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研究成果の概要（和文）： 
ヒト cyclin D1は alternative splicingにより、cyclin D1aと cyclin D1bの 2種類のアイソ
フォームが存在する。Cyclin D1bは正常細胞では発現しておらず、種々の癌での発現が確認さ
れ、癌化との関連が示唆されている。In vivoでの cyclin D1bと発癌の関連を調べるためトラ
ンスジェニック(Tg)マウスを作製した。膀胱特異的に発現させた Tgマウスでは、膀胱腫瘍の発
生を確認することはできなかった。全組織に発現させた Tgマウスではメス約 60%に直腸腫瘍が
発生した。病理組織学的検査では、腺癌・sessile serrated adenoma (SSA)・Traditional serrated 
adenoma (TSA)が確認できた。この Tg マウスは、結腸・直腸癌の癌化機構で最近注目されてい
る serrated pathwayのよいモデルになると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Human cyclin D1b gene generates two major isoforms, cyclin D1a and cyclin D1b by 
alternative splicing. Cyclin D1b, which lacks the ability to bind to CDK4 and 
phosphorylated Rb, is hardly expressed in normal tissues but is frequently expressed in 
certain types of cancer tissues including bladder cancers. To clarify the oncogenic 
potential of cyclin D1b variant, we engineered transgenic (Tg) mice with the human cyclin 
D1b transgene by pCAGGS promoter, which is able to ubiquitously express transgene. We 
found that rectal tumors including adenocarcinoma, sessile serrated adenoma (SSA), 
traditional serrated adenoma (TSA) and hyperplastic polyp (HHP) were generated in about 
60% of female Tg mice. This Tg mouse would become a good model of colorectal carcinogenesis 
via the serrated pathway. 
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者は尿路上皮癌を中心とした泌尿
生殖器癌の癌化機構の解析とその臨床応用
の研究を行なってきた。この過程で、cyclin 
D1 の alternative splicing で生じる variant 
cyclin D1b に注目し膀胱癌における cyclin 
D1b の発現と癌発生との関連について解析
を進め、(1) 正常膀胱では発現していない
spliced variant cyclin D1b が、約 60%の膀胱
癌組織と膀胱癌細胞株に発現していること、
(2) cyclin D1b の発現していない膀胱癌細胞
株に cycl;in D1b を導入すると細胞増殖能に
影響を与えることなく細胞浸潤能を促進す
ること、(3) cyclin D1b を発現している膀胱
癌細胞において siRNAによりknockdownす
ると細胞浸潤能が抑制されること、(4) cyclin 
D1b は、cyclin D1a と異なり、CDK4 を介し
た Rb リン酸化を増強することなく、細胞浸
潤活性を促進すること、を明らかにしてきた。
この成果をふまえて、本研究では膀胱癌発生
における cyclin D1b の役割をより詳細に明
らかにし、治療法の開発に繋げようとするも
のである。 
 
２．研究の目的 
膀胱特異的 promoter である uroplakin 
promoter 、 お よ び 全 組 織 で 発 現 す る
pCAGGS promoter を用いて、cyclin D1b を
膀胱特異的および全組織に発現するトラン
スジェニック(Tg)マウスを作製し、膀胱癌お
よび全組織での癌発生における cyclin D1b
の役割を明らかにしようとするものである。 
 
３．研究の方法 
(1) 膀胱特異的 promoterである uroplakin 
promoterと全組織で発現する pCAGGSの下流
に、発現させる cyclin D1b cDNAの N末端に
Flag-tagをつけた発現ベクターを作製し、マ
ウス卵に injectionする。 
①生れてきたマウスについて、PCR法により
ゲノムに取り込まれた導入遺伝子を確認し、
RT-PCRおよびウエスタンブロット(WB)法に
より cyclin D1b発現 Tgマウスをスクリーニ
ングする。 
②目的の Tgマウスの繁殖・系統維持を行い、
膀胱特異的および全組織に cyclin D1bを発
現する cyclin D1b発現マウス系統を樹立す
る。 
 
(2) cyclin D1b発現 Tgマウスの解析 
①膀胱および全組織の腫瘍発生を調べ、発生
した腫瘍組織の病理解析を行なう。 
②発生した腫瘍組織から細胞株を樹立し、
cyclin D1bの発現・ヌードマウスでの造腫瘍

活性とその病理組織学検討を行なう。また、
siRNAにより cyclin D1bの発現を knockdown
し、細胞増殖活性・足場非依存性増殖。細胞
浸潤能・造腫瘍活性などの癌化形質に及ぼす
影響を検討する。 
③wild-type (WT)由来マウス胎児線維芽細胞
(MEF)とpCAGGS-cyclin D1b Tgマウス由来MEF 
(D1b-MEF)を調製し、細胞および分子レベル
での解析を行なう。 
④ WT-MEFと D1b-MEFに retrovirus vector 
(pBP)を用い、コントロールと活性化 H-ras
遺伝子を導入した細胞株を樹立し細胞およ
び分子レベルでの解析を行なう。 
 
(3)pCAGGS promoterを用いた Tgマウスのメ
スに直腸腫瘍が発生したことより、6-8週齢
のメス Tgマウスの両側卵巣を摘除した群と
sham手術をした群とで直腸腫瘍発生頻度に
検討を加え、腫瘍発生における性ホルモンの
関与の可能性を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 膀胱特異的 cyclin D1b 発現 Tg マウス
を１系統樹立した。このマウスの繁殖・系統
維持を継続したが、この実験系では腫瘍発生
を確認することはできなかった。 
 
(2) pCAGGS-cyclin D1b Tg マウスを２系統
(14F と 26F)樹立し、繁殖・系統維持を行な
った。 
①14Fでは、メス 24匹中 15匹(62.5%)、オス
24匹中1匹(4.2%)に直腸腫瘍が発生した。26F
では、メス 13匹中 4匹(30.8%)に直腸腫瘍が
発生したが、オス 8 匹には発生しなかった。
一方、WTのメス 29匹、オス 19匹には直腸腫
瘍は発生しなかった。腫瘍は、一匹の例外を
除いてメス Tg マウスのみに発生した。これ
らの腫瘍は、粘膜・皮膚移行部に発生する特
徴を持つことより、体表からの腫瘍確認が容
易 で あ る 。 14F の 場 合 、 生 後 平 均
9.1+/-3.8(5-17)か月で腫瘍が確認できた。 
②直腸腫瘍を病理組織学的に検討したとこ
ろ、14F の場合腺癌 4 例 (25.0%)、sessile 
serrated adenoma (SSA) 5 例  (31.3%)、
traditional serrated adenoma (TSA) 6 例 
(37.5%) 、 hyperplastic polyp (HHP)1 例 
(6.3%)であった。26Fの場合腺癌1例 (25.0%)、
SSA2例 (50.0%)、TSA1例 (25.0%)であった。
腺癌が認められる腫瘍組織では SSAも認めら
れた。この結果より、pCAGGS-cyclin D1b Tg
マウスは、最近、結腸・大腸癌の発生のメカ
ニズムとして注目されている serrated 
pathway のモデルマウスになると考えられる。 
 



(3) 14F メスの直腸腫瘍(SSA)より、細胞株
(D1bTgSSA)を樹立した。 
①D1bTgSSAは、ヌードマウスに造腫瘍活性を
示し、病理組織学的検討により tubular 
structureが確認できた。 
②siRNA により、D1bTgSSA の cyclin D1b を
knockdown すると、細胞増殖活性、足場非依
存性増殖、細胞浸潤能、造腫瘍活性を抑制し
た。この結果から、cyclin D1bの発現が、癌
化形質の発現に重要な働きをしていること
が示された。 
 
(4)6-8 週齢のメス 14F Tg マウスの両側卵巣
を摘除し、直腸腫瘍発生における女性ホルモ
ンの関与を検討した。卵巣摘除した 10 匹で
は、生後 18 ヶ月経過観察したが、直腸腫瘍
の発生は確認できなかった。一方、sham手術
を行なった 5 匹では、２匹に 10 ヶ月目と 12
ヶ月目に腫瘍が確認でき、病理組織学的検討
の結果それぞれ腺癌と SSAであった。これら
の結果から cyclin D1b発現 Tgマウスの腫瘍
発生には、女性ホルモンが関与している可能
性が示された。 
 
(5) WT-MEFと D1b-MEFにレトロウイルスベク
ター(pBP)のみとH-rasを導入しWT-MEF/pBP, 
WT-MEF/ras, D1b-MEF/pBP, D1b-MEF/rasを樹
立した。WT-MEF/pBPと D1b-MEF/pBPを比較す
ると、足場非依存性増殖と細胞浸潤能が
D1b-MEF/pBP で亢進していた。細胞浸潤に関
与する上皮間葉転換(EMT)に関与する分子を
WB 法で検討すると、 D1b-MEF/pBP では
WT-MEF/pBP に比べ Akt のリン酸化が亢進し、
E-cadherin の発現が抑制されていた。H-ras
を導入すると D1b-MEF の悪性化形質(細胞増
殖活性・足場非依存性増殖・細胞浸潤能・造
腫 瘍 活 性 ) が 著明 に 亢進 さ れた 。 Akt 
inhibitor を用い D1b-MEF の Akt リン酸化を
抑制すると細胞浸潤能が抑制された。これら
の結果より、Akt を介した EMT のコントロー
ルが cyclin D1b による癌化活性に重要な働
きをしていると考えられた。 
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