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研究成果の概要（和文）：　胃癌組織において、Wnt/β-cateninシグナルの活性化を示すβ-cateninの蓄積が高率に認
められるが、その活性化が胃癌の発生・進展にどのように寄与しているかについては詳細に検討されていない。
　本研究では、β-cateninの発現を誘導可能な遺伝子改変マウスを用いて、正常な胃上皮細胞においてβ-cateninを強
制的に発現させることにより胃癌と同様の状態を作り出し、Wnt シグナルの活性化が細胞増殖および分化に及ぼす影響
を検討した。その結果、Wntシグナルの活性化は、胃上皮細胞の未分化状態を維持し、細胞増殖の促進へと導くことで
胃癌発生に寄与していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Wnt/β-catenin signaling is frequently activated in gastric cancers but it 
remains poorly understood how Wnt signaling contributes to the gastric carcinogenesis. In the present 
study, we investigated the effect of activation of Wnt signaling in gastric epithelial cells using 
doxycycline-inducible β-catenin mice. When we fed adult mice doxycycline for 5 days, cytoplasmic and 
nuclear β-catenin accumulation were observed in both fundic and pyloric glands of the stomach and the 
number of Ki-67-positive proliferating cells significantly increased in the isthmus and gastric pits with 
significant decrease in mucus production. Gene expression analysis revealed that β-catenin induction led 
to the up-regulations of gastric and intestinal epithelial stem cell markers. Our data indicate that Wnt 
activation maintains gastric epithelial cells in an undifferentiated and proliferative state.

研究分野：実験病理学

キーワード： 胃癌　Wntシグナル　細胞増殖　細胞分化
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１．研究開始当初の背景 
	
 ヒトの胃癌組織において、Wnt/β-cateninシ
グナルの活性化が高率に認められるが、その
活性化が胃癌の発生・進展にどのように寄与
しているかについては詳細には検討されて
いない。 
 
２．研究の目的 
	
 遺伝子改変マウスを用いて胃上皮細胞に
おいて β-cateninを強制的に発現させ、Wnt シ
グナルの活性化が細胞増殖および分化に及
ぼす影響を解析し、Wntシグナルの活性化が
胃癌の発生・進展にどのように寄与している
か明らかにすることを本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
⑴	
 β-catenin inducibleマウスを用いた解析 
	
 ドキシサイクリンの投与によって（Tet-on
システム）安定型 β-cateninの発現を誘導可能
な β-catenin inducibleマウスを用いて（Hirata A 
et al., Development, vol.140(1), p. 66-75, 2013）、
胃上皮細胞において β-catenin を強制的に発
現させ、Wnt シグナルの活性化が細胞増殖お
よび分化に及ぼす影響を解析した。5 から 7
週齢のマウスを使用し、0.2%ドキシサイクリ
ンを 5日間飲水投与した。 
⑴-①	
 組織学的および免疫組織学的解析	
 
	
 胃を大弯に沿って切開し、伸展した後、
10％中性緩衝ホルマリンにて固定した。定法
に従い、パラフィン包埋し、ヘマトキシリン
エオジン染色（H&E 染色）標本を作製した。
さらに、β-catenin、Ki-67、Muc5ACに対する
免疫染色およびアルシアンブルー−PAS 染色
（AB-PAS染色）を行った。 
⑴-②	
 遺伝子発現解析	
 
	
 胃を大弯に沿って切開し、伸展した後、胃
底腺および幽門腺領域の胃粘膜を採取した。
採取した胃粘膜は緩衝液で洗浄した後、
30mMの ethylendiaminetetraacetic acid（EDTA）
を含んだHanks' balanced salt solutionでインキ
ュベートし（37℃、15分）、胃上皮細胞のみ
を分離し、採取した胃上皮細胞から total RNA
を抽出した。リアルタイム PCR解析には、胃
底腺および幽門腺から抽出したRNAを用い、
定法に従い cDNA を合成し、解析に用いた。
マイクロアレイ解析では、幽門腺から抽出し
た RNA をサンプルとし、GeneChip Mouse 
Genome 430 2.0 Array (Affimetrix)を用いて解
析した。 
 
⑵	
 胃癌組織を用いた解析 
	
 β-catenin inducibleマウスを用いた解析結果
が胃癌組織に外挿出来るか検討するため、
N-methyl-N-nitrosourea（MNU）投与により誘
発したマウスの腺胃腫瘍およびヒトの早期
胃癌を組織学的および免疫組織学的に解析
した。H&E染色に加えて、β-catenin、Ki-67、
Muc5ACに対する免疫染色およびAB−PAS染
色を行った。	
 
	
 

４．研究成果	
 
⑴	
 β-catenin inducibleマウスを用いた解析 
⑴-①	
 組織学的および免疫組織学的解析 
	
 ドキシサイクリンをβ-catenin inducibleマウ
スに 5日間投与したところ、壁細胞を除く胃
底腺全域および幽門腺全域において β-catenin
の核・細胞質内への蓄積が認められた（図１）。
β-cateninを誘導した胃腺管では、峡部から胃
小窩にかけて核/細胞質比の高い小型細胞が
著明に増加した。同細胞は、細胞増殖マーカ
ーである Ki-67陽性であり（図１）、胃底腺お
よび幽門腺のいずれにおいても、β-cateninの
誘導により Ki-67 陽性細胞の数が有意に増加
した（図２）。 

図１	
 β-catenin inducibleマウスの胃底腺（上段）
および幽門腺（下段）における β-catenin誘導によ
る増殖細胞の増加。H&E 染色（左列）、β-catenin
免疫染色（中央列）、Ki-67免疫染色（右列）。 

図２	
 β-catenin inducibleマウスの胃底腺（左）お
よび幽門腺（右）における β-catenin 誘導による
Ki-67陽性細胞数の増加。	
 
	
 
さらに、粘液を染める AB−PAS染色を行った
ところ、正常な胃底腺および幽門腺では胃小
窩において PAS 陽性の豊富な粘液産生が認
められたが、β-catenin誘導により胃小窩にお
ける粘液産生の著明な減少が認められ（図
３）、表層粘液細胞への分化を抑制している



ことが明らかとなった。また、胃型粘液（腺
窩腺型粘液）のコアタンパク質である
Muc5ACの免疫染色でも粘液産生の抑制が確
認された。 

図３	
 β-catenin inducibleマウスの胃底腺（上段）
および幽門腺（下段）における β-catenin誘導によ
る粘液産生の抑制。H&E 染色（左列）、β-catenin
免疫染色（中央列）、Ki-67免疫染色（右列）。	
 
 
	
 以上の結果より、Wntシグナルの活性化に
より、胃上皮細胞の未分化性が維持され、細
胞増殖が促進されることが明らかとなった。	
 
	
 
⑴-②	
 遺伝子発現解析	
 
	
 はじめに、β-catenin inducibleマウスの胃底
腺および幽門腺において、ドキシサイクリン
の投与により β-catenin および Myc、Ccnd1、
Sox9 といった Wnt 標的遺伝子の発現が亢進
していることをリアルタイム PCR にて確認
した。	
 
	
 さらに、マイクロアレイ解析では、β-catenin 
を誘発した幽門腺では、Wnt 標的遺伝子に加
えて、胃および腸管上皮幹細胞マーカー遺伝
子（Lgr5、Sox2、Ascl2、Bmi1、Hopx、Llig1、
Rnf43、Tnfrs19、Znf43）がいずれも 2 倍以上
発現亢進していた。同時に分化マーカー遺伝
子の（Muc5ac）の発現抑制も認められた。 
また、発現量が 2 倍以上増加したプローブ
1972 個を抽出してパスウェイ解析を行った
ところ、Hippo signaling pathwayに加えて、
PI3K-Akt signaling pathway、TGF-βsignaling 
pathwayおよび MAPK signaling pathway等
の他のシグナル経路に関連した遺伝子群が
有意に変動していた。以上の結果より、Wnt
シグナルが活性化すると、他のシグナル経路
と協調して、胃上皮細胞の未分化状態を維持
し、細胞増殖の促進へと導くことが明らかと
なった。 
 
⑵	
 胃癌組織を用いた解析 
⑵-①	
 マウス腺胃腫瘍の解析 
	
 MNU 投与により誘発したマウスの腺胃腫
瘍の β-catenin 発現を免疫染色にて解析した

ところ、腫瘍内で核・細胞質内への β-catenin
の蓄積が限局して認められた（図４）。 

図４	
 MNU 投与により誘発されたマウス腺胃腫
瘍における β-catenin の発現。H&E 染色（上段）、
β-catenin 免疫染色（下段）。腫瘍内に β-catenin
の蓄積部位が限局して認められ、同部位は核／細

胞質比が高い小型の細胞で構成される。 
 
そこで、同一腫瘍内で β-cateninの蓄積してい
る部位と蓄積していない（細胞膜に発現して
いる）部位の比較を行った。β-cateninの蓄積
していない部位では、分化能が保たれており、
粘液産生の乏しい細胞では増殖能が保たれ
ている一方、豊富な粘液を有する細胞では増
殖能が失われ、正常な胃腺管同様に分化に伴
い増殖能が失われること明らかとなった（図
５）。一方、β-catenin の蓄積部位は、核／細
胞質比が高い小型の細胞で構成され、同細胞
では粘液産生の著明な減少し、細胞増殖能が
維持されていた（図５）。 

図５	
 MNU 投与により誘発されたマウス腺胃腫
瘍内における β-cateninの蓄積部位（上段）と非蓄
積部位（下段）の粘液産生能および細胞増殖能の

比較。図４の腫瘍の一部拡大像。左から H&E染色、
β-catenin 免疫染色、AB-PAS 染色、Ki-67 免疫染
色。β-cateninが細胞質・核に蓄積した部位では粘
液産生の著明な減少し、細胞増殖能が維持されて

いる。	
 
 
	
 以上の結果より、β-catenin inducibleマウス
の結果と一致して、マウスの腺胃腫瘍におい
ても、Wntシグナルの活性化により胃上皮細
胞の未分化性が保たれ、細胞増殖能が維持さ
れることが明らかとなった。 
	
 
⑵-②	
 ヒトの早期胃癌の解析 
	
 ヒトの早期胃癌について β-catenin 発現を
免疫染色にて解析したところ、β-cateninが細



胞膜のみに発現している腫瘍と、β-cateninが
細胞質・核に蓄積している腫瘍が認められた
（図６）。そこで、その両者を比較したとこ
ろ、β-cateninが細胞膜のみに発現している腫
瘍では乏しいながら PAS 陽性の粘液の産生
が認められ、Ki-67 免疫染色により増殖帯が
維持されていることが明らかとなった（図
６）。一方、β-catenin が細胞質・核に蓄積し
ている腫瘍は、核／細胞質比が高い小型の細
胞で構成され、腺管構造を構成しているもの
の、粘液産生は認められず、Ki-67 陽性の増
殖細胞は不規則に配置し（図６）、全ての細
胞で細胞増殖能が維持されていると推察さ
れた。 

図6	
 ヒト早期胃癌におけるβ-cateninの蓄積病変
（上段）と非蓄積病変（下段）の粘液産生能およ

び細胞増殖能の比較。左から H&E染色、β-catenin
免疫染色、AB-PAS染色、Ki-67免疫染色。β-catenin
が蓄積した腫瘍では粘液産生は認められず、細胞

増殖能が維持されている。下段矢頭は隣接する正

常胃腺管を示す。	
 
	
 
	
 以上の結果より、β-catenin inducibleマウス
の結果と一致して、ヒトの早期胃癌において、
Wntシグナルの活性化により、胃上皮細胞の
未分化性が保たれ、細胞増殖能が維持される
ことが明らかとなった。 
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Lgr5発現細胞の機能解析」 
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