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研究成果の概要（和文）： 

本研究は申請者らが独自に研究を展開してきた炎症性サイトカインを介した腸管上皮細胞
における免疫学的シグナル伝達に注目し、炎症性腸疾患における特異的発癌分子機構とそ
の新規治療標的としての可能性について解析した。その結果、腸管上皮細胞における特異
的な TNF シグナルが NF-B の活性化に深く関与する事実と、それによって腸管上皮細胞の
発癌誘導が促進され得る可能性が暗示された。この分子メカニズムが炎症性腸疾患における
特異的発癌の病態機序においてその治療標的になりうることが示唆され、今後の研究成果が
期待される。

研究成果の概要（英文）： 
Treatment with anti-tumor necrosis factor (TNF) mAb has been accepted as a successful therapy for 

patients with inflammatory bowel diseases (IBD).  It has been recently reported that blockade of TNF 
receptor (TNFR) signaling in infiltrating hematopoietic cells may prevents the development of 
colitis-associated cancer (CAC).  However, it remains unclear whether the TNF signaling in the 
epithelial cells is also involved in the development of CAC.  To investigate this, we studied the effects 
of anti-TNF mAb in animal models of colitis and CAC.  Our studies suggest that the TNFR signaling 
in intestinal epithelial cells may be directly involved in the development of CAC with persistent colitis, 
and imply that the maintenance therapy with anti-TNF mAb may prevent the development of CAC in 
patients with IBD.
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１．研究開始当初の背景
我が国では食生活の欧米化に伴い炎症性腸

疾患患者の発生は増加の一途を辿っている。近

年の急速な治療法の進歩に伴い、同疾患にお
ける長期経過例もまた増加の一途であり、従っ
て同症例の予後を規定する「炎症粘膜を母地と
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する発癌」の機序解明・予防及び治療法の確立
に対する要請もまた高まる一方である。炎症粘
膜における発癌は正常粘膜における adenoma- 
carcinoma sequenceや de novo発癌とは明らか
に異なる発癌経路から成立し、特異な臨床経過
を辿る事は知られているが、その成立過程にお
ける分子機序や発癌制御の中核を成す分子経
路は未だ全く不明である。従って、同経路を利
用した炎症粘膜特異的な癌抑制療法を開発す
る試みは未だ皆無である。

２．研究の目的
 本研究は我々が独自に見出した、炎症腸管
粘膜に於ける TNF受容体(TNFR)依存性発癌
促進機構に着目し、同機構による発癌機序に
ついて網羅的・包括的解析を加え、その細胞
内経路の全貌解明を目指すとともに同経路
による発癌制御のマスター遺伝子を同定し、
これを標的とした炎症粘膜特異的な癌抑制
療法の開発を目的とする。本研究により、こ
れまで全く明らかとされていなかった炎症
腸管粘膜における発癌の中核を成す分子機
序の全貌解明につながることが期待される
のみならず、最終的には同経路を利用した分
子標的治療の開発によって炎症性腸疾患に
おける画期的な癌抑制療法の確立へと発展
することが期待される。

３．研究の方法
当該研究計画は I）腸管上皮細胞における

TNFR特異的細胞内経路の網羅的解析、II）
TNFR依存性発癌機構におけるマスター分子の
同定、および III）TNFR経路を標的とした炎症
粘膜特異的癌抑制療法の開発に大別され、段
階的に遂行する。
I. 腸管上皮細胞における TNFR 特異的細胞内
経路の網羅的解 
I-1)腸管上皮細胞における TNFR 特異的シグナ
ルの誘導系の確立 
●マウス腸上皮非腫瘍細胞株MODE-K細胞を
用い、レンチウイルスベクターを用いてテトラサイ
クリン誘導下にマウス TNFR を恒常的に発現す
る細胞株を作製する。 

●樹立した同細胞に対し、ドキシサイクリン存在
下においてリコンビナント rTNF-又は野生型
C57BL/6 マウスから単離し、rIFN-で前処理した
マクロファージとの混合培養により各受容体特異

的シグナルを誘導後、MODE-K 細胞のみを回
収し、NF-B 単独の活性化をルシフェラーゼア
ッセイ及びウエスタンブロット法を用いて確認し

発現蛋白の受容体機能を確認する。

I-2)腸管上皮細胞における TNFR特異的シグナ
ルの網羅的解析

●上記 I-1)にてTNFR特異的なNF-B単独の活
性化が確認された細胞株を用いて、これを 1)無
刺激 2)ドキシサイクリン単独存在下 3) rTNF-単

独存在下 4)ドキシサイクリン・rTNF-共存在下の
4条件においてマイクロアレイ法を用いてmRNA
発現プロファイルを明らかにする。得られたプロ

ファイルを比較し、TNFR 依存性・TNF-非依存
性経路において発現制御を受ける全遺伝子を

抽出する。

●マイクロアレイ法により抽出された各遺伝子に
つき、TNFR依存性・TNF-非依存性経路による
発現制御の有無を I-1)にて樹立した細胞にて
RT-PCR法を用いて検証する。 
II. TNFR 依存性発癌機構におけるマスター分
子の同定

II-1) TNFR 依存性・TNF-非依存性経路にお
けるマスター分子の同定

●上記 I-1 及び I-2 において同定された候補遺
伝子につき、各々レトロウイルスベクターを用い

た shRNA-mediated knockdown により、各遺伝
子間の依存関係をマッピングし、細胞内変化の

中心となっているマスター候補分子を抽出す

る。

II-2) TNFR 依存性・TNF-非依存性経路にお
ける癌化形質マスター分子の同定 

●上記 II-1 において同定されたマスター候補分
子につき、各々レトロウイルスベクターを用いた

shRNA-mediated knockdownにより、TNFR依存
性癌化形質に及ぼす効果を 1)光学観察による
細胞の形態的変化・細胞骨格構造の変化・細

胞間構造の変化、2)ウエスタンブロット及び
レポーターアッセイによる-catenin-TCF 経
路活性の測定により解析する。さらにヒト炎症

発癌症例を用いた免疫組織学的検討により、in 
vivoにおける発現分布の解析を加える。
III. TNFR経路を標的とした炎症粘膜特異的癌
抑制療法の開発

III-1) TNFシグナル阻害による炎症粘膜特異的
癌抑制効果の解析

●野生型 C57BL/6マウスを用いて、
azoxymethane (AOM)および dextran sodium 
sulfate (DSS)を投与することにより colitic cancer
モデルを作製する。同マウスに TNFシグナル特
異的阻害薬を経静脈的及び経直腸的に投与し、
発癌抑制効果を組織学的に解析する。さらに
I-2に於いて同定した各遺伝子発現変化を検討
し、in vivoに於ける TNFシグナル阻害の効果を
確認する。

III-2)癌化形質マスター分子阻害薬のスクリーニ
ング

●MODE-K細胞を用いて II-2において抽出され
た癌化形質マスター分子の分子機能をルシフェ

ラーゼ活性で読み出す機能アッセイ系を樹立す

る。同系を用いた低分子化合物スクリーニング

により癌化形質マスター分子阻害効果を有する

低分子化合物を抽出する。

III-3)癌化形質マスター分子阻害による炎症粘



膜特異的癌抑制効果の解析

●野生型C57BL/6マウスを用いて、AOMおよび
DSSを投与することにより colitic cancerモデルを
作製する。同マウスに III-2)において抽出された
癌化形質マスター分子特異的阻害薬を経静脈
的及び経直腸的に投与し、発癌抑制効果を組
織学的に解析する。

４．研究成果 
本研究は申請者らが独自に研究を展開

してきた腫瘍壊死因子（TNF）受容体シグナ
ルを介した腸管上皮細胞における免疫学
的シグナル伝達に注目し、炎症性腸疾患に
おける特異的発癌分子機構とその新規治
療標的としての可能性について着目してい
る。その結果、本研究では当該研究期間に
以下のような成果が得られた。
１）マウス腸上皮細胞株 MODE-K および

CT-26 細胞を用いた実験では、１型 TNF 受
容体（TNFR1）および２型 TNF 受容体
（TNFR2）がそれぞれこれらの細胞に発現し
ていることが mRNA および蛋白質レベルで
確認された。２）またリコンビナント(r)インター
フェロン-ガンマ（ｒIFN-）の存在下でこれら
の細胞を培養すると、TNFR1 の発現には変
化がみられないものの、TNFR2 の発現は増
加することが Western blot 法で観察された。
３）またｒIFN-やｒTNF-の存在下で培養し
たこれらの細胞において、コントロールと比
較して p65や I-Bのリン酸化が誘導される
ことが生化学的に確認された。これを受けて、
腸管上皮細胞のアポトーシスに対する TNF
シグナルの影響を解析した結果、以下のよう
な成果が得られた。４）ｒIFN-やｒTNF-の
存在下でマウス腸上皮細胞株 MODE-K お
よび CT-26 細胞を培養したときに誘導される
２型 TNF 受容体（TNFR2）特異的な発現上
昇は、細胞内の p65 や I-Bのリン酸化を
誘導することのほか、これらの細胞では
caspase 8 や caspase３の活性化が誘導され
ないことが Western blot 法で確認された。５）
またマウス慢性大腸炎モデルを作製したとき、
in vitro での結果と同様に大腸上皮におい
て p65 や I-Bのリン酸化が誘導されること
が Western blot 法で観察された。さらにこれ
を受けて、in vivo における炎症性発癌に対
する TNF シグナルの影響を解析した結果、
本研究では当該研究期間に以下のような
成果が得られた。６）in vivo における炎症性
発癌モデルとして azoxymethane (AOM)と
dextran sodium sulfate (DSS)の投与による
colitis-associated cancer (CAC)をマウスに
誘導した。その大腸組織の解析結果から、
in vitro と同様に炎症時の上皮細胞におい
て TNFR2 特異的な発現上昇が誘導され、
それと相関して細胞内の p65や I-Bのリン
酸化も誘導される一方、同組織において

caspase 8 や caspase３の活性化は誘導され
ないことが確認された。７）またこうした傾向
は非腫瘍部と比較して腫瘍部でさらに強い
反応として確認された。８）さらにこうした反
応は in vivo における抗 TNF 抗体によって
阻害されることが確認された。これらの研究
結果は腸管上皮細胞における特異的な
TNF シグナルが NF-B の活性化に深く関
与する事実と、それによる腸管上皮細胞の
発癌を誘導し得る可能性を暗示するものと
思われる。さらにこの分子メカニズムが炎症
性腸疾患における特異的発癌の病態機序
においてその治療標的になりうることが示唆
され、今後の研究成果が期待されるものと
思われる。 
炎症性発癌モデルにおけるその調節機構に
関しては、当初に想定されていた標的分子のほ
か、アポトーシス関連分子の影響を受けている
か否か、その解析を同時に進めたため、本研究
は予定されていた計画から若干異なる展開を辿
ったが、炎症性発癌機構における TNFの重要
性が明確化するなどの大きな成果が得られた。
炎症性腸疾患に合併する炎症性発癌機構にお
いて、TNFが中心的役割を担っている可能性が
示唆されたことを受けて、今後はさらに詳細な分
子メカニズムが解析され、CACの新規治療法開
発に発展すると期待する。
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