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研究成果の概要（和文）：腸管の炎症発癌におけるドライバー遺伝子の同定を目的に，マウスの腸管上皮組織を
3次元培養下で再構築し，どの遺伝子変化が炎症性の発癌と結び付くのかを検討した．炎症の誘発には生体外異
物を用いた．K-ras遺伝子変異を有するマウスから得た腸管組織を慢性炎症下に置くとdormant腫瘍を形成した．
p53遺伝子ホモ欠損マウスから得た腸管組織を慢性炎症下に置くと致死増殖した．しかし，急性炎症下では致死
増殖腫瘍は観察されなかった．また，p53遺伝子ヘテロ欠損マウスの腸管組織も観察されなかった．以上より，
慢性炎症による腸管発癌において，p53遺伝子変異が極めて重要な役割を担うことを見いだした．

研究成果の概要（英文）：I tried to determine driver genes in inflammation-related intestinal tract 
carcinogenesis by using three-dimentional tissue culture system. Solid surface foreign-body such as 
plastic plate was used to induce inflammation. Reconstitive intestinal tract obtained from K-ras 
mutant mice formed dormant tumors under chronic inflammation in mice. Intestinal tissue obtained 
from p53-/- mice developed lethal tumors under chronic inflammation; however, the tissue 
spontaneously regressed under acute inflammation. Moreover, intestinal tissue obtained from p53+/- 
mice does not form tumors in the chronic inflammatory environment. I found that p53 gene mutation 
has a role in the development of inflammation-related intestinal carcinogenesis. 

研究分野：実験病理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1)ヒト発癌要因の中で,炎症の占める割合は
約25％と推計されている(①)．大腸癌におい
ても炎症がリスク因子となることが示されて
久しい．一方で，大腸発癌における遺伝子変
化の蓄積は，人類が最初に示した“多段階発
癌”の分子機構でもある．大腸癌は，散発性
大腸癌(adenoma-carcinoma sequence)と，炎
症性大腸癌(dysplasia-carcinoma sequence)
に大別されるが，主要な遺伝子変化(p53，
DCC/DPC4，K-ras，APC)はほぼ共通し，発癌過
程のどの進展段階に突然変異が導入されるの
かが異なる．しかしながら，どの遺伝子変化
が炎症による発癌と直接結び付くのかは不明
のままである．この因果関係が解決されなか
った理由として，炎症反応を限局して誘導す
る仕組みが整わなかったことと，腸管から得
た正常上皮細胞の遺伝子発現を自在に調節し，
長期培養できる方法論が無かったことが挙げ
られる． 
 
(2)申請者は，上記の課題を鑑み，解決に結び
付く２つの仕組みに思い当たった．第一に，
申請者が開発した異物による炎症を限局して
誘導できる仕組みを活用する.異物炎症を用
いて，1)ヒト大腸腺腫細胞の炎症による発癌
モデルを確立し(②)，2)急性炎症では癌化に
不十分であり慢性炎症が必要であること
(②),3)増生線維に由来する一酸化窒素
(Nitric oxide)が癌化の主因となること(③)，
4)炎症の存在は発癌の正所臓器(大腸)以外に
異所(皮下)においても癌化を進展させること
などを報告してきた(④)．第二に，正常腸管
上皮の遺伝子発現をshRNAにより調節後，組織
を再構築して長期観察ができる3次元培養に
よる組織再構築法に着目した．この技術は，
国立がん研究センター研究所筆宝義隆博士ら
が確立し(⑤)，申請者は，同博士との研究連
携協議を終え，当該技術は既に導入済みであ
る． 
 
(3)本申請課題は，大腸発癌関連遺伝子（p53，
DCC，K-ras，APC等）発現を調節した腸管上皮
細胞を用いて3次元組織再構築体を作製し，こ
れを異物に付着させた後にマウスに生じさせ
た炎症環境下に置く手法をとる．これによっ
て，どの遺伝子変化が炎症発癌のドライバー
遺伝子となるのかを同定することができる．
さらに，予てより炎症発癌研究の懸案であっ
た発癌を促すシグナル分子の探索に挑むこと
が叶う． 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，炎症による腸管発癌のドラ
イバー遺伝子を決定する．さらに,ドライバー
遺伝子により駆動する発癌シグナル分子の解

析を最終目標にする．本研究より，炎症およ
び上皮細胞の双方の観点から炎症発癌の新た
な分子機構を提示する． 
 
３．研究の方法 
(1)正常腸管上皮細胞の癌抑制遺伝子の抑制
と癌遺伝子の活性化：腸管は遺伝子改変マウ
スから得る．これにより，炎症下で発癌する
腸管上皮細胞を宿主由来の細胞と区別するこ
とができる．常法(⑤)に従い，マウス大腸あ
るいは小腸から上皮細胞を腺管単位で剥離す
る． 
① 癌抑制遺伝子(p53，DCC，APC)は，shRNA
を用いレンチウィルスを介して発現を抑
制する．腸管は，移入組織に由来するこ
とを識別するために GFP トランスジェニ
ックマウスから得る． 
② 癌遺伝子(K-ras)は，
LoxP-Stop-LoxP-K-rasG12Dノックインマウ
スを用いて，これの腸管上皮組織を剥離
した後にレンチウィルスを介して Cre を
発現し，変異型K-rasアレル発現(活性化)
を誘導する． 
③ 目的通りに p53，DCC，APC が発現抑制さ
れていること，および K-rasG12Dが活性化
されていることをWBおよびpull-downア
ッセイにて確認し，3次元培養による細胞
再構築体を作製する． 
 
(2)炎症による腸管発癌のドライバー遺伝子
の探索：2種の生体外異物の移入によって惹
起される炎症を活用する．一つ目の異物は，
移入数週間以内に体内に自然吸収され，炎症
反応が消退するゼラチンスポンジを用いた急
性炎症発癌モデル(⑥)を用いる．二つ目の異
物は，急性期から慢性期の炎症へ自然移行す
るプラスチックプレートを用いた慢性炎症発
癌モデル(②)を用いる．(1)の研究で作製され
る 3次元細胞再構築体を上記 2種類の異物と
ともに移入して発癌の有無を観察する．この
段階で炎症発癌のドライバー遺伝子と，発癌
に必要な炎症の質（急性もしくは急性と慢性
の双方）が明らかにされる． 
① 急性炎症による発癌評価（⑥） 
1) ヌードマウス皮下に小切開を加えてゼラ
チンスポンジ(3×5×10 mm)を移入する． 
2) 3 次元細胞再構築体(1×106個)を移入ス
ポンジ内に接種する． 
3) 切開部分を縫合クリップで留める． 
② 慢性炎症による発癌評価（②） 
1) プラスチックプレート(1×5×10 mm)上に
マトリゲルを薄塗し，この上に 3次元細
胞再構築体(1×105個)を付着させる． 
2) ヌードマウス皮下に小切開を加えて移入
し，切開部はクリップで留める．     
③ 発癌した際には，炎症によるメチル化の



関与の有無を明らかにするため，脱メチ
ル化剤（5-aza-dc,125μg/kg, 腹腔内投
与, 週 2回）を投与する群を加え，再度
発癌頻度を比較する． 
④ 移入局所の組織を経時的に回収し，以降
の解析のためにタンパク質と核酸を抽
出・保存する．また，免疫組織染色用に
一部組織を固定保存する． 
⑤ 増殖腫瘍は細胞株として樹立し，以降の
実験に備える．また，発癌は組織学的に
検証する．発癌組織は移入した腸管上皮
由来であることを示すために，GFP トラン
スジェニックマウスの場合は GFP タンパ
ク質の WB を，K-rasG12D遺伝子ノックイン
マウスの場合は，Neo 遺伝子の PCR により
検証する． 
⑥ 対照群は，異物移入を行わない 3 次元細
胞再構築体の単独移植とする． 
 
(3)炎症による腸管発癌のドライバー遺伝子
の検証 
増殖腫瘍から樹立した培養細胞株に，発癌前
の細胞再構築体に加えた遺伝子発現を解除
（抑制の場合には強制発現，活性化の場合に
は抑制）して，造腫瘍性が喪失することで腸
管発癌のドライバー遺伝子であることの検証
を試みる． 
 

(4)炎症発癌を促すシグナル解析 
腸管発癌のドライバー遺伝子により駆動す
るシグナル分子を明らかにするため，移入し
た細胞再構築体と，そこから発癌した細胞の
各々から細胞株を樹立し，特徴的な分子を探
索する.DNAマイクロアレイ解析と二次元電
気泳動を施行し，炎症性転写因子，炎症性サ
イトカインやケモカインに焦点を当てて標
的分子を絞り込む． 
① 異物とともに移入した3次元細胞再構築
体と，そこから発癌した細胞から各々細
胞再構築体を作製し，それぞれのmRNAを
回収してDNAアレイ解析を行う 
② 加えて，各オルガノイドからタンパク質
を抽出し，二次元電気泳動（2DE）を施行
する 
③ アレイ解析とプロテオミクス解析の結果
から候補分子を両解析に共通分子の観点
から絞り込みを行う． 
④ 炎症局所における候補分子発現をWB，免
疫組織染色もしくはqRT-PCR法にて検証
する． 
 
４．研究成果 
(1)腸管の炎症発癌におけるドライバー遺伝
子の同定を目的に，マウスの腸管上皮組織を
3 次元培養下で再構築し，多段階発癌過程の
どの遺伝子変化が炎症性の発癌に結び付くの

かを検討した．炎症の誘発は生体外異物を用
いた．現在までのところ，K-ras 遺伝子変異
を有する雄マウスから得た腸管組織を雌のヌ
ードマウスに生じさせた慢性炎症下に置くと
触知可能な dormant 腫瘍を一部の移植マウス
に形成した．しかしながら，1 年を超えた観
察を行っても致死増殖する個体は観察されな
かった． 
 
(2)同様の実験条件下において，p53 遺伝子ホ
モ欠損マウスから得た大腸組織を慢性炎症下
に置くと，移植 90 日以降より増殖を開始し，
最終的に致死増殖した．増殖腫瘍は移植した
腸管組織に由来することは，組織を得た雄マ

ウスに由来する Y 染色体を指標として検証し
た．しかし，p53 遺伝子ホモ欠損マウス由来
の小腸上皮組織を用いても腫瘍増殖する個体
は観察されなかった．また，p53 遺伝子ホモ
欠損マウスから得た大腸上皮組織ならびに小
腸上皮組織を急性炎症下に置いても致死増殖
する腫瘍は観察されなかった．さらに，p53
遺伝子ヘテロ欠損マウスの大腸もしくは小腸
組織を急性炎症下，もしくは慢性炎症下に置
いても致死増殖する腫瘍は観察されなかった． 
 
(3) K-ras 遺伝子変異と APC 変異を有する大
腸あるいは小腸組織は，炎症環境下での存在
の有る無しに関わらず癌化した． 
 
(4)p53遺伝子が腸管の炎症発癌のドライバー
遺伝子として想定されたが，出現した腫瘍組
織が当初の予想と異なり線維肉腫であった．
この事実より，以下の 3つの可能性を考えた．
第一に，腸管組織から上皮細胞を腺管単位で
剥離する際に混在した線維芽細胞ががん化し
た場合．第二に，上皮由来の癌化を果たした
が p53 遺伝子ホモ欠失を伴うことで上皮-間
葉分化転換を起こした場合．第三に，p53 遺
伝子に加算して働くドライバー遺伝子がほか
に存在する場合を考えた．第一の可能性は，
腸管組織採取時に細胞クローニングを行い，
上皮細胞であることを確認後に検証実験を試
みたが，クローニングに成功せず現在も試行
中である．また，第二の可能性は，増殖腫瘍
から培養株を得て，これに Bone morphogenic 
protein等の間葉-上皮分化転換に関わる因子
を添加培養しても間葉系細胞形態である紡錘
形から上皮系細胞形態である敷石状への転換
は認められなかった．第三の可能性は，今後



も継続して解析を行う予定にある．以上より，
慢性炎症による腸管発癌において，p53 遺伝
子変異が極めて重要な役割を担うことを見い
だした．しかし，最終結論に至るには今後の
検討を継続する必要がある． 
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