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研究成果の概要（和文）：炎症性腸疾患関連腫瘍が低分化で予後不良である一因を明らかにするため、特異的バ
イオマーカーであるOlfactomedin4(OLFM4)の関与を検索した。OLFM4はfrizzled7と結合してWNT/β-cateninを抑
制する可能性が示唆された。OLFM4はexosome分泌され、活性化型β-cateninの発現低下、上皮間葉連関(EMT)マ
ーカーの発現低下をきたすこと、UC関連腫瘍炎症巣におけるOLFM4発現が腫瘍化に従って低下し、腫瘍悪性度と
の因果関係が示唆された。exosomeを介したOLMF4がWNTを介してEMTを抑制することがUC関連腫瘍の悪性度特性に
関与する可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the poorer differentiation and prognosis of inflammatory bowel 
disease related tumor, we analyzed the association of biomarker OLMF4. OLFM4 binds frizzled-7, which
 would lead the suppression of WNT/beta-catenin pathway. OLMF4 was secreted in exosome, and exosomal
 OLMF4 inhibited the expression of activated form of beta-catenin and EMT markers. Expression of 
OLMF4 in inflammatory foci of UC-related tumors was reduce along with the tumorigenesis, which 
suggests the relationship with the malignancy of tumors. It is possible that suppression of EMT by 
OLMF4 secreted in exosome would be the cause of the malignant potential of IBD related tumor.

研究分野： 人体病理学

キーワード： 炎症性腸疾患　潰瘍性大腸炎　悪性腫瘍　Olfactomedin-4　OLFM4

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
潰瘍性大腸炎及びクローン病は若年発症の難病炎症性腸疾患(IBD)で、患者数は増加している。長期罹患により
悪性腫瘍を多発発症すると共に、通常型大腸癌に比して低分化で悪性度が高いことが知られているが、その機序
は明らかになっていない。今回の研究成果は、申請者がこれまでに明らかにしてきたIBD特異的バイオマーカー
であるOLFM4(olfactomedin-4)が、IBD関連腫瘍の高悪性度特性に関わっていることを明らかにするもので、特に
exosome型分泌が関与することを明らかにしたことは学術的にも新機軸である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 潰瘍性大腸炎の炎症バイオマーカーとしての OLFM4 の発見と解析 
難治性疾患である炎症性腸疾患(inflammatory bowel disease; IBD)の原因同定及び悪性腫瘍併発リス
クの軽減のため、申請者らは潰瘍性大腸炎(ulcerative colitis; UC)で特異的発現上昇する olfactomedin 
4(OLFM4)を同定し、UC における炎症バイオマーカーとしての役割を明らかにしてきた。IBD の一つで
あるクローン病(Crohn disease; CD)でも OLMF4 は高発現していたが、本年度迄の研究課題推進（平成
27〜29 年度基盤研究 C）により、UC における OLFM4 発現は NF-κB を介して腸粘膜表層で発現す
るのに対して、CD では AP-1 を介した、陰窩深部増殖帯で発現が主体の異なる発現経路が明らかにな
った(図 1；投稿中。2015 年第 104 回日本病理学会総会発表)。またこれに基づいた UC, CD 生検材料
を用いた解析で、活動性炎症を示す大腸生検材料で、「OLFM4 発現及びリン酸化 NF-κB 発現 15％
以上」は UC を CD から感度 93.6%、特異度 82.8%で判別し得た。OLFM4 は正常腸上皮細胞陰窩増殖
帯における発現と stemness との関連が報告されており(VanDussen,et al, Development 2012)、AP-1 系
依存性 OLFM4 発現との関連が示唆される。一方、OLFM4 欠損はマウスで APC 依存性発癌を促進し、
OLFM4 は細胞外に分泌され Frizzled7 に結合・Wnt 系を阻害することにより、腫瘍発生を抑制する可能
性が報告されている。 
 
(2) 炎症性腸疾患関連癌の特異性 
UC は長期罹患で高頻度に関連腫瘍(UC-associated carcinoma; UCAC)発生することは広く知られてお
り(Kim,et al, World J Gastroenterol, 2014)、その組織型にも通常型孤発細胞癌(sporadic colorectal 
cancer; SCRC)と比して低分化・粘液産生が目立ち(Mikami, et al. Diag Pathol, 2011, Watanabe, et al. 
Inflamm Bowel Dis, 2011)、ひいては予後不良な結果をきたすと考えられる(Mikami, et al. Diag Pathol, 
2011, Higashi, et al. Anticancer Res 2011)。CD も多発性の関連腫瘍を併発し，UCAC 同様に低分化あ
るいは浸潤性の高い症例を申請者は経験してきている。UCAC が SCRC に比して特異的な形態を示し、
悪性度が高いことは慢性炎症を背景とした発癌の発症機構と併せて学術的興味を大いに駆り立てられ
るとともに IBD 治療の観点から医学的課題として捉えられる。 
 
 
２．研究の目的 
上記、研究背景により、「IBD を背景とした慢性腸疾患からの発癌がなぜ悪性度が高いのか？」
「UCAC の発症及び高悪性度は OLFM4 との因果関係があるか？」の問いが導かれる。本研究
では、これを解明すべく、「炎症性腸疾患関連癌の病理学的特異性を潰瘍性大腸炎の炎症バイオ
マーカーOLMF4 機能の観点から分子病理学的に探索し、その発生機序と高悪性度機序を解明す
る」ことを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) OLMF4 の exosome 型分泌と EMT 抑制機能 
UCAC 由来細胞株(UCCA24, UCCA25, UCCA3)及び SCRC 由来
細胞株(HCT116)等を用いた in vitro 解析  
–  Western blotting, Dot blot, 免疫沈降法 
- 細胞増殖能解析、遊走能解析(scratch assay) 
- Exosome回収(Qiagen, Exo Easy Maxi Kit)とexosome処理 
 
（2）UCAC 腫瘍巣及び非腫瘍部炎症巣における in situ 解析 
 - 免疫組織化学：OLMF4, beta-catenin, E-cadherin, Slug 
 
(3) 潰瘍性大腸炎炎症活動性評価と OLMF 発現 
- Matts grade, Riley grade, Geboes score 
 

  

図 1 培養上清中の OLFM4 発現. 上: western 

blot, 中: dot blot, 下: 免疫沈降 

図 2 exosome 中の OLFM4. blot, 下: 

免疫沈降 

図 3 UCCA25 由来 exosomes 処理後

の UCCA3, UCCA25 における



 
４．研究成果 

我々はexosome型の分泌機構の可能性を培養細胞を用

いたexosome内のOLFM4を同定することで示すことが

できた。UC関連大腸癌細胞株における培養上清中に

OLFM4が分泌される（図1, 上, 中）とともに、免

疫沈降法でOLFM4はfrizzled-7と結合していることが

明らかとなった（図1, 下）。また、UC関連癌細胞

株培養上清から回収したexosome中にOLFM4を確認

した（図2，CD63, CD9はexosomeマーカー）。回収

したexosomeを別の細胞株に処理すると、活性化型

β-cateninの発現低下、上皮間葉連関(EMT)マーカー

の発現低下をきたすことを確認した（図3）。さら

に、exosome処理により、細胞増殖（図4）及び遊走能

（図5）も低下した。 

免疫組織化学的解析によって、孤発性大腸癌(sCRC)にお

けるOLFM4発現とβ-catenin核内移行は逆相関することが

示され(図6, 表1)、簇出も逆相関していた（図7）。UC

関連腫瘍では炎症巣におけるOLFM4発現が腫瘍化に従っ

て低下しており、UC関連腫瘍の悪性度との因果関係が

示唆された。UC関連腫瘍先進部ではOLMF4発現低下とβ-

catenin核内移行・E-cadherin発現低下が相関し、腫瘍先

進部簇出とEMTマーカーの正相関、OLFM4発現との

逆相関が認められた（図8、9）。生検炎症巣での評

価では、OLFM4発現は古典的なMattsスコアと相関す

るが、Geboesスコアでは低スコア領域と特に相関す

ることが明らかとなった(図10〜図12)。 

 

 

 

 

 

図 4 exosomes 処理に伴う細胞増殖 

図 5 exosomes 処理に伴う遊走能 

図 6 SCRC における OLFM4 と各マーカー 

表 1 大腸癌各スポットにおける評価 

図 7 大腸癌各スポットにおける評価 

図 8 非腫瘍部評価 



 

 

以上から、exosomeを介した

OLMF4がWNTを介したEMTを抑制

していることが考えられ、UC関連

腫瘍の悪性度特性に関与する可能

性があると共に、UCの異形成を含

む早期病変の評価に寄与する可能

性があることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

図 10 UC 炎症巣における Matts スコアと OLFM4 発現 

図 9 孤発性大腸癌と UC 関連腫瘍 

図 11 Riley score と OLMF4 発現 

図 12 Geboes score と OLMF4 発現 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 12 Geboes score と OLMF4 発現 
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