
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５２０１

基盤研究(C)

2013～2011

バレット食道形成過程におけるＮｏｔｃｈシグナルの機能解析：Ｃｄｘ２との相互作用

Evaluation of the functional role of Notch signaling in the development of Barrett's
 esophagus: interaction with Cdx2 pathway

４０３４６３８３研究者番号：

石村　典久（ISHIMURA, NORIHISA）

島根大学・医学部・講師

研究期間：

２３５９０９１７

平成 年 月 日現在２６   ６ １６

円     3,900,000 、（間接経費） 円     1,170,000

研究成果の概要（和文）：本検討は、バレット食道形成過程におけるNotchシグナルとCdx2の相互作用を明らかにする
ことを目的として行い、以下の結果が得られた。①バレット食道細胞株に胆汁酸刺激を行うと、Cdx2の著明な亢進と共
にNotchシグナルの下流の転写因子であるHes-1の低下およびATOH1の発現亢進、NotchリガンドであるDll-1の発現亢進
を認めた。②Cdx2 siRNAを培養細胞に導入した系では、胆汁酸刺激をしても腸上皮化生のマーカーであるMUC2の誘導に
至らず、Cdx2が中心的に作用し、NotchシグナルはCdx2の発現と関連してバレット食道の形成に影響を与えていること
が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The relationship between the Notch signaling pathway and Cdx2 expression in the de
velopment of Barrett's esophagus has not been explored. The aim of this study was to investigate the inter
relationship between Notch signaling and Cdx2 in esophageal epithelial cells. Forced expression of Cdx2 in
 cells suppressed Hes1, and enhanced ATOH1, Dll-1 and MUC2 expressions, whereas bile acids suppressed Hes1
, and enhanced ATOH1, Dll-1, Cdx2, and MUC2 expressions. On the other hand, these effects were blocked by 
siRNA-based Cdx2 downregulation. We also found that both ATOH1 and Cdx2 expression were enhanced during de
velopment of Barrett's esophagus in rat model. Collectively, enhanced expression of Cdx2 by stimulation wi
th bile acids may induce intestinal differentiation of esophageal columnar cells by interaction with the N
otch signaling pathway including ATOH1 and Dll-1.
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１．研究開始当初の背景 
Notch シグナルは消化管の細胞分化の決定

や恒常性の維持において重要な役割を担う
分子であるが、食道上皮における詳細な機能
については明らかではなかった。私共は 2008
年に科学研究費補助金（基盤研究（C））を得
て「食道扁平上皮の恒常性維持における
Notch シグナルの役割と腺癌発症機構の解
明」についての研究を行った。この検討で食
道扁平上皮の恒常性の破綻によって生じる
と考えられるバレット上皮におけるNotchシ
グナルの発現パターンは扁平上皮と比べて
大きく変化しており、扁平上皮細胞株への胆
汁酸曝露によって、同様の発現パターンが誘
導される結果が得られた。さらに、バレット
食道の形成において重要な役割を果たすこ
とが示されている転写因子 Cdx2 の発現と関
連していることを明らかにした。これらの結
果から、バレット食道の形成に Notch シグナ
ルが深く関与していることを報告した
（Tamagawa Y, Ishimura N, et al. Lab Invest 
2012）。しかしながら、Cdx2 と Notch シグナ
ルがどのように相互作用して、バレット食道
の形成を誘導しているのかについては十分
明らかとなっていない。 
 
２．研究の目的 
バレット食道形成過程におけるNotchシグ

ナルと Cdx2 の機能解析を行い、両者のクロ
ストークを明らかにすることで、バレット食
道形成の解明を目標とする。 
 
３．研究の方法 
(1)胃酸・胆汁酸刺激による Notch シグナル
-Cdx2 の発現変化 
バレット食道の形成に影響すると考えら

れている酸・胆汁酸を食道腺癌細胞（OE-33, 
19）・バレット食道細胞株（CP-A）・食道扁平
上皮株（Het-1A）に投与し、Notch シグナル
関連因子（Notch-1、Hes-1、ATOH1）、Cdx2 の
発現を mRNA レベルおよび蛋白レベルで解析
した。 
(2)Cdx2 発現変化による Notch シグナル調節
機構 
食道腺癌細胞株およびバレット食道細胞

株に遺伝子導入を行い、Cdx2 を発現調節した
系を作成し、Notch シグナル関連因子の発現
状況を評価した。 
(3)バレット食道における Notch リガンドの
発現状況と胆汁酸による発現変化 
①Notch シグナルに影響を与える Notch リ

ガンド（Dll-1、Jagged-1）の発現状況をヒ
ト生検組織を用いて免疫組織染色および PCR
で評価した。 
②培養細胞株に胆汁酸を投与した際の

Notchリガンドの発現変化をmRNAレベルおよ
び蛋白レベルでの評価を行った。 
(4)Notch シグナル発現変化による Cdx2 発現
への影響 
Notch リガンドおよび Notch シグナル阻害

薬（γセクレターゼ阻害薬）を用いて、Notch
シグナルを活性化/抑制した際のCdx2発現変
化について評価した。 
(5)Notch リガンド Dll-1 遺伝子発現調節に
よる Notch シグナル-Cdx2 発現への影響 
①Notch リガンドである Dll-1 の発現ベク

ターを食道扁平上皮細胞株に導入し、Cdx2 発
現変化を評価した。 
②Dll-1 siRNA を作成し、バレット食道細

胞株に導入し、Cdx2 発現変化を評価した。 
(6)バレット食道モデルラットにおける
Notch シグナルおよび Cdx2 の経時的発現変
化の検討 
ラット食道空腸吻合モデル（Levrat モデ

ル）を作成し、経時的（8週・16 週・24 週・
32 週）な Notch シグナルと Cdx2 の発現を評
価した。 
 
４．研究成果 
(1)胃酸・胆汁酸刺激による Notch シグナル
-Cdx2 の発現変化 
胆汁酸（DCA・CA）投与によって、Cdx2 は

著明な発現亢進を示し、Notch シグナルに関
してはHes-1の発現低下と下流の転写因子で
ある ATOH1 の発現亢進を認めた。DCA は CA に
比して強い変化を示した。この傾向は食道扁
平上皮株・バレット食道細胞株・食道腺癌細
胞株のいずれにおいても認められた。一方、
酸（pH4）条件下では有意な発現変化を認め
なかった。 
(2)Cdx2 発現変化による Notch シグナル調節
機構 
①Cdx2 発現ベクターを導入し、発現亢進し

た系ではNotch-1の発現には影響せず、Hes-1
の有意な発現低下とATOH1の発現亢進を認め
た。 
②Cdx2 siRNA を導入し、発現抑制させた系

を用いて検討すると、胆汁酸投与による
Notch シグナルの発現変化が抑制され、Notch
シグナルの誘導に Cdx2 が密接に関わってい
ることが示された。 
(3)バレット食道における Notch リガンドの
発現状況と胆汁酸による発現変化 
①バレット食道の生検組織において

Jagged-1 は周囲の扁平上皮と比して有意な
発現変化は認めなかったが、Dll-1 はバレッ
ト食道上皮において強い発現亢進を認め、バ
レット食道の形成にはDll-1がより関与して
いることが示された。 
②培養細胞株に胆汁酸（DCA）を投与する

と、Notch シグナルは抑制され、Hes-1 発現
の低下が見られるが、この時 Dll-1 は有意な
発現亢進を認め、胆汁酸の影響よって Notch
リガンドが誘導されることが示された。 
(4)Notch シグナル発現変化による Cdx2 発現
への影響 
①Recombinant Jagged-1 および Dll-1を培

養細胞に投与すると、Notch シグナルの活性
化を生じ Hes-1 の亢進および ATOH1 の発現は
抑制されたが、この系において Cdx2 の発現



に大きな変化を認めなかった。 
②γセクレターゼ阻害薬（DAPT）を培養細

胞に投与するとNotchシグナルの抑制を生じ、
Hes-1 の抑制および AOTH1 の発現は亢進が見
られた。また、Cdx2 および MUC2 の発現も見
られたが、Cdx2 siRNA を導入した細胞株では
MUC2 の発現亢進を認めなかった。 
(5)Notch リガンド Dll-1 遺伝子発現調節に
よる Notch シグナル-Cdx2 発現への影響 
①Dll-1 発現ベクターを食道扁平上皮細胞

株に導入した系において、Hes-1 の下流転写
因子 AOTH1 および Cdx-2 の発現亢進を認めた。 
②一方、Dll-1 siRNA によって Dll-1 の機

能を抑制すると、ATOH1 の著明な低下を認め
たものの、Cdx2 および MUC2 の発現変化は著
明でなかった。 
(6)バレット食道モデルラットにおける
Notch シグナルおよび Cdx2 の経時的発現変
化の検討 
モデルラットにおいてバレット食道の形

成は 16 週（40%）、24 週（60%）、32 週（80%）
と経時的に発生率の増加を認めた。ATOH1 の
発現は 24 週でピークとなり、Cdx2 は 32 週で
ピークが見られた。バレット食道形成過程に
おいて ATOH1 と Cdx2 はともに発現亢進を認
め、ATOH1 と Cdx2 に関連する転写ネットワー
クが重要な役割を果たしていることが示さ
れた。 
【まとめ】 
培養細胞株に Cdx2 siRNA を導入し、機能

低下させると、胆汁酸刺激による Notch シグ
ナルの変化によっても腸上皮化生の形質
（MUC2 発現）が誘導されず、一方で、Notch
シグナルの下流のATOH1を機能低下させた系
では、胆汁酸刺激でMUC2が誘導可能であり、
バレット食道形成には Cdx2 がメインルート
であることが示された。さらにリガンドであ
る Dll-1 が Hes-1 を介して Cdx2 発現に影響
を与えていることが明らかとなり、Notch シ
グナルと Cdx2 は複雑に相互作用してバレッ
ト食道形成に関わっていることが示された。 
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