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研究成果の概要（和文）：ヒトaberrant crypt foci (ACF)組織を用いてマイクロアレイ解析を行い、ACFに特異
的に発現する分子を調べ、Glutathione S-transferase(GST)-π、EGFR, glut-1などの分子を同定した。GST-π
により特異的に活性化する蛍光プローブ、EGFRに特異的に結合する蛍光プローブ、glut-1の特異的基質である蛍
光プローブを作成した。動物大腸化学発癌モデルを用いて、これらの蛍光プローブを大腸粘膜に散布して蛍光観
察すると、前癌病変であるACFが明瞭に観察された。同様に、ヒト大腸癌の切除標本においても、癌の周囲には
明瞭なACFが多数認められた。

研究成果の概要（英文）：We analyzed aberrant crypt foci (ACF) tissues using microarray to find a 
specific molecule for molecular imaging of ACF. Then, we found Glutathione S-transferase(GST)-pi、
EGFR, glut-1 are overexpressed in ACF as a specific molecule for ACF molecular imaging. Synthesizing
 fluorescent probe targeting GST-pi, EGFR and glut-1, we clearly identified ACF on the colorectal 
mucosa in azxymethane-injected  mouse model under fluorescence microscope. We also clearly 
visualized human ACF on colorectal mucosa resected from patients with colorectal cancers under 
fluorescence microscope. Thus, we were able to detect human and rodent precancerous ACF lesions 
using molecular imaging technique.  

研究分野： Gastroenterology
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１．研究開始当初の背景 
 申請者らはこれまで、拡大内視鏡を用いて
ヒト大腸の微小病変である aberrant crypt 
foci(ACF) を観察し、 ACF が adenoma- 
carcinoma sequence の precursor であるこ
と、ACF には既に KRAS 変異が高率に認められ
ることを明らかにした。つまり、ACF は腺腫
の前病変で遺伝子変化も単純であることか
ら chemopreventive agent の評価対象として
格好のものであると考えられる。ACF を標的
とした大腸癌の予防試験は、1)短期間で予防
効果を評価できる、2)そのため副作用が出現
しない、3)高いコンプライアンスを維持でき
る、などの利点があるが、現時点では ACF の
観察は、内視鏡下にメチレンブルーを散布し
て拡大観察する必要があり、技術的にやや煩
雑である。 
 一方、近年、癌細胞に特異的に発現する分
子を標的としたイメージング技術が著しく
進歩している。ACF に特異的に発現する分子
を見出せば、その分子を標的とした分子イメ
ージングにより ACF を同定することが可能
になると考えられる。 
 
２．研究の目的 
まずヒトACF組織よりRNAを抽出してマイ
クロアレイ解析を行い、GO解析により ACF に
特異的に高発現する酵素蛋白(Tyrosine 
kinase を含む)や膜トランスポーターを同定
する。次いで、これらの酵素蛋白やトランス
ポーターを標的とした高感度蛍光標識プロ
ーブを合成し、培養大腸癌細胞を用いて蛍光
プローブの特異性や薬物動態を調べるとと
もに、同所移植 xenograft モデルを用いて蛍
光イメージング実験を行う。また、ラット大
腸化学発癌モデルを用いて ACF(及びポリー
プ、癌)のイメージング実験、さらにはヒト
大腸癌切除標本を用いて ACF(及びポリープ、
癌)のイメージング実験を行うことにより、
蛍光プローブを用いた新しいACFの高感度分
子イメージング法を開発する。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト ACF 組織と周囲の正常大腸粘膜より
RNA を抽出し、マイクロアレイにより ACF に
高発現する遺伝子を同定した。得られた遺伝
子については、Taqman PCR により ACF におけ
る高発現を validation する。さらに、免疫
染色により、ACF における高発現を確かめる。 
(2)ACF に高発現することが示された GST-π
により活性化される蛍光標識プローブを作
成した。同様に、glut-1 の特異的基質である
蛍光標識化合物 2-NBDG を合成した。また、
抗EGFR抗体をconjugateしたAlexafluor488
を作成した。これらの３つの蛍光標識プロー
ブを以下の実験に用いた。 
(3)GST-π、EGFR, glut-1 などの発現の高い
大腸癌細胞株 DLD-1 及び CCK81 細胞を用いる。
これらの細胞に GST-π活性型プローブ、蛍光
標識 EGFR 抗体、または 2-NBDG を添加し、10

〜15 分後に蛍光顕微鏡下に細胞が発する蛍
光シグナルを観察した。 
(4)F344 ラットに azoxymethane15mg/kg を２
回投与し、８週後にマウスを屠殺して大腸粘
膜面を上向きに広げる。それぞれの蛍光標識
プローブを添加し、37℃15 分間インキュベー
トしたのち、蛍光顕微鏡下にACFを観察した。 
(5)大腸癌で手術を受ける予定のものより
Informed consent を得て、大腸摘出標本の癌
組織の周囲の正常粘膜におけるACFを観察し
た。すなわち、手術摘出標本を洗浄したのち
各蛍光プローブを散布し、37℃20 分間インキ
ュベートしたのち、蛍光顕微鏡下に ACF を観
察した。 
 
４．研究成果 
(1)ヒト ACF に高発現する分子の同定. ヒト
ACF 組織３例とそれぞれの ACF 周囲の正常大
腸粘膜を生検採取し、マイクロアレイ解析を
行ったところ、ACF において Glutathine-S 
transferase-π(GST-π)、Epidermal growth 
factor receptor (EGFR)、platelet derived 
growth factor receptor (PDGFR)、glut-1, 
cadherin, β -catenin, c-MET, TRIM29, 
SLC7a7 などの遺伝子が高発現することが明
らかとなった。これらの遺伝子は、いずれも
Taqman PCR においても ACFに高発現すること
が確かめられた。免疫染色では、特に GST-
π、glut-1, EGFR などが高発現していた。 
(2)大腸癌細胞株を用いた in vitro の分子イ
メージング. 大腸癌細胞株 DLD-1 または
CCK81 細胞に GST-π活性型蛍光プローブ(40
μM)を添加したところ、GST-πの存在する細
胞質を中心に、強い赤い蛍光シグナルを認め
た。同様に、DLD-1 または CCK81 細胞に
2-NBDG(20μM)を添加したところ、glut-1 の
存在する細胞膜を中心に強いグリーンの蛍
光シグナルを認めた。さらに、DLD-1 または
CCK81細胞に蛍光標識抗EGFR抗体を添加した
ところ、細胞膜を中心に強いグリーンの蛍光
シグナルを認めた。これらの蛍光プローブは、
いずれも特定の分子を標的として細胞を分
子イメージングできることが明らかとなっ
た。 
(3)動物を用いた in vivo の ACF 分子イメー
ジング. Azoxymethane投与ラットより摘出し
た大腸の粘膜面に GST-π活性型蛍光プロー
ブを散布したところ、数分後から ACF と思わ
れる強い赤い蛍光シグナルが認められ、15 分
後をピークに徐々に減衰した。その後、メチ
レンブルーを散布して ACF を確認し、蛍光プ
ローブで発色した病変が本当にACFであった
ことを確認した。同様に、ラットの摘出大腸
の粘膜面に 2-NBDG を散布して蛍光顕微鏡で
観察したところ、5 分後からグリーンの蛍光
シグナルが認められ、蛍光強度は 20 分後に
ピークとなり、その後徐々に減衰した。さら
に、ラットの摘出大腸の粘膜面に蛍光標識抗
EGFR 抗体を散布したところ、数分後よりグリ
ーンの蛍光シグナルが認められ、15 分後に蛍



光強度は最も強くなり、以後徐々に減衰した。
これらの蛍光観察した ACF は、いずれもメチ
レンブルー染色により確認するとともに、病
理組織学的にも確認した。 
(4)ヒト大腸切除標本を用いたex vivoの ACF
分子イメージング. ヒトの手術摘出大腸を
用いて、GST-π活性型プローブを散布したと
ころ、赤い蛍光シグナルが複数観察され、そ
の後のメチレンブルー染色によりいずれも
ACF であることが確認された。７例を対象に
ACF 観察を行い、いずれも明瞭な ACF を観察
することができた。同様に、ヒトの手術摘出
大腸の粘膜面に 2-NBDG を散布し、グリーン
の蛍光シグナルを発するACFを明瞭に観察す
ることができた。蛍光標識 EGFR 抗体による
ヒト ACF の観察は、現在行なっているところ
である。 
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