や抗癌剤といった従来の治療法に対し抵抗性を示すと考えられ、この少数の細
胞集団をターゲットとした治療が新たな癌治療と期待されている。大腸癌の癌幹細胞の起源に
関しては不明なことが多く、正常組織幹細胞が癌幹細胞に転化するという bottom-up 仮説と後
期前駆細胞や早期分化細胞の脱分化から癌幹細胞が生じるとする top-down 仮説の二つの理論
が提唱されている。腫瘍形成の早期において異型細胞は陰窩表層に認められることや、大腸癌
モデルラットにおける前駆病変と考えられる Aberrant crypt foci（ACF）と呼ばれる異型細胞
集団は大腸粘膜表層に認められることから、組織学的な観点からは大腸癌において top-down
仮説が支持されている（引用文献④）。しかし、慢性炎症等により細胞が脱分化し幹細胞的特性
を獲得すれば、正常組織幹細胞や分化した細胞のどちらにおいても腫瘍原性変異を起こし得る
ため両仮説は排他的なものではないとも考えられている（引用文献⑤）。 
 
⑶ 細胞周期の移行はセリン/スレオニンキナーゼの CDK、CDK と結合し酵素活性を発現させる
cyclin、CDK inhibitor により制御されている。CDK4・cyclinD 複合体は、癌抑制遺伝子の一つ
である Rb 蛋白をリン酸化し細胞増殖抑制作用を抑制することにより細胞周期進行や癌化に関
与している。一方 Rb 蛋白以外では Smad3 をリン酸化し、G0・G1 期から S 期への進行に関与し
ている（引用文献⑥）。さらに CDK4 は G0 期にある CD34 陽性の造血幹細胞中に複数存在する CDK
の中で唯一認められ G0 期にある幹細胞が細胞分裂し始める際に重要な働きを持つとされてい
る（引用文献⑦）。 
 
⑷ Smad2 および Smad3（Smad2/3）は MH1・MH2 のドメインと間を繋ぐリンカー部から構成され
る。TGF-β受容体は Smad2/3 の C 末端をリン酸化し細胞増殖を抑制し、ERK・JNK 等の MAP キナ
ーゼや CDK4 は Smad2/3 のリンカー部のセリン・スレオニンをリン酸化して細胞増殖を促進する
（引用文献⑧）。 
 
２．研究の目的 
 CDK4にてリン酸化されSmad2/3の細胞増殖作用に最も影響するリンカー部スレオニンがリン
酸化された Smad2/3（pSmad2/3L-Thr）を認識する抗体を用い pSmad2/3L-Thr が分裂周期に
re-entry しようとする G0 期上皮幹細胞のマーカーになることを食道、胃、小腸・大腸におい
てこれまで報告した。さらには大腸炎症性発癌モデルマウスの腫瘍部にも上皮幹細胞と同様の
性質を持つ pSmad2/3L-Thr 陽性細胞が存在し癌幹細胞マーカーになり得ることも報告した。本
研究では、これまでの研究成果を発展させ pSmad2/3L-Thr にて同定した正常組織幹細胞と癌幹
細胞を抽出し両幹細胞の共通・相違点を明らかにする。また大腸炎症性発癌モデルマウスの各
病期における pSmad2/3L-Thr 陽性細胞を検討することにより癌幹細胞・浸潤・転移・上皮間葉
移行（EMT）を念頭に置いた癌化・癌の進展メカニズムの解析が可能であると考えている。同様
の手法によりヒト潰瘍性大腸炎・腸炎関連大腸癌・その他の消化管悪性腫瘍にても pSmad2/3L
発現を中心に検討し病態解析や治療法確立に寄与することが出来ると考えている。 
 
３．研究の方法 
 
⑴ 5 週齢の雄 ICR マウスに 10 mg/kg の AOM を腹腔内投与し、1週後から 2% DSS を 7日間自由
飲水させる。実験開始 4〜6 週後（短期モデル）と 30週後（長期モデル）に検体を採取する。
解剖時は実体顕微鏡を用い、大腸腫瘍の肉眼所見（腫瘤のサイズ・個数・拡がり）により腫瘍
の発生・浸潤や他臓器への転移病変の有無を評価する。 
 



⑵ HE 標本を作製し、短期モデルでは前述の ACF・微小腫瘍性病変・粘膜内癌の形成を、長期モ
デルでは病変の粘膜下層以下深部への浸潤を確認する。ACF の粘膜内進展の観察により、この
モデルにおける癌幹細胞の発生部位が推測できる。 
 
⑶ 無染標本を作製し、切片をこれまでの手法同様 pSmad2/3L-Thr と Ki67 または CDK4 に対する
抗体を用いて蛍光二重免疫染色を施行する。当研究では短期モデルの前駆・早期病変内に
pSmad2/3L-Thr 陽性細胞が存在することを確認する。さらに蛍光免疫染色後の切片をそのまま
HE染色することにより明視野にて腫瘍内のpSmad2/3L-Thr陽性細胞を確認し分布や特徴を解析
する。 
 
⑷ 微小病変が腫瘍の前駆・早期病変であることを確認するため、病変部に Ki67・βカテニン
（核・細胞質）・cyclinD1・Sox9 陽性細胞がびまん性に存在することを免疫染色にて確認する。 
 
⑸ 病変内 pSmad2/3L-Thr 陽性細胞が腫瘍細胞で間質細胞や粘膜内浸潤した免疫細胞でないこ
とを確認する。正常細胞では細胞膜に発現し、腫瘍細胞では核・細胞質に異常蓄積が観察され
るβカテニンと pSmad2/3L-Thr に対する抗体を用いて蛍光二重染色を施行し pSmad2/3L-Thr 陽
性細胞は核・細胞質にβカテニンが陽性となることを確認する。 
 
⑹ 長期モデルでは腫瘍のサイズ・個数は増大し脈管や深部への浸潤も進行すると考えられる。
早期モデル同様 pSmad2/3L-Thr 陽性細胞による癌幹細胞の解析とともに、癌の増殖に加え深部
浸潤や転移に関係するとされる EMT マーカー（E-カドヘリン発現低下・ビメンチン発現亢進）
を免疫染色で確認する。 
 
⑺ pSmad2/3L-Thr 陽性細胞における各種蛋白・遺伝子発現（特に細胞増殖、Smad 周辺のシグナ
ル伝達関連）を炎症部（非腫瘍部）大腸粘膜と腫瘍部の差異に注意し特徴を明らかにする。 
 
⑻ 内視鏡的な腫瘍病変の治療時に採取・摘出された組織標本（正常消化管組織と各消化管腫瘍
組織）を利用し、免疫染色にて pSmad2/3L-Thr 陽性細胞を検出する。マウスにて確認された陽
性細胞の性状や分布をヒト病変においても確認し病態解明や治療法開発の足がかりにする。 
 
４．研究成果 
 
⑴ 短期モデルでは早期の微小腫瘍性病変形成を確認した。長期モデルでは粘膜下層以下への深
部腫瘍浸潤と脈管内（血管・リンパ管）腫瘍浸潤を確認した。10, 20 週のモデルに比べ、長期
モデルでは有意にこれらの所見の頻度が増加していた。 
 
⑵ 短期では、多数の微小腫瘍性病変（200μm 以下）が粘膜上方に存在することを確認した。
この結果より腫瘍性病変の初期発生部位は正常腺管上方(top-down)と考えていた。しかし、特
に 1〜3 腺管の mono, di, tri-cryptal neoplasia の観察にても、正常腺管と連続する腫瘍性病
変は全く認められなかった。腫瘍の全体像を正確に把握するため 3μmの連続切片による詳細な
検討を行ったところ、粘膜固有層内の炎症・線維化が強く炎症性粘膜の上皮再生部である上皮
上方に正常腺管とは独立した腫瘍が出現しており、粘膜再生部の組織幹細胞が腫瘍化し、腫瘍
腺管が上下へ伸び、分枝・増大すると考えられた。炎症の強い部位に腫瘍化が始まるという理
論に合致した所見であった。 
 
⑶ 短期モデル微小病変や長期モデル粘膜下浸潤部、脈管侵襲部は Ki67・βカテニン・
cyclinD1・Sox9 が陽性の腫瘍性病変であることを確認した。微小病変、粘膜下浸潤部、脈管侵
襲部にも Ki67 陰性、CDK4 強陽性の pSmad2/3L-Thr 強陽性細胞を確認できた。この細胞はβカ
テニン陽性の腫瘍細胞であり、以前の検討における 10〜20 週の腫瘍病変内に認められ腫瘍幹細
胞と考えた pSmad2/3L-Thr 強陽性細胞と同様の細胞と考えられ、長期モデルでは腫瘍転移に関
わると考えられた。 
 
⑷ 長期モデルでは、腫瘤部の E-カドヘリン発現低下、ビメンチン発現亢進を認め、EMT(上皮
間葉転換)の所見であった。粘膜下浸潤部、脈管侵襲部では Ki67 発現が上皮内腫瘍部と比較し
有意に低下していた。長期モデルではβカテニン核陽性部が多数認められ、その中に多くの
pSmad2/3L-Thr 強陽性細胞が認められ、腫瘍幹細胞に合致する所見であった。  
 
⑸ 内視鏡的に切除されたヒト食道癌・大腸腺腫内癌を利用し、免疫染色にて pSmad2/3L-Thr
陽性細胞を検出した。マウスにて確認された陽性細胞とほぼ同様の性質を示しており、腫瘍幹
細胞の可能性を考えている。また進展度、悪性度に比例して発現が増加する傾向があり、現在
も解析を継続中である。 
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