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研究成果の概要（和文）：私共が確立した２種類の遺伝子不安定性大腸浸潤癌モデル（大腸上皮細胞特異的コン
ディショナルApcノックアウトマウス）を応用して、Apc変異に別のドライバー遺伝子（Kras, TGFβIIR）を追加
した複合的な遺伝子改変マウスモデルを作製した。Apc+Kras変異マウス腫瘍は中分化腺癌で分化度が低下してお
り、網羅的遺伝子解析によってGLUT1が上昇、RCAN2が抑制される標的遺伝子として同定した。Apc+TGFβIIRk欠
損マウスでは、GSDMCが上昇していた。これらのマウスからドライバー遺伝子のgenotype-phenotypeの相関や標
的遺伝子など、治療に有用なバイオマーカーが同定できた。

研究成果の概要（英文）：We applied two types of genomic instability in advanced colon cancer mouse 
model (colonic epithelial cell specific conditional Apc-knockout mouse) that we established and 
added another carcinogen driver gene (Kras, TGFβIIR)mutation to Apc mutation to generate complex 
genetically modified mouse model. The tumor of Apc+Kras mutant mouse was moderately differentiated 
adenocarcinoma and by comprehensive gene analysis Glut1 and Rcan2 were identified as upregulated and
 downregluated target genes, respectively. In Apc + TGFβIIRk deficient mice, the expression of 
GSDMC transcript and protein was elevated. From these mice models, biomarkers useful for treatment 
such as correlation of genotype-phenotype of oncogenic driver gene and target gene could be 
identified.

研究分野： 消化器外科
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１．研究開始当初の背景 
切除不能進行再発大腸癌の予後と治療方針を決

める因子として、癌の分化度や形態、浸潤・転

移の有無が重要であるが、多様な患者背景と多

段階発癌による複合的な遺伝子変異をもつ腫瘍

側因子のため、大腸癌の生物学的動態を予測す

るバイオマーカーの同定は容易ではない。また

弧発性大腸癌においても、FAPとリンチ症候群

に代表される２種類の遺伝子不安定性（約85%
を占める染色体不安定性型と約 15％を占める

マイクロサテライト不安定性型）による発癌過

程とそれに関与する癌関連遺伝子が明らかにさ

れてきているが、薬剤感受性や生物学的な悪性

度などの臨床的な性格が大きく異なっているこ

とが判明している 
 
２．研究の目的 
本研究では、私共が確立した自然発生による左

側大腸癌（CIN型）モデルや右側大腸癌（MSI
型）モデルを応用して、これらのモデルでノッ

クアウトされているApc に加え、Kras, p53，
TGFIIR，Pten などの別の発癌ドライバー遺

伝子を追加したノックアウトした複合的遺伝子

改変マウスを作製する。同時に、新規大腸上皮

特異的Cre発現誘導マウス（CDX2P-Cre-ER）
を作製し、左側大腸型でホモのダブルノックア

ウトマウスを作製する。これらのマウスにおい

て病態の経過観察後、腫瘍細胞（原発巣、転移

巣）を回収する。腫瘍の部位別、遺伝子変異の

タイプ別に腫瘍細胞の網羅的遺伝子発現（転写

因子）解析やプロテオーム解析を行い、バイオ

マーカー候補遺伝子を絞り込む。これらを培養

細胞株、マウス異種移植モデルでの検証を経た

のち、候補遺伝子を絞り込み、ヒトの大腸癌で

の多施設臨床研究（後向き研究）で有用性を検

証する。 
 
３．研究の方法 
私共がこれまでに独自に作製した２種類の遺伝

子不安定性（染色体不安定性、マイクロサテラ

イト不安定性）発癌形式による大腸浸潤癌マウ

スモデル（大腸上皮特異的Apcノックアウトマ

ウス）に別の発癌ドライバー遺伝子（Kras, p53, 
PTEN, TGFIIRなど）を追加した複合的な遺

伝子改変マウスモデルを作製する。これらのモ

デルにおいて、異なる遺伝子変異パターンに対

応したがんの微小環境や浸潤・転移様式を再現

し、分子基盤のメカニズムの解明を行うことを

目的とする。腫瘍細胞での遺伝子発現プロファ

イルを統合的に解析し、形態・分化度や浸潤・

転移に関与するバイオマーカー候補遺伝子を絞

り込む。これら候補遺伝子を培養細胞株や動物

転移モデル実験系で再構築し検証するとともに、

ヒトの検体を使った臨床研究によりバイオマー

カーの実臨床での有用性を検討し、遺伝子変

異・発現プロファイルの組み合わせによる大腸

癌のサブクラス分類に有用な基礎的データを集

積する。これらの発癌機序の異なるマウス大腸

癌疾患モデルの構築により、大腸癌の個別化医

療に必要な基盤的研究の確立をめざす。 
 
４．研究成果 

（１）複合的遺伝子改変Apc欠損＋Kras変異マ

ウスの作製: マイクロサテライト不安定性によ

り大腸上皮特異的に Cre 蛋白質が発現誘導され

るマウスである CDX2P9.5-G22Cre マウス

(G22Cre マウス)を使い、flox マウスには、Apc

欠損にはApc floxedマウス (Apcflox/floxマウス)、

変異型 Kras の挿入には、LSL-KrasG12Dマウスを

交 配 し て 、 Apc 欠 損 + 変 異 型

Kras(G22Cre;Apcflox/flox;KrasG12D)を作製した。病

理組織学的所見では、G22Cre;Apcflox/flox;KrasWT

マウスで高分化型腺癌、G22Cre;Apcflox/flox; 

KrasG12Dマウスで中分化型腺癌が発生し、変異型

Krasにより分化度が低下した。Apc欠損+変異型

Kras(G22Cre;Apcflox/flox;KrasG12D)マウスとApc欠

損+野生型 Kras（G22Cre;Apcflox/flox;KrasWT）マ

ウスの２種類のマウスに発生した大腸腫瘍から

total RNA を 抽 出 し 、 Affymetrix の

high-density oligonucleotide arrays 

(GeneChip Mouse Genome 430 2.0 Array)を用い

て、転写産物の発現プロファイルの網羅的遺伝

子解析を行った。 
（２）変異型Krasによって発現が上昇する候補

分子の同定とその機能解析：解析を行った約

34,000 個の転写産物のうち、6 個の遺伝子で 5

倍以上の遺伝子発現亢進、19個の遺伝子で5倍

以上の遺伝子発現低下が認められ Glut1の転写

産物の増加が確認され、ヒトの大腸早期癌でも

KRAS変異とGLUT1蛋白質発現の間に有意な相関

が認められた。網羅的遺伝子解析において、

G22Cre;Apcflox/flox;KrasG12D マウスの腫瘍で５倍

以上転写産物の発現が上昇していた 11 遺伝子

がのうち、定量的PCRによりAqp8、Ttr、 Qpct、
そしてSlc26a3の上昇が確認された。 



（３）変異型Krasによって発現が抑制される候

補分子の同定とその機能解析：解析を行った約

34,000 個の転写産物のうち、定量的 RT-PCR で

も発現量の低下が確認できたのは、Clps、Irx5、
Bex1、Rcan2 の 4 つの遺伝子であり、Rcan2
（regulator calcineurin 2）の解析を進めた。

ヒト大腸癌の免疫組織学的染色では、RCAN2 は

正常部や腺腫部では発現を認めないのに対して、

大腸癌細胞特異的に強く発現し、その発現部位

は腫瘍先進部に多い傾向が見られRCAN2が大腸

癌細胞増殖に関与することが示唆された。RCAN2
の機能評価のため、SW837、RKOでRCAN2過剰発

現細胞株、Colo320 で shRNA 導入による RCAN2

発現抑制細胞株を作製し、カルシニューリン酵

素活性、増殖能、遊走能に及ぼす影響を検討し

た。RCAN2 過剰発現株ではコントロール群と比

べ、カルシニューリン酵素活性および細胞増殖

能の低下を認めたが、遊走能の変化は認めなか

った。一方、RCAN2の発現抑制細胞株（Colo320）

ではコントロール群と比べ、カルシニューリン

酵素活性および細胞増殖能の有意な上昇を認め

たが、遊走能の変化は認めなかった。さらに、

RCAN2発現抑制細胞株（Colo320）を用い、ヌー

ドマウスへの皮下移植モデルでの腫瘍形成能を

評価し、RCAN2 発現抑制により腫瘍形成能が亢

進することが確認された。このことから RCAN2
はがん抑制遺伝子として機能していることが示

唆された。さらに、RCAN2 のがん細胞増殖抑制

能が Calcineurin-NFAT 経路に依存しているこ

とを確認するため、RCAN2 発現抑制細胞株

（Colo320）に、カルシニューリン阻害剤(シク

ロスポリン、タクロリムス)を投与した際の、細

胞増殖能に及ぼす影響を評価した。RCAN2 発現

抑制群ではコントロール群に比べ増殖能が亢進

していたが、カルシニューリン阻害剤投与によ

り両群間の細胞増殖能の差は消失し、このこと

か ら RCAN2 の が ん 抑 制 機 能 は 、

Calcineurin-NFAT 経路依存性であることが確

認された。 

（４）大腸上皮特異的に Apc と Tgfbr2 をノッ

クアウトした近位大腸癌マウスモデル

(CDX2P-G19Cre;Apcflox/flox;Tgfbr2flox/flox )を作製

した。網羅的遺伝子解析(GeneChip Mouse Genome 

430 2.0 Array)にて、Gsdmcが Tgfbr2変異に伴

い発現亢進していた。GSDMC はヒト大腸正常粘

膜で発現していないのに対して大腸癌で発現し

ており、細胞増殖を亢進している癌関連遺伝子

であることが示唆された。GSDMC は、TGFBR2 変

異大腸癌において治療ターゲットになりえる可

能性が示唆された。 
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