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研究成果の概要（和文）：研究代表者はこれまでに体性幹細胞であるSox2陽性細胞に着目して研究を進めてき
た。この中で、　(1) Sox2を発現する食道上皮細胞が細胞老化抵抗性を有し、MYCがその老化抵抗性を支持する
こと、また、(2) Sox2を発現する胃上皮細胞にMYCを強制発現させると同時にp53を欠失することで、転移性のあ
る未分化胃がんを誘導でき、この未分化胃がんの増殖にはTop2aが関与していることを明らかにした。
食道上皮細胞の細胞老化抵抗性についてはFrontiers in Cell and Developmental Biologyに論文を提出し、胃
上皮の発がんについては論文にまとめ投稿準備段階である。

研究成果の概要（英文）：We focused on Sox2-positive cells, which are adult stem cells. In this 
study, we found that (1) Sox2-expressing esophageal epithelial cells are resistant to senescence and
 that MYC supports this resistance, and (2) combination of forced expression of MYC with deletion of
 p53in Sox2-expressing gastric epithelial cells drives metastatic undifferentiated gastric 
carcinoma, and that Top2a is involved in the growth of this undifferentiated gastric carcinoma. 
We have submitted a paper on cellular senescence resistance of esophageal epithelial cells to 
Frontiers in Cell and Developmental Biology, and a paper on carcinogenesis of gastric epithelium is 
in preparation for submission.

研究分野：発がん、再生、老化

キーワード： 発がん　老化　MYC
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研究成果の学術的意義や社会的意義
食道細胞が細胞老化に抵抗性があるという特殊性とその分子機序についてその一端を明らかにした。この成果は
老化の分子機序の一端を明らかにすることに加え、組織に違いがあることを示唆するもので、高齢化社会におけ
る老化研究のニーズに合致するものだと考えられる。
また、胃がんについては転移性未分化胃がんを生体内で誘導的に作製するモデルであり、我が国で依然として発
症率、致死率が高い胃がんを標的とした分子機序解明及び創薬に結びつく成果であると考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
申請者はこれまでにマウスモデルを用いて体性幹細胞の一つである Sox2 陽性細胞が、腫瘍の
起源細胞になることを明らかにしている。Sox2 は脳ばかりでなく、胃や食道上皮の細胞にもそ
の発現が認められ、再生や可塑性、発がんなどに関与している可能性が示唆されている。申請者
はこれまでに Oncogenic Kras (G12D) を発現することで、食道上皮と胃上皮に過形成を誘導す
ることを報告した (Protein Cell 2018)。また、MYC と p53 遺伝子の欠損により、転移性の未分
化胃がんが誘導されることを見出した (論文未投稿)。 
 
２．研究の目的 
申請者は生体内で発現している Sox2 陽性細胞に着目して、その特性を調べることに加え、転
移性の未分化胃がん発症のメカニズム解明を行い、それをオルガノイド樹立に応用することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
【使用したマウス】 
若齢マウスと老齢マウスに加え、下記のトランスジェニックマウスを使用した。 
#1 Sox2-CreER; Flox-Myc; Flox-MycN; ROSA26-LSL-GFP (Sox2 陽性細胞に Myc 遺伝子と N-Myc
遺伝子を欠失される) 
#2 Sox2-CreER; tetO-MYC; ROSA26-LSL-rtTA (Sox2 陽性細胞に Myc を誘導できる) 
#3 Sox2-CreER; tetO-MYC; Flox-p53; ROSA26-LSL-rtTA (Sox2 陽性細胞に Myc を誘導できると
同時に p53 を欠失できる) 
*CreER: リコンビネーションを誘導する Cre と、Estrogen Receptor (ER) の融合タンパク質。
リガンドとなるタモキシフェン (TAM) を処理することで、細胞質に存在する CreER は核内に移
行し、LoxP を有する DNA 配列において組み換えを引き起こす。 
*Flox: flanked by loxP の略であり、Cre によるリコンビネーションにより欠失の対象となる。
例えば、マウス#1においては、Cre 依存的に Myc 遺伝子や MycN 遺伝子が欠失される。 
*LSL: LoxP-STOP-LoxP の略で、Cre によってその下流遺伝子が活性化される仕組みの一つ。例え
ば、マウス#1においては Cre 依存的に LSL が取り除かれ、GFP が発現する。 
*rtTA: reversed-tTA (テトラサイクリントランスアクチベーター) の略。Tet-ON システムで使
用される。テトラサイクリンやその誘導体であるドキシサイクリン (Dox) により、下流遺伝子
の発現が誘導される。例えば、マウス#2 においては Dox 依存的に MYC 遺伝子の発現を誘導でき
る。 
【実験方法】 
 食道上皮における老化の影響を調べるため、野生型の若齢と老齢マウスを用いて調べた。また、
マウス#1 を用いて、Sox2 陽性細胞において Myc 遺伝子を欠失した際の影響を調べ、マウス#2 を
用いて Sox2 陽性細胞に MYC を強制発現すると同時に P53 遺伝子を欠失した際の影響を調べた。   
マウス#1-#3 の Cre の活性化のため、50 mg/ml TAM を経口投与し、マウス#2-3 の rtTA の活性
化には 1 mg/ml の Dox 含有飲料水を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) 食道上皮の老化抵抗性について 
若齢マウスと老齢マウスの食道上
皮から凍結切片を作製し、SA--gal
（ senescence-associated beta-
galactosidase）染色と各種老化マー
カー遺伝子の遺伝子発現について解
析した。その結果、食道上皮の細胞で
は老齢のマウスにおいても、細胞老
化のマーカーが認められず、食道上
皮の老化抵抗性が認められた (Figs. 
1A & 1B)。また、マウス#1を用いて、
Sox2陽性細胞において Myc遺伝子を
欠失することで、食道上皮細胞の増
殖が抑えられること(Fig. 2A)、また、
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Fig. 1. No visible senescence of esophageal epithelial cells expressing pluripotency factors.  
(A) Representative immunofluorescent pictures of Ki67 (green) staining and H&E staining in the esophagus and small 
intestine for young (3 months old), old (22 months old) and LMNA G609G HGPS mouse model (3 months old). Scale 
bars, 100 μm.  
(B) Proliferative index of the esophagus and small intestine. We quantified Ki67+ cells in the esophagus and small 
intestine from three mice for each group. Data represent the mean with SD. ns = non-significant, *p < 0.01, **p < 0.001, 
***p < 0.0001.  



マウス#2 を用いて MYC を強制発現することで誘導が認められたことから (Fig. 2B)、Myc が食道
上皮細胞の細胞増殖を正に制御することが明らかとなった。これらの成果を論文として提出し
た (Hishida et al, Front Cell Dev Biol, 2022)。 

 
 

 
 
 
 

 
(2) 未分化胃がんについて 
マウス#3 を用いることで、Sox2 陽性細胞に MYC 遺伝子を発現誘導すると同時に p53 遺伝子を
欠失することで、未分化胃がんを誘導できることが明らかとなった(Figs. 3A & 3B)。また、その
分子機序を調べるため RNA シークエンスを行った結果、トポイソメラーゼ 2a (Top2a) が高発現
していることを見出した (data not shown)。実際、がんサンプルの public database を用いて、
Top2a の発現を調べた結果、ステージが進行した胃がんサンプルで Top2a の発現が有意に高いこ
とを示した(Figs. 3D & 3E)。また、Top2a の上流に Myc が結合し、その結合部位を CRISPR/Cas9
で削ることで、Top2a の発現が減少したことから、Myc が Top2a の遺伝子発現を制御しているこ
とを明らかにした(data not shown)。 
また、これらの細胞からオルガノイドの作製を試みたが、上手くいかなかったため、正常の胃
上皮細胞を出発材料にする必要性が示唆された。 
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Fig. 2. Role of Myc on the 
proliferation of esophageal 
epithelial cells.  
(A) H&E staining for esophagi 
from the mice #1 treated with 
TAM. Two mice were analyzed 
for each condition.  
(B) H&E on paraffin-embedded 
sections of the indicated tissues 
corrected from the mice #2. 
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Fig. 3. Generation of 
metastatic gastric 
adenocarcinomas.  
(A) H&E and IHC on 
paraffin-embedded 
glandular stomach 
sections of the mice #3. 
Infiltrated GFP+ cancer 
cells were observed under 
the gastric epithelium.  
(B) IHC for pyloric 
glandular stomach. 
GFP+/E-cadherin- 
infiltrated cancer cells 
were observed. H&E on 
paraffin-embedded 
sections of the indicated 
tissues corrected from the 
mice #2. 
(C, D) Heatmap (C) and 
bar chart (D) for 
expression of the 
indicated genes in human 
gastric cancers from the 
data deposited in TCGA. 
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