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研究成果の概要：炎症を背景とする大腸がん発生および進展における一酸化窒素（NO）のジェ

ネティック作用とエピジェネティック作用を検討する目的で研究を行った。本研究により、炎

症を背景とする大腸がん発生および進展において、NOは大腸がんの発生初期段階では主にジェ

ネティックな変化に関与し、がんの進展過程ではエピジェネティックな変化に関与する可能性

が示唆された。これらの成果は炎症を背景とするがん発生への NOの産生制御を利用した発生予

防への応用に役立つものと考える。 
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１．研究開始当初の背景 

 がんの発生、進展には複数のがん関連遺
伝子の突然変異や欠失などのジェネティッ
クな変化と、DNA メチル化をはじめとするエ
ピジェネティックな変化が関与すると考え
られている。近年急速な増加が問題となっ
ている潰瘍性大腸炎（UC）などの炎症性腸
疾患を背景とする大腸がん（colitic 
cancer）の発生においても、ジェネティッ
クな変化およびエピジェネティックな変化
の関与が示唆されており、これらを解析す
ることは極めて重要な課題といえる。一方、

ヒト炎症性腸疾患では、大腸粘膜における
一酸化窒素（NO）産生の増加、誘導型 NO合
成酵素（iNOS）遺伝子の発現増強、腸管粘
膜上皮での iNOS 陽性細胞の増加など、NO
の関与が報告されており、NOによるcolitic 
cancer 発生への関わりが注目されている。 

 NO はその代謝過程でフリーラジカルやニ
トロソアミンを生成し、DNA 傷害や突然変異
などのジェネティックな変化を引き起こし
発がんに関与していると考えられてきたが、
p53関連遺伝子であるp14ARFのメチル化亢進、
CpG island のメチル化亢進などのエピジェ
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ネティックな変化にも関与することが報告
されている。炎症関連大腸発がんにおいて
も、NOによるジェネティック作用およびエ
ピジェネティック作用が関わっていること
が考えられるが、その作用機序については
未だ不明な点が多い。 

 我々は、ヒトの colitic cancer に類似し、
短期間で高頻度に大腸がんを誘発できる、
炎症を背景とした ICR マウス大腸発がんモ
デルおよび ApcMin/+（Min）マウス大腸発がん
モデルを作出し、炎症反応による大腸発が
んへの関わりについて解析を行ってきた。
その中で、発がん初期の段階で大腸粘膜お
よび大腸がん前駆病変部でNO損傷の指標と
されるニトロチロシンの発現が著明に増加
すること、また発生した大腸腫瘍において
iNOS 発現が著明に増加すること、iNOS の
mRNA レベルは発がんおよび進展のいずれの
段階でも高く維持されていることなどを観
察しており、炎症を背景とする大腸発がん
においてNOの産生が重要な役割を担ってい
ることを見出している。さらに、ICR マウス
大腸発がんモデルで発生した腫瘍ではβ
-catenin 遺伝子変異が高頻度に認められる
が、Min マウス大腸発がんモデルで発生した
腫瘍では発がん関連遺伝子（β-catenin、
p53、K-ras）の変異は認められないことか
ら、炎症を背景とするマウス大腸発がんモ
デルにおいてはジェネティックな変化のみ
ならず、エピジェネティックな変化も大腸
がん発生に深く関わっている可能性が考え
られる。 
 

２．研究の目的 

 本研究では、炎症を背景とする大腸発が
んにおけるNOのジェネティック作用および
エピジェネティック作用を解明することを
目的に、iNOS 欠損マウスと野生型マウスあ
るいはiNOS欠損MinマウスとMinマウスと
の発がん感受性の相違を検討し、炎症を背
景とする大腸発がんにおけるNOの関与を検
討した。また、発生した腫瘍や非腫瘍性病
変における発がん関連遺伝子（β-catenin、
p53、K-ras）の変異、タンパク質の発現異
常、DNAメチル化を中心に病理学的、分子生
物学的な解析を行い、炎症を背景とする大
腸がん発生におけるNOのジェネティック作
用およびエピジェネティック作用を検討し
た。さらに、iNOS 特異的阻害剤による炎症
関連大腸がんの修飾作用を検討し、大腸発
がん過程における NO の関与時期の解析、
iNOS 特異的阻害剤による発がん修飾作用の
可能性について検討した。 

 

３．研究の方法 

(1) iNOS 欠損マウスおよび野生型マウスを
用いた炎症関連大腸がんの誘発および

病変の解析 

 iNOS 欠損マウスおよび野生型（C57BL/6J）
マウス（5 週齢）に大腸がん誘発物質であ
る Azoxymethane(AOM)10 mg/kg 体重を単回
腹腔内投与し、AOM 投与後 1週目から 1% DSS
を 1週間飲水投与し、大腸がんを誘発した。
動物は実験開始から 20週目に屠殺し、採血、
大腸の摘出等を行った。摘出した大腸組織
は、病理組織化学的解析、免疫組織化学的
解析、ジェネティックおよびエピジェネテ
ィックな変化の解析に供した。 

 
(2) iNOS 欠損マウス/Min マウスおよび Min

マウスを用いた炎症関連大腸がんの誘発 

 iNOS 欠損マウス/ Min マウスおよび Min
マウスによる発がん感受性の相違を観察す
るために、各マウス（７週齢）に 1% DSS を
1週間飲水投与した。DSS 投与後、4週目に
各マウスを屠殺し、採血後大腸を摘出し、
(1)と同様の解析に供した。 

 
(3) AOM/DSS 誘発炎症関連大腸発がんモデル

を用いた選択的 iNOS 阻害剤による修飾作
用 

 C57BL/6J マウス（5週齢）に AOM（10 mg/kg
体重）を単回腹腔内投与し、AOM 投与後 1
週目から 1% DSS を 1週間飲水投与し、大腸
がんを誘発した。DSS 投与後 1週から選択的
iNOS 阻 害 剤 1,3-phenylenedi-2,1 
-ethanediyl ester (1,3-PBIT)を 10 ppm ま
たは 50 ppm の濃度で混餌投与した。動物は
実験開始から 20週目に屠殺し、採血後大腸
を摘出し各種解析に供した。 

 
(4) Min マウス炎症関連大腸がんモデルを用

いた選択的 iNOS 阻害剤による修飾作用 

 Min マウス（7 週齢）に 2% DSS を 1 週間
飲水投与し大腸がんを誘発した。DSS 投与 1
週間前から選択的 iNOS 阻害剤（ONO-1714）
を 50 ppm または 100 ppm の濃度で混餌投
与した。DSS 投与開始後 4 週目に各マウス
を屠殺し、採血後大腸を摘出し各種解析に
供した。 

 

４．研究成果 

(1) iNOS欠損マウスおよび野生型マウスを用
いた炎症関連大腸がんの誘発および病変
の解析 

 炎症関連大腸発がんモデルにおける一酸
化窒素（NO）の関与を検討する目的で、iNOS
欠損マウスおよび野生型マウスにおける大
腸がん発生の比較検討を行った。iNOS 欠損
マウスおよび野生型マウスいずれにおいて
も大腸腫瘍が発生したが、両マウス間に総
腫瘍数、大腸腺腫数、大腸腺がん数に有意
な差は認められなかった。また、野生型マ
ウスでは、発生した腫瘍ならびに非腫瘍部



 

 

大腸粘膜において、iNOS 発現の顕著な増加
が観察された。 
 ジェネティックな変化を検討するために、
発生した腫瘍のβ-catenin、p53、K-ras の
遺伝子変異を解析したところ、すべての腫
瘍においてβ-catenin 遺伝子の変異が認め
られたが、両マウス間の差は認められなか
った。また、発生したいずれの腫瘍でもp53、
K-ras の変異は観察されなかった。 
 一方、エピジェネティック作用を検討す
るために、ヒト潰瘍性大腸炎の大腸粘膜に
おいて DNA メチル化の上昇が認められる
estrogen receptor 1 exon2 領域を中心に
DNA メチル化の解析を行った。非腫瘍部大腸
粘膜の解析では、両マウスにおいて、この
領域でのメチル化に大きな変化は認められ
なかった。さらに、発生した大腸がんにつ
いて DNA メチル化解析を行った結果、大腸
がん特異的にメチル化される候補領域が 10
領域見出された。 
 

(2) iNOS 欠損マウス/Min マウスおよび Min
マウスを用いた炎症関連大腸がんの誘発 

 大腸発がんとの関連が知られている APC
遺伝子に変異をもつMinマウスとiNOS欠損
マウスを交配した iNOS 欠損マウス/Min マ
ウスを作製し、iNOS 欠損マウス/Min マウス
と Min マウスにおける大腸がん発生の比較
検討を行った。Min マウスと同様に、iNOS
欠損マウス/Min マウスにおいても大腸腫瘍
の発生が認められ、総腫瘍数、大腸腺腫数、
大腸腺がん数に Min マウスとの差は認めら
れなかった。 
 また、非腫瘍部大腸粘膜では、iNOS 欠損
マウス/Min マウスと Min マウスともに炎症
に関わる cyclooxygenase(COX)-2、tumor 
necrosis factor(TNF)- α 、 interleukin 
(IL)-1βの有意な発現増加が観察されたが、
両マウス間に差は認められなかった。さら
に、Min マウスでは腫瘍部、非腫瘍部とも
iNOS の発現が亢進していた。 
 一方、血中 NO 濃度は、iNOS 欠損マウス
/Min マウス、Min マウスとも無処置対照群
に比べ著明な上昇を認めたが、両者に有意
な差は認められなかった。 
 これらのことから、iNOS 欠損マウス/Min
マウスでは iNOS の代わりに eNOS、nNOS な
どが誘導され、これらによるNO産生の亢進
が大腸発がんに関与している可能性が示唆
された。 
 

(3) AOM/DSS 誘発炎症関連大腸発がんモデル
を用いた選択的 iNOS 阻害剤（1,3-PBIT）
による修飾作用 

 選択的 iNOS阻害剤（1,3-PBIT）によるプ
ロモーション相への影響を検討した結果、
1,3-PBIT 投与による総腫瘍数、大腸腺腫数、

大腸腺がん数の有意な抑制は観察されなか
った。また、発生した腫瘍のβ-catenin 遺
伝子変異解析では、いずれの腫瘍でも変異
が観察されたが、1,3-PBIT 投与群と陽性対
照群間に有意な差は認められなかった。 

 (4) Minマウスを用いた炎症関連大腸がんモ
デ ル を 用 い た iNOS 選 択 的 阻 害 剤
（ONO-1714）による修飾作用 

 Min マウスを用いた炎症関連大腸がんモ
デルにおける選択的iNOS阻害剤（ONO-1714）
の発がんへの影響を検討した結果、
ONO-1714 の投与により大腸腫瘍の発生個数
が有意に減少することが確認された。さら
に、ONO-1714 投与群では、DSS 投与により
亢進した大腸粘膜非腫瘍部の COX-2、TNF-
α、IL-1βの mRNA 発現の顕著な低下が認め
られた。 
 これらの結果から、DSS による大腸炎発生
の初期段階においてNOが中心的役割を担っ
ており、NO発生を抑制することによりCOX-2、
TNF-α、IL-1βなどの炎症関連因子の産生
が抑制され、その結果、炎症反応も抑制さ
れ、さらには大腸がんのは性も抑えられる
可能性が示唆された。 

 選択的iNOS阻害剤はAOM誘発大腸発がん
モデルにおける大腸がん発生を抑制するこ
とが報告されており、NOが大腸発がん過程
におけるジェネティックな変化に関与して
いると考えられてきたが、炎症を背景とす
る大腸がんモデルを用いた本研究により、
NOが大腸発がん過程におけるエピジェネテ
ィックな変化にも関与している可能性が示
唆された。これらの成果は、炎症を背景と
するがん発生へのNO産生制御を利用した発
生予防への応用に役立つものと考える。 
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