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研究成果の概要（和文）：マウスへの発癌物質の飲水投与による化学発癌実験を行ったところ、ヒトにおける病変と同
様の前癌病変および扁平上皮癌が口腔と食道粘膜に誘発された。次に、上皮細胞のみでNotch1遺伝子を欠損したノック
アウトマウスを作成した。このマウスは体毛の斑状の欠損と、毛の形成の不全および毛嚢の過形成を示した。さらにこ
のマウスを用いて化学発癌実験を行うと、野生型マウスに比較して食道癌の易誘発性を呈した。以上より、Notch1が腫
瘍抑制遺伝子として口腔と食道癌発生に重要な役割を果たす可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：We conducted chemical carcinogenesis experiments on mice by administering a 
carcinogenic agent by drinking water. Cancers and precancerous lesions like those of human developed in 
the oral cavity and esophagus. Ｗe created epithelial-specific conditional Notch1-knockout mice. These 
mice exhibited patchy hair loss with hyperplasia of hair follicles. Chemical carcinogenesis experiments 
revealed increased incidence of esophageal cancer in these mice compared with the wild type littermates. 
These results indicated that Notch1 plays an important role in development of oroesophageal cancer as a 
tumor-suppressor gene.

研究分野：口腔病理学

キーワード： 口腔癌　Notch1
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１．研究開始当初の背景 
 
扁平上皮は基底層から有棘層、角化層にわた
り細胞は常に整然と配列している。これは分
裂と分化を厳密に調節してホメオスタシス
を保つ機構が存在することを示唆する。腫瘍
化した上皮では、そのごく初期の段階から層
化や細胞配列の異常などが、組織学的な形態
異常、いわゆる構造異型として認識されるよ
うになる。我々は扁平上皮の分化調節には隣
接する細胞間のシグナル因子が特に重要で
あると考え、そのうち腫瘍で発現が減弱して
いるものが、上皮のホメオスタシスを維持す
る主要な因子であり、同時に腫瘍の発生に重
要な因子であると考えて、その同定に着手し
た。その結果、Notch1 が扁平上皮の分化調
節に重要であり、その発現の減弱が前癌病変
の原因である可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
扁平上皮の正常な分化には Notch1 による制
御が重要であり、その破綻が癌や前癌病変の
原因であるという作業仮説の検証を推進す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
Notch1 の発現を上皮特異的に導入あるいは
抑制した遺伝子改変マウスを作成し、上皮に
現れる形質を野生型マウスと比較解析する。
さらに 4-ニトロキノリン 1-オキシド（4NQO）
の飲水投与により舌や食道に腫瘍を誘発し、
組織学的変化やタンパク発現の変化を野生
型マウスやコントロール群との間で比較解
析する。 
 
４．研究成果 
まずマウスへの 4NQO の飲水投与による化学
発癌実験を行ったところ、口腔と食道粘膜に
前癌病変および扁平上皮癌が誘発された。こ
の病変を免疫組織学的に解析すると、ヒトに
おける病変と同様に、Notch1 の発現の減弱と、
ケラチン 13 の発現の減弱、ケラチン 15 の発
現の減弱あるいは発現領域の拡大を示した
（図 1） 
 

 
図 1：4NQO の投与によってマウスの舌に誘発
された前癌病変における Notch1 とケラチン
13（Krt13）とケラチン 15（Krt15）の発現の
低下。上段は正常の舌組織である。左端はヘ
マトキシリン・エオジン染色による組織像。
2列めからそれぞれ Notch1、Krt13、Krt15 の
免疫染色像である。下段は 4NQO を 16 週間飲
水投与し、その4週間後に採取した舌であり、

舌正中部に 1 から 4 個（平均 2 個、n=9）の
前癌病変が発生したうちの 1病変を示す。 
 
次に、Notch1 発現をケラチン 14 プロモータ
ーを用いて上皮特異的に導入したトランス
ジェニックマウスを作成し、その表現型を調
べた。上皮の形質に大きな異常を認めなかっ
たため、現在、4NQO の飲水投与による化学発
癌実験を行い、野生型マウスとの比較解析を
継続中である。 
 
次に CRISPR-Cas9 技術を用い、Notch1 を標的
とした sgRNA と、ケラチン 14 のプロモータ
ーによる Cas9 の発現を誘導するトランスジ
ェニックマウス（扁平上皮特異的 Notch1 ノ
ックアウトマウス）を作成した（図 2）。 
 

図 2：扁平上皮特異的 Notch1 ノックアウトマ
ウス作成に使用したトランスジーンの概略
図。 
 
このマウスはキメラ状のノックアウトパタ
ーンを示し、皮膚や粘膜に Notch1 遺伝子の
変異を持ち、Notch1 タンパクの発現の見られ
ない領域が現れた（図 3） 
 

図3: 扁平上皮特異的Notch1ノックアウトマ
ウスの舌上皮に現れた Notch1 陰性領域。抗
Notch1 抗体を用いた免疫組織染色。 
 
このマウスは体毛の斑状の欠損と（図 4）、毛
の形成の不全（図 5）および毛嚢の過形成を
示した（図 6）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



図 4：扁平上皮特異的 Notch1 ノックアウトマ
ウス（N1cKO）の体毛の斑状の欠損。N1cKO は
トランスジーンをヘテロに持つ個体であり、
同腹の野生型（WT）個体との比較。 
 

図 5：野生型（WT）マウスと、扁平上皮特異
的 Notch1 ノックアウトマウス（N1cKO）の斑
状の体毛欠損領域から採取した体毛の電子
顕微鏡像。N1cKO では体毛の太さが不規則で、
毛小皮の剥離が顕著である。 
 

図 6：野生型（WT）マウスと、扁平上皮特異
的 Notch1 ノックアウトマウス（N1cKO）の背
部皮膚の組織像。N1cKO の体毛欠損領域と同
等の部位から野生型マウスの試料を採取し
た。N1cKO は肉眼的には体毛の欠損を示すが、
毛嚢の形成に異常はみられず、毛嚢はむしろ
過形成性の組織像を示す。ヘマトキシリン・
エオジン染色。 
 
この表現型は Cre/loxP システムを用いて作
成された扁平上皮特異的なコンディショナ
ルノックアウトマウスと同様の変化であり、
われわれの方法によるノックアウト戦略が
機能していることの傍証となった。 
扁平上皮特異的 Notch1 ノックアウトマウス
には皮膚腫瘍の発生傾向を認めた（図 7）。 
 

 
図 7：（左）扁平上皮特異的 Notch1 ノックア
ウトマウスに自然発生した皮膚腫瘍。（右）
腫瘍の組織像。扁平上皮癌である。ヘマトキ
シリン・エオジン染色。 
 
さらにこのマウスを用いて 4NQO による化学

発癌実験を行うと、野生型マウスに比較して
食道癌の易誘発性を呈した（図 8）。 
 

図 8：4NQO を投与された野生型（WT）マウス
と、扁平上皮特異的 Notch1 ノックアウトマ
ウス（N1cKO）の食道の肉眼像。ヨード染色
を施し、不染域で明示される腫瘍を示してい
る（赤丸）。 
 
以上より、Notch1 が腫瘍抑制遺伝子として食
道癌発生に重要な役割を果たす可能性が示
された。 
近年、Notch1 は口腔癌と食道癌を含む扁平上
皮癌で高頻度に変異が認められる遺伝子と
して注目されている。また、その変異は扁平
上皮癌以外の固形腫瘍では比較的まれであ
り、扁平上皮癌のドライバー遺伝子として重
要である。ほとんどが機能欠失変異であると
推測され、扁平上皮癌における Notch1 の腫
瘍抑制遺伝子としての重要性が、ヒト腫瘍の
大規模な遺伝子変異解析から明らかになっ
いる。本研究は Notch1 の腫瘍抑制遺伝子と
しての作用を別の角度から示唆する研究結
果であり、扁平上皮癌の新たな治療法の開発
などに向けての重要な知見となる。 
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