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研究成果の概要（和文）： 

大腸癌関連遺伝子の複合的変異をもつマウスモデルを作製し以下の成果をえた。（１）

腫瘍の発生に関する条件設定ができた。（２）細径内視鏡による腫瘍の観察が可能であ

った。（３）特定の薬剤が腫瘍の増大スピードに与える影響を解析可能であった。（４）

変異型 KRAS を持つマウスの作製をおこない、KRAS による遺伝子発現の変化を網羅的

に解析した。以上の成果から、大腸癌の個別化医療に有用なマウスモデルの確立がで

きた。 

研究成果の概要（英文）： 
We generated novel mouse model with complex mutation of colorectal cancer-related 

gene. (1) The appropriate condition for tumor development was optimized. (2) 

Observation of the tumor by micro-endoscope was performed.(3)Effect of the 

specific medication on the tumor growth was analyzed. (4) After establishment 

of the mouse model with K-ras mutation, comprehensive gene profiling analysis 

of K-ras signaling was performed and its target gene was identified. In conclusion, 

useful mouse model for the individualized medication of colorectal cancer was 

established. 
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１．研究開始当初の背景 
進行大腸癌では外科的切除が基本であり、

根治術が可能であれば比較的予後が良好で

ある。一方、遠隔転移症例では、新規抗癌

剤の開発により生存期間の延長を認めるが、

５年生存率は未だに低い。分子標的薬の出

現により、腫瘍の遺伝子プロファイルから

有効な治療を選択するオーダーメード治療

が 現 実 と な り つ つ あ る が 、

adenoma-carcinoma sequence による複合

的な遺伝子変異により転移能を獲得した腫

瘍の生物学的動態や予後を反映する有用な

バイオマーカーは同定されていない。近年

の遺伝子改変マウス技術の進歩により、臓

器特異的なノックアウトマウスであるコン

ディショナル・ノックアウトマウスの作製

が可能となったが、大腸上皮に特異的なプ

ロモーターが同定されておらず、大腸癌マ

ウスモデルは確立されなかった。このよう

な状況下において、私は 1998-2006 年の間、

adenoma-carcinoma sequence の提唱者で

あるミシガン大学の Dr. Fearon の研究室

において、消化管癌における腸上皮特異的

ホメオボックス転写因子 CDX2 について

の研究に一貫して従事し、CDX2 をバイオ

マーカーとした未分化大腸癌 LCMDC の

同定（文献 1）、および CDX2 の異常発現

による胃の腸上皮化生について報告した

(文献 2,3,5)。同時に CDX2 プロモーター領

域から大腸上皮に特異的な転写活性をもつ

9.5 kb の遺伝子配列（CDX2P9.5）を同定

し(文献 4)、Cre/loxP システムを利用して 2
種類の自然発生型の大腸浸潤癌マウスモデ

ルを確立した（右上写真、四角内と矢印が

大腸浸潤癌、三角は小腸腺腫）。一つは Apc
のヘテロ変異体により遠位大腸に高分化型

腺癌（浸潤癌）を発生する左側結腸癌モデ

ル(Cancer Res 2007,文献 6)、もう一つはマ

イクロサテライト不安定性による発現誘導

プロモーターを利用してApcをノックアウ

トし、近位大腸に浸潤癌が発生する右側結

腸癌モデル(Nature Method 2008,文献 7)
である。しかしながら、これら２種類のマ

ウスでは遠隔転移が認めらなかった。これ

らの腫瘍ではマイクロサテライト安定性で

あり、spectral karyotype(SKY)解析では、

染色体転座はなく、染色体不安定性による

aneuploidy を認めた。また p53 や Kras な

どのadenoma-carcinoma sequenceに関連

した遺伝子変異も認められなかった。これ

らの知見から、転移能をもつ悪性度の高い

腫瘍が自然発生するマウスモデルの作製に

は、Apc と他の大腸癌関連遺伝子（p53, 
KRAS, TGF２型受容体、PTEN）あるい

は未知の転移関連遺伝子との複合的遺伝子

変異が必要であることが示唆された。 
 
２．研究の目的 
マウス実験系の確立と解析：Apc＋既知の

大腸癌関連遺伝子（p53, KRAS, TGF２型

受容体、PTEN など）の変異、または Apc
＋化学発癌物質の投与によるランダムな遺

伝子変異、により大腸上皮特異的に複合的

遺伝子変異を導入し、遠隔転移マウスモデ

ルを確立する。変異の組み合わせによる浸

潤、転移の発現型を病理形態学的に解析し、

腫瘍の生物学的動態をサブクラス分類する

とともに、これらの腫瘍を網羅的に遺伝子

解析し、各サブクラスにおける遺伝子プロ

ファイルの特徴を解析する。転移臓器別の

バイオマーカーの候補遺伝子を 30-60 個ま

で絞り込む。 
転移モデル実験系での検証：30-60 個のバ

イオマーカー候補遺伝子について、大腸癌

細胞株での遺伝子導入や siRNA 抑制によ

り培養細胞株での発現型を検証し、ヌード

マウスでの異種移植を使った in vivo 実験

モデルにおいて検討を行う。転移臓器特異

性については、理研や Jackson lab などの

バイオリソースから候補遺伝子の loxP マ

ウスを入手し、大腸浸潤癌モデルと交配さ

せて、転移能獲得と転移臓器の再現性につ

いて検証する。 
ヒトの進行大腸癌での有用性の検討：マウ

スモデルで得られた転移関連のバイオマー

カー候補遺伝子について、がん拠点病院で

の症例でパイロットスタディ後、膨大な臨

床症例のデータベースをもつ中四国がん臨

床研究支援機構における多施設による臨床

研究（疫学研究）により、進行大腸癌手術

症例での大規模な検証を行い、臨床で真に

有用なバイオマーカーを同定する。 
 



３．研究の方法 
（概略）本研究では、私共が確立した自然

発生による大腸癌浸潤Apcノックアウトマ

ウスモデルに複合的大腸癌関連遺伝子異常

またはランダムな遺伝子変異を導入し、大

腸癌転移モデルを作製する。転移臓器別の

遺伝子プロファイリングを作製し、腫瘍の

サブクラス分類を行うとともに、それらの

バイオマーカー候補遺伝子を同定する。網

羅的遺伝子解析では、約 3 万個の遺伝子か

ら約 30-60 個（約 0.1-0.2%）の候補遺伝子

を(一次)スクリーニングする。次に、培養

細胞株を使った細胞実験系（二次スクリー

ニング）および転移動物モデル実験系（三

次スクリーニング）を用いて、候補遺伝子

を 5-10 まで絞り込む。2 ヶ所のがん拠点施

設（広島大学、中国がんセンター）での症

例で retrospective に検証し、候補遺伝子を

5 個以下に絞る。中四国がん臨床研究支援

機構を通して多施設での臨床研究を行い、

臨床応用可能な転移臓器別バイオマーカー

を同定する。 
(1)マウス大腸癌転移モデルの作製 
I)マウスの腫瘍発育条件の検討と組織の回

収 ： CPC;Apc マ ウ ス と

CDX2P-G22-Cre;Apc マウスと交配して新

たに作製する複合遺伝子改変マウスは、実

験マウス 30 匹、コントロールマウス 30 匹

を交配により準備した。実験開始後、経時

的にマウスの体重測定、血清を回収し、３、

６、１２ヶ月目に 10 匹ずつ屠殺し、転移

形式を観察し腫瘍を摘出後、RNA 検体、

DNA 検体、免疫組織染色用に検体を回収

した。発癌形式に特異性のあるモデルを再

度、30 匹程度作製し、転移の再現性を確認

するとともに、今後、確立した大腸癌転移

モデルとして使用可能とするために、十分

なデータの収集、解析を行った。 
2)マウス大腸癌転移モデルのサブクラス分

類と遺伝子プロファイリング（一次スクリ

ーニング） 
転移臓器、悪性度に応じて腫瘍をサブクラ

ス分類する。それぞれのサブクラスから３−

５検体を選択し、転写産物の発現プロファ

イルを網羅的遺伝子解析用の DNA チップ

（ Affymetrix の Mouse Gene 1.0 ST 
Array、28,853 個の遺伝子をスクリーニン

グ可能）を用いて解析を開始する。マイク

ロアレー（DNA チップ）を用いたデータ

シートから、大腸癌浸潤・転移モデルを実

験群とし、発現の変動の大きいものから転

移臓器別の転移関連候補遺伝子 30-60 個を

抽出する。網羅的解析で得られた結果を、

quantitative PCR 法により、RNA サンプ

ルで検証する。抗体があるものについては、

病理組織検体を使って免疫組織染色を行い、

網羅的解析で得られたデータの追試を行う。 
3)浸潤・転移関連バイオマーカー候補遺伝

子の検証（二次スクリーニング） 
網羅的遺伝子解析と quantitative PCR に

より、腫瘍から得られた転写産物が転移組

織で有意に変化している候補遺伝子を培養

細胞株で発現誘導または発現抑制し、in 
vitro の実験により、それぞれの候補遺伝子

の転移能に与える影響を検証する。遺伝子

制御法として、siRNA による一過性または

安定的発現抑制細胞株を作製する。または、

レトロウイスルベクターによる候補遺伝子

発現導入株を作製する。 
(2)ヒトの病理検体での検証 
1)がん研究拠点施設におけるパイロットス

タディ：当施設と中国がんセンターでの手

術症例を使ったパイロットスタディを行う。

各転移臓器（肝、肺、リンパ節、その他）

について 50 症例ずつ、バイオマーカー候

補遺伝子の解析（遺伝子変異解析と免疫染

色組織染色による蛋白質発現解析）を行う。

データベースからの患者背景と、バイオマ

ーカー候補遺伝子の遺伝子解析および免疫

組織染色により、遺伝子プロファイリング

を行い、候補遺伝子を 5 個以下まで絞る。 
2) 多施設での臨床研究による検証 
私共が事務局をもつ中四国癌臨床研究支援

機構または広島臨床腫瘍外科研究グループ

において、本研究で絞り込まれた各転移臓

器のバイオマーカー候補遺伝子（5 個）に

ついて、多施設による臨床研究により、転

移関連バイオマーカーとしての有用性につ

いて検討する。 
 
４．研究成果 

私共が作製した大腸上皮特異的 Apc コン

ディショナル・ノックアウトマウスを応

用して、大腸癌関連遺伝子に複合的変異

をもつマウスを作製し、発癌から浸潤・

転移までの過程を生理的条件で再現した



マウスモデル実験系を構築し以下の成果

を得た。（１）Apc 欠損マウスにおいて、

腫瘍の発生に関する条件設定、細径内視

鏡による腫瘍のリアルタイムでの観察な

どをおこなった。この成果により、Apc

欠損マウスにおける薬剤投与が腫瘍の増

大スピードに与える影響を解析すること

が可能となった。また腫瘍増大促進因子

の投与により、腫瘍の増大促進小効果が

確認できた。いずれの実験においても、

統計学的に有意な差をもって再現性のあ

るデータを得る事に成功し、これらのマ

ウスをつかった薬剤や有害物質のスクリ

ーニングを可能とするモデルが確立され

た。（２）Apc 欠損＋既知の大腸癌関連遺

伝子（変異型 KRAS, 変異型 TGFb２型受容

体、PTEN 欠損など）の変異を加えたマウ

スの確立に成功した。変異型 KRAS 以外は、

現在も腫瘍組織の回収を行っている途中

であり、今後のプロジェクトとして継続

する。（３）Apc 欠損+KRAS 変異型マウス

で発生した腫瘍と Apc 欠損マウスの腫瘍

の遺伝子発現プロファイルを網羅的に解

析して、変異型 KRAS による標的遺伝子の

同定をおこなった。これらのうち、既に

大腸癌細胞株をつかった実験で同定され

た遺伝子について、マウスモデルでも変

異型 KRAS の標的遺伝子であることが確

認された。またヒトの臨床検体でもその

現象が確認された。（４）Apc 欠損＋KRAS

変異型マウスにおいて、浸潤性の高い

phenotype をもつ腫瘍発生モデルの作製

に成功した。現在、腫瘍検体を回収して

おり、従来の浸潤性が低い phenotype を

もつ腫瘍との網羅的遺伝子解析が現在継

続中のプロジェクトである。 
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