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研究成果の概要（和文）： 
Apc/Smad4 複合変異マウスは、著しい浸潤を伴う腸癌を発症する。本研究により、このマウス
の腸癌では浸潤先端部の癌細胞が未分化細胞に特徴的な c-KIT を強く発現いること、抗癌剤
（5-fluorouracil）の投与により退縮した腫瘍においても浸潤先端部の c-KIT 陽性細胞は殆ど
消失しないことが明らかとなり、これらの細胞が抗癌剤に対して抵抗性を持つ可能性が示唆さ
れた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Apc/Smad4 compound mutant mice develop intestinal adenocarcinomas with marked tumor 
invasion. We demonstrated here that cancer cells at the invasion fronts expressed a 
progenitor cell marker c-KIT. Although 5-fluorouracil treatments retracted the invasive 
adenocarcinomas, the c-KIT positive cancer cells did not disappeared from the tumors in 
contrast to the c-KIT negative cells. These results suggest that the c-KIT positive cells 
are resistant to 5-fluorouracil treatments. 
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１．研究開始当初の背景 
大腸癌の発生は年々増加しており、浸潤・転
移を伴う進行癌に対する有効な治療薬が必
要とされている。一般的に進行癌の治療には
増 殖 細 胞 を 標 的 と し た 抗 癌 剤

（5-fluorouracil など）が用いられるが、こ
れらの薬剤で浸潤・転移を制御するのは困難
であること、抗癌剤耐性細胞の顕在化により
癌が再発することから高い治療効果を得る
には至っていない。癌細胞が薬剤耐性を獲得
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する機構は未だ明らかではないが、癌にも組
織幹細胞や造血幹細胞のような癌幹細胞が
存在し、これらが薬剤耐性に関与している可
能性が示唆されている。正常な組織幹細胞は
増殖の盛んな前駆細胞を供給する一方で、自
身は必要が生じたとき以外には増殖しない
こと、薬剤を排出する ABC トランスポーター
を高発現していることからこれら幹細胞は
DNA 合成阻害剤への抵抗性を持つと考えられ
ている。これらの知見を基に、癌幹細胞は化
学療法における癌の再発に関与しており、こ
れらを標的にした治療によって既存の抗癌
剤の効果を高めることが出来ると考えられ
ている。 
 
２．研究の目的 
がん抑制遺伝子のひとつである Apc 遺伝子を
欠損した Apcノックアウトマウスは腸管に多
数の良性腫瘍を形成する。 一方、Apc遺伝子
に加えて多くの大腸癌で不活性化している 
Smad4 遺伝子にも変異を持つ Apc/Smad4 複合
変異マウスは、腸管に著しい浸潤を伴う腺癌
を発症する。申請者はこれまでに Apc/Smad4
複合変異マウスの腺癌では癌細胞における
増殖マーカー（Ki67）の発現が浸潤先端部に
向かって著しく低下していることを見出し
ており、このマウスの腺癌には増殖静止状態
にある癌細胞が存在すると考えられた。これ
までに、大腸癌や脳腫瘍の中には 血液幹細
胞のマーカーである CD133 を発現する癌細胞
が存在すること、これら CD133 陽性細胞は免
疫不全マウスに移植すると効率よく腫瘍を
形成しうることが報告されており、癌幹細胞
の存在を検討する上で 血液幹細胞マーカー
の発現が一つの指標となりうると考えられ
た。そこで本研究では、前述の増殖静止状態
にある癌細胞が血液幹細胞のマーカーを発
現しているか否かを明らかにすると共に、そ
れらの癌細胞が抗癌剤抵抗性に関与する可
能性を検討する。 
 
３．研究の方法 
（１） Apcノックアウトマウスおよび、
Apc/Smad4複合変異マウスの腸腫瘍組織を採
取し、凍結切片を作成した後、血液幹細胞の
マーカーとして知られる CD34, CD133, c-KIT
の発現を免役染色および RT-PCR で解析した。
c-KIT に関しては、そのリガンド（SCF：stem 
cell factor）の発現についても同様に解析
した。 
（２）Apc/Smad4複合変異マウスに抗癌剤と
して用いられている 5-fluoro-uracil を投与
した後、退縮した腫瘍組織を採取し c-KIT の
発現を免役染色で解析した。 
 
４．研究成果 
（１）Apc/Smad4 複合変異マウスの腺癌にお

ける血液幹細胞マーカーの発現を免疫染色
で検出したところ、腫瘍上皮細胞が CD133 お
よび c-KIT を発現していることを見出した。
CD34 は主に浸潤先端部に集簇する間質細胞
に発現し、癌細胞自信には発現が認められな
かった。一方、 Apcノックアウトマウスの良
性腫瘍では、腫瘍上皮細胞は CD133 を発現し
ているものの c-KIT の発現は認められなか
った（図１）。 興味深いことに、CD133 の発
現は腫瘍全域の癌細胞で見られたのに対し
て c-KIT の発現は浸潤先端部にむかって強く
なり、腫瘍上部（管腔側）にはほとんど発現
が認められなかった。 
 
 

図１）Apc ノックアウトマウスおよび 
Apc/Smad4 複合変異マウスの腫瘍における
CD133 CD117(c-KIT)の発現 
 
また、Apc/Smad4 複合変異マウスの腺癌を用
いて増殖マーカーである Ki67 の発現様式と 
c-KIT の発現と比較したところ、これらは逆
相関にあることが分かった。すなわち、 
c-KIT をほとんど発現していない管腔側の腫
瘍上皮細胞は Ki67 を高発現していたのに対
して、 c-KIT を高発現している浸潤先端部の
腫瘍細胞はほとんど増殖していないことが
分かった（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２）Apc/Smad4 複合変異マウスの腫瘍にお
ける CD117(c-KIT)と Ki67 の発現 



 

 

我々は以前に、Apc/Smad4 複合変異マウスの
腺癌を免疫不全マウス（NOG マウス）の皮下
に移植すると腫瘍塊を形成することを見い
だしている。そこで、これら移植癌を同様に
解析してみたところ、 c-KIT を発現している
腺腔と発現していない腺腔が存在すること、 
c-KIT の発現と Ki67 の発現とが逆相関にあ
ることが分かった（図３）。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
図３）移植癌における CD117(c-KIT)と Ki67
の発現（Apc/Smad4 複合変異マウスの腫瘍を
免疫不全マウスの皮下に移植して出来た腫
瘍を採取し、CD117(c-KIT)と Ki67 の発現を
検討した。） 
 
我々はつぎに、レーザーマイクロダイセクシ
ョンを用いて Apc/Smad4複合変異マウスの腺
癌から採取した腫瘍上皮細胞と間質細胞を
用いてc-KITおよびそのリガンドSCFの mRNA
の発現を RT-PCR で検討した。c-KIT mRNA は
主に癌細胞に、SCF mRNA は癌細胞と間質細胞
の両者に発現することが分かった（図４）。
しかしながら、SCF に対する免役染色を行っ
たところ、その発現は主に間質細胞に認めら
れ、腫瘍細胞自身には発現していないことが
分かった（図５）。 

 
図４）Apc/Smad4 複合変異マウスの腫瘍にお
ける SCF および CD117(c-KIT) mRNA の発現 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５）Apc/Smad4 複合変異マウスの腫瘍にお
ける SCF の発現（CK:サイトケラチンは腫瘍
上皮細胞のマーカーとして使用している。図
は浸潤先端部を示す。） 
 
大腸癌ではGISTや AMLで見られる様なc-KIT
遺伝子の活性型変異は見つかっておらず、浸
潤先端部の癌細胞が発現する c-KIT は癌間質
細胞の産生する SCF によって活性化されてい
ると考えられた。最新の報告によると大腸癌
症例の 15%で癌細胞における c-KIT の発現が
認められること、c-KIT と SCF を共に発現す
る症例では生存率が悪く、再発の危険性が高
いことが報告されている。 
 
（２）抗癌剤投与による c-KIT 陽性癌細胞数
の変動を解析する目的で、9週齢の Apc/Smad4
マウスに 5-fluorouracil（40mg/kg）を腹腔
内投与した。過去の報告に従った 5日間連続
投与／9 日間休止のサイクルを 3 回繰り返す
方法では多くのマウスが死に至るが、サイク
ルを１回にすると一部の腫瘍で退縮像が見
られることがわかった。また、退縮の見られ
た腫瘍において c-KIT 陰性癌細胞は顕著に消
失していたが、浸潤先端部の c-KIT 陽性細胞
は殆ど消失していなかった（図６）。 

 
図６）5-FU 投与後の Apc/Smad4複合変異マウ
スの腫瘍における c-KIT の発現 
 
これらの結果から、c-KIT 陽性癌細胞が抗癌
剤（5-fluorouracil）に対して抵抗性を持つ
可能性が示唆された。これまでに、c-KIT を
発現するヒト大腸癌細胞株 HT29 では c-KIT
阻害剤 imatinib によりアポトーシスが誘導
されることが報告されており、従来の抗癌剤
に加え c-KIT 阻害薬を用いることで腸癌に対



 

 

する薬物療法の効果が高められると考えら
れる。 
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