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研究成果の概要（和文）：がん幹細胞の観点から Cdx2 の機能解析を試み、最終的には病理組織学的診断に有効な形態学

的特徴と関連づけることを目標として、以下の研究を行った。まず、Cdx2 発現と PTEN 活性化の関連を見るため、胃癌

細胞株 TMK-1 細胞に野生型及び不活型 PTEN 発現ベクターを導入したところ、野生型 PTEN 導入細胞のみに Cdx2 と腸型

クローディン（Claudin-3、Claudin-4）の速やかな発現誘導が見られた。クロマチン免疫沈降法により、Cdx2 は腸型

クローディン遺伝子プロモーター領域に直接結合することが確認された。胃癌症例の免疫組織化学的検索より、核内

PTEN とリン酸化型 Akt 発現レベルは逆相関し、核内 PTEN 陰性例は予後不良で、腸型分化傾向も低かった。以上より、

胃癌細胞の分化を司る Cdx2 の機能発揮には PTEN のフォスファターゼ活性が必要であることが判明した。次に、Cdx2

陰性 CD133 陽性 SW480 細胞に Cdx2 を強制発現することにより、増殖抑制、形態学的変化、造腫瘍能抑制が認められ、

CD133 陽性並びに陰性細胞の発現遺伝子の比較より、CD133 陽性細胞では TGF-ß レセプター発現が高く、これは Cdx2 発

現細胞では低下する傾向が確認され、がん幹細胞性維持に TGF-ß 高感受性が必要とみなされた。３次元培養において

TGF-ß 存在下で腺管構造の延長や分岐抑制が観察され、TGF-ß は tumor sphere 表面での Snail 発現を亢進させ、これは

SW480 細胞の腫瘍形成能を増加させることが Snail 発現ベクター導入実験より明らかとなった。腫瘍表面での TGF-ß 誘

導性 Snail 発現は大腸癌腫瘍先進部での tumor budding 像と関連し、そのがん幹細胞性再獲得との密接な関連性が示唆

された。 

研究成果の概要（英文）：Introduction of PTEN expression vectors into TMK-1 gastric cancer cell line revealed that 
wild type PTEN induced the expressions of Cdx2 as well as intestinal type claudins (claudin-3 and -4). Direct 
binding of Cdx2 to the promoter region of intestinal claudins was confirmed by chromatin immunoprecipitation. 
Inverse correlation was observed between the expression levels of nuclear PTEN and phosphorylated Akt in 
human gastric cancer tissues. Cases with negative nuclear PTEN expression had poor prognosis and infrequent 
intestinal differentiation. These indicated that activity of Cdx2, inducing the differentiation of gastric cancer, 
requires the active PTEN phosphatase. Introduction of Cdx2 in the CD133 positive SW480 cells induced growth 
inhibition, morphological change and suppression of tumorigenesis. Microarray analysis showed that CD133 
positive cells express higher levels of TGF-ß receptors which was reduced by Cdx2 transfection suggesting the 
higher sensitivity to TGF-ß may required for the maintenance of steaminess of the cancer cells. In the three 
dimensional culture, TGF-ß suppressed the tubular elongation or branching with the induction of Snail at the 
surface of tumor sphere. Enhanced Snail expression induced by TGF-ß was confirmed at the tumor budding of 
invasion front of the colorectal cancer suggesting the close correlation of Snail expression and reacquisition of 
stemness of cancer cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 がんは遺伝子の病気であり、複数の遺伝子
異常の蓄積により発生する疾患であるが、が
ん幹細胞の概念の立場からは、『がんは複数
の 遺 伝 子 異 常 の 蓄 積 が 自 己 複 製
（self-renewal）能を有する幹細胞に生じた
結果起こる疾患である』とも言える。しかし
ながら、がん幹細胞が分化・増殖していく過
程における、腸上皮への分化を司るホメオボ
ックス遺伝子 Cdx2 の役割については未だ不
明な点が多い。 
 Cdx2 は胎生期の組織形成、特に小腸及び
大腸上皮細胞の分化の過程で重要な役割を
担うが、癌抑制遺伝子としての機能も存在す
ることが報告され、Cdx2 へテロ欠失マウス
（Cdx2+/–）が大腸過誤腫性ポリープを高率に
発生、家族性大腸ポリポーシス原因遺伝子
APC変異マウスと交配させることにより、
Apc+/∆716Cdx2+/–マウスには著しい大腸腫瘍発
生率の増加を見ることが報告された。しかし、
胃癌の発生メカニズムの見地より『腸上皮化
生は胃癌の前癌性病変』と考えると、Cdx2
の癌抑制機能とは相反する。この様に本研究
開始当初は、Cdx2 が細胞分化のみならず、
細胞増殖やアポトーシス、細胞間接着、形態
形成にどの様に関与しているのか不明な点
が多く、がん細胞の発生・進展過程での生物
学的意義の解明が期待されていた。 
 
２．研究の目的 
 消化管粘膜の幹細胞における Cdx2 の役割
を解明することは、胃粘膜上皮の生体防御機
構や胃の多段階発癌メカニズムのみならず、
がん幹細胞を理解するために重要であると
考えられた。そこで本研究では、Cdx2 の機
能解析を中心に以下の点を明らかにするこ
とを目的とした。 
 研究① 胃癌におけるCdx2 発現とPTEN
活性化の関連：これまでにタイトジャンクシ
ョン関連因子クローディンによる胃癌分類
を提唱し、胃型クローディン（Claudin-18）
や腸型クローディン（Claudin-3、Caudin-4）
による胃癌悪性度との相関について報告し
た。この発現クローディンパターンによる胃
癌細胞の分化をCdx2 が調節する可能性につ
いて検討することを目的とした。また、Cdx2
による胃癌細胞の分化過程における癌抑制
遺伝子産物PTENの機能についても検討を行
った。 
 研究② がん幹細胞の分化誘導と組織学
的形態との関連性についての研究：がん幹細
胞の観点からCdx2 の機能解析を試み、Cdx2
強制発現ががん幹細胞に及ぼす影響を形態
学的な変化、細胞動態、網羅的な遺伝子解析
を行うこととした。また、これらの研究から
がん幹細胞性維持機構やがん幹細胞性を有

する細胞の特性を明らかにし、最終的には病
理組織学的診断に有効な形態学的特徴と関
連づけることを目標とした。 
 
３．研究の方法 
 研究① 胃癌におけるCdx2 発現とPTEN
活性化の関連：胃癌細胞株TMK-1（PTEN陰
性・Akt陽性）を用い、野生型及び不活型
PTEN発現ベクターを導入し、Cdx2 発現や
胃型・腸型クローディン発現の変化を検討し
た。Cdx2 が腸型クローディン（Claudin-3、
Claudin-4）の発現を直接的に調節する可能
性については、クロマチン免疫沈降法を用い、
プロモーター領域へのCdx2 結合の有無を検
討した。更に、核内に局在するPTEN発現と
活性型Akt発現レベルの相関について、外科
的に切除された胃癌症例 81 例を用い検討を
行った。 
 研究② がん幹細胞の分化誘導と組織学
的形態との関連性についての研究：大腸癌細
胞株SW480 のうちCD133 陽性細胞は、陰性
のものと比べ腫瘍形成能や多分化の観点か
らがん幹細胞性を有していることが確認さ
れている。これを利用し、CD133 陽性SW480
細胞にCdx2 発現ベクターを導入し、がん幹
細胞の分化モデルを作製した。マイクロアレ
イを用いた網羅的な発現遺伝子解析を行い、
CD133 陽性細胞と陰性細胞の違いを検討。更
には、マトリジェルを用いた 3 次元での細胞
培養による腺管構造の延長や分岐について
も実験を行うとともに、Snail発現ベクターに
よるがん幹細胞性回復についても検討した
 

。 

．研究成果 
におけるCdx2 発現とPTEN

４
 研究① 胃癌
活性化の関連：TMK-1 細胞に野生型及び不
活型PTEN発現ベクターを導入したところ、
いずれも核内へPTENが発現したが、野生型
PTEN導入細胞のみCdx2 と腸型クローディ
ン（Claudin-3、Claudin-4）発現が速やかに
誘導された。しかし、フォスファターゼ活性
を失った変異型PTEN導入細胞では腸への分
化は認められず、PTENフォスファターゼ活
性が胃癌細胞の腸への分化に不可欠である
可能性が示唆された。この際に誘導される腸
型クローディンはCdx2 の転写調節によるも
のかについても検討を行ったところ、クロマ
チン免疫沈降法にてCdx2 のClaudin-3、
Claudin-4 両遺伝子プロモーター領域への直
接的な結合が確認された。胃癌症例では、核
内PTEN発現とリン酸化型Akt発現レベルと
の間に逆相関が認められ、核内PTEN陰性例
は患者予後も悪く、腸への分化傾向も低下す
ることが明らかとなった。これらの結果より、
胃癌細胞の分化を司るCdx2 の機能発揮には
PTENのフォスファターゼ活性が必要である



ことが判明した。 
 研究② がん幹細胞の分化誘導と組織学
的形態との関連性についての研究：正常大腸
粘膜と同様に、CD133 陽性SW480 細胞には
腸上皮への分化を誘導するCdx2 は発現が認
められなかったことから、CD133 陽性細胞に
Cdx2 強制発現実験を行った。Cdx2 による細
胞分化誘導は、CD133 陽性SW480 細胞の増
殖を抑制し、形態学的な変化、腫瘍形成能を
低下させた。CD133 陽性並びに陰性細胞の発
現遺伝子の比較・検討より、CD133 陽性細胞
ではTGF-ßレセプター発現が高く、これは
Cdx2 発現細胞では低下する傾向が確認され
た。この事実よりがん幹細胞性維持のために
はTGF-ßに対する感受性が高い必要がある
と考えられ、実際にマトリジェルによる 3 次
元での細胞培養はTGF-ß存在下では腺管構
造の延長や分岐抑制が観察された。また興味
深いことに、TGF-ßはtumor sphere表面での
Snail発現を亢進させ、これはSW480 細胞の
腫瘍形成能を増加させることがSnail発現ベ
クター導入実験より明らかとなった。腫瘍表
面でのTGF-ßにより誘導されるSnail発現は
大腸癌腫瘍先進部でのtumor budding像と関
連し、tumor buddingとがん幹細胞性再獲得
との密接な関連性が示唆される結果が得ら
れた。 
 以上の研究より、Cdx2 による胃癌細胞の
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分化調節メカニズムには内在性の PTEN の
役割が重要であることが判明したと同時に、
がん幹細胞性の再獲得・維持には周囲微小環
境からのTGF-ß刺激を誘因とするSnail発現
誘導が大きな役割を果たすことが明らかと
なった。 
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