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研究成果の概要（和文）：胃癌発生機序を生体内で明らかにするために、胃において特定の遺伝

子を変異させるマウスの系統を樹立した。このマウスを用いて癌遺伝子の導入、癌抑制遺伝子

を不活化することでマウス胃腫瘍の発生に成功した。発癌機序を分子生物学的に検討したとこ

ろ、種々のサイトカインの発現が上昇しており、それらに関与する細胞内リン酸化酵素の活性

が増加していた。これらの分子の機能を阻害することにより発癌の抑制や発生した癌の縮小が

みられた。本研究によって癌の発生解明や新規治療の確立に有用な知見が得られた。 
 
研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to establish stomach-specific gene 
recombination mice for the research of gastric tumorigenesis. Using this model, we 
established highly reproducible gastric tumor model and analyzed the mechanism of 
carcinogenesis. We found several cytokines and intracellular kinases were involved in the 
gastric carcinogenesis. Role of each molecule was clarified using knockout mice and gastric 
cancer cell lines treated with siRNA and inhibitors.  
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１． 研究開始当初の背景 
胃癌は年間死亡者数が 5万人を超える悪性腫
瘍であり、萎縮性胃炎を経て発症する
intestinal type と、萎縮を伴わない diffuse 
type に分類される。それぞれの type で観察
される遺伝子変異や増幅などの異常は異な

っているが、それらの発癌における役割は明
らかになっていない。 
胃癌の動物モデルとして、H+/K+-ATPase や
Foxa3などのプロモーターを用いた胃粘膜へ
の遺伝子異常の導入マウスが報告されてい
る。これらの遺伝子組み換えモデルは発現範
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囲や発現時期に制限があり、そのため導入で
きる遺伝子異常も限られ、胃発癌メカニズム
の解析も十分には行われていない。 
 
２．研究の目的 
新規の胃粘膜遺伝子導入モデルを作成し、
Kras、TGFβII 型受容体、E-cadherin など
の遺伝子異常が胃癌の発生に与える影響を
検討する。またこれらの遺伝子変異モデルを
用いて発癌に重要となる分子を同定し、その
役割を検討する。 
 
３．研究の方法 
胃粘膜特異的 cre リコンビナーゼ発現マウス
（TFF1creTg、K19-creERT マウス）をレポ
ーターマウス(LacZ および EYFP)と交配し、
レポーター遺伝子の発現を検討した。さらに
変異型 Kras遺伝子と TGFβII 型受容体の遺
伝子変異を胃粘膜に導入し病理像の検討、免
疫組織染色、定量的 PCR 法による遺伝子発
現検討を行った。 
胃癌に関連するASK1、IL-6遺伝子の役割は、
それぞれの分子のノックアウトマウスを用
いて MNUによる化学発癌モデルで検討した。
また腫瘍発生、進展やサイトカイン発現にお
ける細胞内シグナル阻害薬の効果は、AGS、
MKN45 など胃癌細胞株を用いて解析した。 
 
４．研究成果 
(1)TFF1-creトランスジェニックマウスの作
成と遺伝子組み換えの検討 
マウス TFF1 プロモーターの上流約 2kb を
PCR で増幅し、cre リコンビナーゼ遺伝子の
直上に挿入した TFF1-cre プラスミドを作成
し、マウス受精卵にマイクロインジェクトし
た。得られたトランスジェニックマウスから
二 系 統 の 遺 伝 子 導 入 を 確 認 し た 
(TFF1creTg1, TFF1creTg2) これらの系統
をレポーターマウスであるRosa26R-LacZマ
ウスと交配し得られた TFF1creTg1-LacZ, 
TFF1creTg2-LacZ マウスの胃組織で粘膜染
色、イムノブロットを行い LacZ 遺伝子の発
現を検討したが、いずれの系統でも胃粘膜に
おける組み換えがみられず、目的の cre リコ
ンビナーゼが働いていないと考えられた。 
 
(2) K19-creERT;KrasG12D;TGFbR2KO マ
ウスの樹立と解析 
前述の TFF1-cre-SV40Tg マウスによる胃粘
膜の遺伝子改変が確認できなかったため、近
年樹立され、胃粘膜を含む消化管で誘導性に
遺伝子変異を起こさせる K19-creERT マウ
スを導入した。K19-creERT マウスとレポー
ターマウスである Rosa26R-EYFP マウスと
交配し、タモキシフェン(TAM)を腹腔内投与
した一週間後に胃組織を抗 GFP 抗体で免疫
染色を行った。図１にみられるように、主に

胃粘膜頸部より表層の腺窩上皮に EYFP の
発現が見られ、目的の遺伝子変異が誘導され
ていることが確認された。続いて KrasG12D; 
TGFbR2KO マウスと交配し、K19-creERT; 
KrasG12D;TGFbR2KO マウスを樹立した。
タモキシフェンの腹腔内投与によって遺伝
子変異を誘導すると、胃粘膜に著明な肥厚性
変化が見られた。さらに大部分のマウスで浸
潤性の腫瘍が認められた（図２）。腫瘍部の
免疫染色とイムノブロットで細胞内リン酸
化酵素である Erk、JNK が活性化しているこ
とが認められた。また腫瘍部のサイトカイン
発現を定量的 PCR で検討したところ、TNFα、
GM-CSF、IL-1α、IL-6 などのサイトカイン
の発現が増加していることが分かった。以上
の結果から胃粘膜特異的な Kras 変異と TGF
βシグナルの遮断によりサイトカイン発現
が過剰に誘導され発癌したと考えられた。よ
って本モデルは胃腫瘍発生機序解明に有用
であると考えられた。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(3) IL-6 ノックアウトマウスを用いた胃発癌
モデルの解析 
胃粘膜での変異型 Kras 遺伝子の発現により
サイトカインの IL-6 の発現量が増加するこ
とが明らかになったため、IL-6 が胃癌に果た
す役割をノックアウトマウスの化学発癌モ
デルで検討した。 
野生型 C57B6 マウスに 240ppm の MNU を
経口投与したところ、既報の如く胃腫瘍が見
られた（図３）。この腫瘍モデルを IL-6 ノッ
クアウトマウスで比較すると、図４のように
担癌個体数、腫瘍数、腫瘍サイズのいずれも
IL-6 ノックアウトマウスで減少していた。ま
た野生型マウスの腫瘍では IL-6 は主に間質
に発現しており、線維芽細胞のマーカーであ
る αSMA と同様の分布を示すことが分かっ
た（図５）。続いて IL-6 が発癌に与える影響
を検討するために胃粘膜より抽出した蛋白
を用いてイムノブロットを行った。図６に示
すように IL-6 ノックアウトマウスでは、非
腫瘍部、腫瘍部ともに STAT3 のリン酸化が



見られなかった。 
IL-6 の発現が主に線維芽細胞で認められた
ため、線維芽細胞と腫瘍細胞のサイトカイン
の相互作用を検討した。種々の胃癌細胞株の
培養上清は線維芽細胞培からの IL-6 分泌を
促進した。この胃癌細胞株の培養上清に IL-1
の受容体拮抗薬を併用すると線維芽細胞か
らの IL-6 分泌が有意に減弱した（図７）。こ
れらの結果より化学発癌によるマウス胃癌
モデルではサイトカインの IL-6 は線維芽細
胞から分泌され、癌細胞の増殖などを正に制
御していることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(4) 新規サイトカイン IL-32 がヘリコバクタ
ー感染と胃癌に与える影響  
IL-6 や IL-1 などのインターロイキンはヘリ
コバクター感染胃粘膜で増加していること
が既に知られていたが、上記実験によりマウ
スモデルでは線維芽細胞との相互作用を介
して発癌に関わることが示された。続いて近
年リウマチなどの炎症性疾患で増加してい
ることが報告された新規サイトカインであ
る IL-32 が胃発癌に与える影響を検討した。 
まず臨床検体で IL-32 の発現を検討したとこ
ろ、図８のようにヘリコバクター非感染粘膜
ではほとんど発現がなく、胃癌では高発現が
認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ヘリコバクターによる IL-32 発現機序の検討
のために AGS 細胞を用いた。野生型ヘリコ
バクターのみが IL-32 を誘導した。野生型感
染で活性化する細胞内シグナルの阻害剤を
添加したところ、SC-514 の添加で有意に発
現が減弱し、ヘリコバクターによる NF-kB
の活性化により IL-32 発現が促進しているこ
とが分かった（図９）。IL-32 にはマウスホモ
ログが知られておらず、ノックアウトマウス
がないため、AGS 細胞で IL-32 をノックダウ
ンしてその機能を検討した。IL-32 ノックダ



ウン細胞ではヘリコバクター感染による
NF-kB の活性化が低下していた（図１０）。
さらに NF-kB で制御される IL-8、CXCL1、
CXCL2 の発現が 15%、17%、37%と有意に
減弱した。これらの結果はヘリコバクター感
染により胃粘膜に誘導される IL-32 は、
NF-kB 活性化を介して発現し、さらに
NF-kB の活性化を持続させることで他のサ
イトカイン発現を制御していると考えられ
た。すなわち IL-32 は炎症から発癌の経路で
正のフィードバックループを形成している
重要な蛋白であることが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(5) ヘリコバクター感染マウスモデルと
ASK1 タンパクの機能の検討 
近年化学物質によるマウス胃癌モデルの検
討で発癌に関与することが報告された ASK1
タンパクについて、ヘリコバクター感染モデ
ルで検討した。 
野生型C57B6 マウスとASK1 ノックアウト
マウスにヘリコバクターSS1株を経口的に感
染させた。12 週後にヘリコバクターの感染数
を検討したところ、野生型、ASK1 ノックア
ウトマウスとも約 6 log10 CFUであり著変認
めなかった。一方病理学的検討では、炎症ス
コアは野生型で 2.9±0.3、ASK1 ノックアウ
トマウスで 3.9±0.4 であり有意にノックアウ
トマウスで炎症所見の悪化がみられた。萎縮
性変化は野生型で 1.2±0.4、ASK1 ノックア
ウトマウスで 3.7±0.5、化生性変化は野生型
で 0、ASK1 ノックアウトマウスで 3.3±0.9

といずれの項目もノックアウトマウスで悪
化がみられた。これらの結果からASK1 タン
パクはヘリコバクター感染胃炎において制
御的に働いている可能性が考えられた。また
感染胃粘膜の免疫染色でノックアウトマウ
スではJNKのリン酸化とp38 のリン酸化が
有意に減弱しており、さらに細胞増殖の指標
となるPCNAも減弱していた。これらの結果
からはASK1 タンパク質が細胞内リン酸化酵
素のJNKやp38 の活性化を介して細胞増殖
を制御しており、ヘリコバクター感染胃粘膜
ではこの反応が抑制されると、化生や萎縮性
変化が促進されると考えられた。 
ASK1 タンパクと細胞増殖の関連がマウスモ
デルで示唆され、また、胃癌症例で ASK1 の
発現増加が認められているため、このタンパ
クの機能的阻害が治療的効果をもたらすか
検討を加えた。ASK1 阻害薬を胃癌細胞株で
ある MKN45 および AGS 細胞に投与すると
JNK や p38 のリン酸化が減弱し、細胞周期
の制御タンパクである cyclinD1 が有意に減
少した。また図１１に示すように濃度依存的
に MKN45 細胞の増殖が抑制された。阻害薬
による癌細胞の増殖抑制はほかの胃癌細胞
株でも同様に見られた（図１２）。 
ASK1 阻害薬の効果を in vivo で検討するた
め MKN45 細胞をヌードマウスに移植し、阻
害薬を経口投与した。図１３に示すように阻
害薬は有意に癌細胞の増大を抑制した。移植
腫瘍の免疫染色では cyclinD1 陽性癌細胞数
は一視野あたり対照群で 75±25 個、阻害薬群
で 38±8 個、PCNA 陽性癌細胞数は対照群で
72±16 個、阻害薬群で 35±5 個であり、いず
れの指標も阻害薬群で有意に減少していた。 
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