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研究成果の概要： 

HGF・シード化合物複合体の X 線構造に基づき、化合物の最適化を行った。相互作用が増

すように設計しており活性向上が期待されたが、合成した約 50 誘導体はいずれも顕著な活性向

上が認められなかった。そこで誘導体化合物を１つ選び、HGFとの複合体のＸ線構造解析を

行ったところ、シード化合物とは異なる相互作用様式で結合していることがわかった。この相

互作用様式は、これら 50 誘導体に活性向上がなかったことを矛盾なく説明できる。さらに誘導

体から 4 ～ 5 Å 離れたところに、これまで注目していない正電荷及び負電荷サブポケットが存

在していることがわかった。今後、これらのポケットを狙った Structure-Based Drug Design
を行い、高活性 HGF アンタゴニストの創出を目指す。 
 

 
研究分野：構造生物学、創薬化学 
キーワード：X 線結晶構造解析、Structure-Based Drug Design (SBDD) 
 
 
１．研究開始当初の背景 

HGF（肝細胞増殖因子）は Met 受容体を介
して多彩な生理機能を発揮する。HGF は肝臓
をはじめ、腎臓、心血管系、脳神経系など複
数の組織において再生や保護を担う生理活
性タンパク質であり、HGF を投与・補充する
ことが、肝硬変、急性・慢性腎不全、脳硬塞
や筋萎縮性側索硬化症、皮膚潰瘍など様々な
疾患の治癒・改善につながることが明らかに
されている。一方、悪性腫瘍の本態といえる
のが癌細胞のもつ高い浸潤・転移能である。
HGF は様々な癌に対して、浸潤・転移を強力
に促すことから、HGF-Met 受容体系は癌の浸
潤・転移阻止につながる分子標的になると考
えられている。したがって、HGF-Met 受容体
系を阻害する分子（HGF-Met アンタゴニス
ト）は癌の浸潤・転移・成長阻害につながる
新規制癌分子になる。 
 
２．研究の目的 

タンパク質の結晶化技術や X 線結晶構造
解析技術の進歩がコンピュータの進歩と相
まって、構造生物学とバイオインフォーマテ
ィクス技術を使用して新しい医薬を探索す
る手法が進展している。本研究では立体構造
を基盤としたインシリコ創薬技術を駆使し
て、HGF-Met 受容体系を阻害する低分子アン

タゴニストを創成することを目的とする。 
 
３．研究の方法 

これまでの研究成果となる HGF-シード
化合物複合体の立体構造に基づき、HGF鎖
‐Met 相互作用面を遮断する HGF アンタゴ
ニストを設計、合成した。得られた誘導体は
HGF鎖‐Met の結合阻害活性、HGF 依存的
細胞 Scattering 作用に対する阻害活性、HGF
依存的 Met リン酸化活性阻害、及びがん細胞
の浸潤阻害活性により評価した。HGF 分子内
ドメインである鎖の蛋白質サンプルを結晶
化用に高純度精製し、誘導体化合物との複合
体の結晶を調製した。この結晶を用いて、高
エネルギー加速器研究機構においてX線回折
データ測定を行い、構造解析を行った。 
 
４．研究成果 
シード化合物の HGFへの結合様式に基づ

き、新たに疎水性相互作用および水素結合を
形成するように誘導体を設計した。ピロール
を有する誘導体では活性が減弱するのみで
あった。一方、ベンゼン誘導体のいくつかは
期待されたほどの活性向上を示さないもの
の、活性を保持していた。適切に相互作用が
増加していれば、阻害活性は向上するはずで
ある。そこで、ベンゼン誘導体と HGFとの
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複合体の X 線結晶構造解析を行ったところ、
この誘導体はシード化合物に比べて約 4 Å ず
れた位置に結合していることが判明した（図
1）。このX線構造は、ベンゼン誘導体がHGF
鎖と期待された相互作用を形成しておらず、
そのために顕著な活性向上につながらなか
ったことを示唆している。ベンゼン骨格から
4 ～ 5 Å のところに正電荷サブポケットと
負電荷サブポケットが見られる。これらはピ
ロール誘導体の X 線構造では化合物から遠
く離れていたためにこれまで注目してこな
なかった。これらのポケットで適切に相互作
用するように、論理的創薬手法である
Structure-Based Drug Design 研究を展開し、
高活性化合物の創出を目指す。 

 
図 1 誘導体（緑）と HGFの結晶構造 
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研究成果の概要： 

我々が作製したケモカイン CXCL14/BRAK トランスジェニックマウス(Tg)は移植腫瘍の抑

制ばかりでなく B16 メラノーマ細胞および LLC 細胞の肺への実験的転移を抑制し、かつ、マ

ウスの寿命の延長がみられた。Anti-asialo GM1 抗体、あるいは anti-NK1.1 抗体でマウスを

前処理することによりナチュラルキラー(NK)細胞を除去するとこの抑制はみられなくなるこ

とから、腫瘍抑制と転移抑制には NK 細胞が関与していることが示された。また、Tg マウス

にα-Galactosylceramide であらかじめ処理し、NKT 細胞を活性化すると、肺への転移抑制作

用と寿命延長作用はさらに顕著となった。 
 

研究分野：癌の分子標的治療 
キーワード：癌抑制性ケモカイン•CXCL14/BRAK•転移抑制•寿命延長 
 
１．研究開始当初の背景 

A.従来の癌標的治療法では副作用が障害

となっている： 

 癌の分子標的治療法が多く行われてい

るが, これまでに開発された薬の殆どが

副作用により臨床応用不可能となってい

る。この理由は, 分子標的療法において, 

癌化で上昇あるいは活性化する分子を, 

抑制あるいは不活性化する薬剤の開発を

目的としていたためと考えられる。即ち, 

癌化で上昇する, あるいは活性化する分

子は正常にも存在し, 重要な機能を持っ

ているため, 抗癌剤が正常細胞の活性を

阻害するため, 副作用を示すと考えられ

る。我々は頭頸部癌の分子標的治療法開発

に当たって, 発想を転換し, 正常細胞は

癌の進展を抑制する分子を合成している

ことを仮定して, 癌の悪性化の条件で発

現が低下する分子を探索し, 正常細胞で

合成され, 癌細胞で合性が低下する分子

としてケモカイン BRAK/CXCL14 (以降

BRAK) を見いだした。 

B.BRAK は in vivo で癌進展抑制作用を示

す： 

 癌では上皮増殖因子(EGF)受容体(EGFR)

の異常な活性化が多く見られるので, 癌

進展の in vitro のモデルとして, 舌癌由

来の細胞（HSC-3）を無血清下で培養し, こ

の細胞をEGFで刺激し, 発現の低下する分

子を遺伝子チップ法などにより検索した。

その結果, 白血球の遊走を促進するケモ

カインの一種である BRAK の発現が顕著に

低下することを見いだした。BRAK は正常細

胞で多く発現され, ヒト頭頸部癌におい

て低下することから, 最初に仮定した癌

進展抑制因子に該当すると考えた。そこで，

HSC-3細胞にBRAK遺伝子を導入して発現を

高めた癌細胞(HSC-3 BRAK)を作成し, T リ

ンパ球機能を欠損したヌードマウス

(Ozawa et al., 2006), あるいは Tリンパ

球および B リンパ球機能を欠損した SCID

マウスに移植した(Ozawa et al., 2009)。

対照のHSC-3は大きな腫瘍を形成するのに

対して, HSC-3 BRAK 細胞の移植腫瘍は 1ヶ

月後には消滅した。このことから BRAK は

我々の体内に存在する腫瘍進展抑制因子

である可能性が考えられた。 

C.BRAK遺伝子を導入したトランスジェニッ
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クマウスは腫瘍抑制作用を示す： 

 さらに, C57BL/6 マウスに BRAK 遺伝子を強
制発現させ, 血中 BRAK 値が野生型マウスの
10 倍高く発現するトランスジェニック 
(BRAK Tg)マウスを作製した。このマウスに
Lewis Lung Carcinoma (LLC)細胞あるいはメ
ラノーマ細胞を移植すると, 癌の増殖•進展
抑制が見られたので, BRAKは生体内に存在す
る腫瘍進展抑制因子であることが確認され
た。移植腫瘍の増殖•進展の抑制は 2 系統の
BRAK Tg マウスで観察されたので, 腫瘍の進
展抑制は BRAK 遺伝子導入によるホストマウ
スの腫瘍進展促進因子遺伝子の破壊の結果
ではなく, 高い BRAKの発現が腫瘍の増殖•進
展抑制に効いていると考えられる。また，
我々の結果は BRAK が頭頸部癌だけでなく，
肺癌，メラノーマの癌進展抑制作用を示すこ
とが明らかとなった 
 
２．研究の目的 

本研究では，ケモカイン BRAK/CXCL14 を

高発現する BRAK Tg マウスを用いて，移植

癌の増殖抑制機構および癌転移抑制にお

けるナチュラルキラー(NK)細胞の役割に

ついて検討する。 

本共同研究は今後の“副作用のない新しい癌
のドーマントセラピー”への展開のための基
礎研究として非常に有用であると考える 
 
３．研究の方法 
①ケモカイン CXCL14/BRAK トランスジェ
ニックマウス(Tg)および、対照として野生型
マウス(Wt)を用いて B16 メラノーマ細胞あ
るいはルイス肺癌細胞(LLC)の移植あるいは
尾静脈からの注入後、移植癌の増殖速度及び
肺の転移巣の数を測定する。 
②一部のマウスについては癌細胞の移植あ
るいは注入前に anti-asialo GM1 抗体、ある
いは anti-NK1.1 抗体でマウスを前処理し
NK 細胞欠損状態にして NK 細胞の役割を解
析する。 
③さらに、α-Galactosylceramide でマウス
を前処理することにより NKT 細胞を活性化
してその効果を調べる。 
 
４．研究成果 
① BRAKTg マウス及び Wt マウスの背部皮
膚に B16 メラノーマ細胞あるいは LLC 細胞
を移植後日数を追って腫瘍の大きさを比較
すると、どちらの細胞においても Tg マウス
において腫瘍の増殖が遅かった。血中の
CXCL14/BRAK発現量がWtマウスの 8から
14 倍発現している３系統の Tg マウスについ
て同様な結果が得られたので、Tg マウスで観
察された腫瘍増殖抑制作用は Tg における
CXCL14/BRAK の高発現によるものと考え

られた。尾静脈から B16 メラノーマ細胞、あ
るいは LLC 細胞を注入後、肺の転移巣数を
調べると、Tg マウスにおいて 
Wt マウスよりも有意に転移巣数が少なく、
Tg マウスにおいて腫瘍の増殖だけでなく、腫
瘍の転移も抑制していることが示された。ま
た、担癌マウスにおいて Tg マウスの方が寿
命が長かった。 
②移植腫瘍の増殖実験及び転移実験におい
て anti-asialo GM1 抗体、あるいは
anti-NK1.1 抗体でマウスを前処理すること
によりナチュラルキラー(NK)細胞を除去す
ると、この抑制はみられなくなることから、
腫瘍抑制と転移抑制にはNK細胞が関与して
いることが示された。 

③Tgマウスにα-Galactosylceramideであら

かじめ処理し、NKT 細胞を活性化すると、

肺への転移抑制作用と寿命延長作用はさら

に顕著となった。この結果も CXCL14/BRAK
がNK細胞の活性化を介して腫瘍の増殖抑制、

転移抑制をしている事を支持している。 
今後、CXCL14/BRAK による NK 細胞の活
性化機構を明らかにする予定である。 
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研究成果の概要： 

幹細胞性の維持に重要な役割を果たしていることが知られている Bmi-1 とその標的分子で
ある p16INK4aとの関係解明を目指した。p16INK4a遺伝子発現イメージングマウスと Bmi-1 ノック
アウトマウスとを交配させることにより、Bmi-1 遺伝子を欠失させた場合に p16INK4a遺伝子の発
現動態がどのように変動するかを調べた。その結果、Bmi-1 遺伝子が欠失したマウスにおいて
は生後間もない時期から体の殆ど全ての組織において p16INK4aの発現が著しく上昇することを
見出し、様々な組織において p16INK4aの発現が Bmi-1 によって抑制されていることが明らかとな
った。また、p16INK4a遺伝子及び p21Waf1/Cip1遺伝子の両遺伝子を欠失したダブルノックアウトマ
ウスにおいては未分化性の維持に重要な Oct3/4 遺伝子の発現が高い皮膚癌が発生し安くなる
ことを見出し、p16INK4a/p21Waf1/Cip1経路の下流に Oct3/4 が存在している可能性が示唆された。そ
こで、Oct3/4 遺伝子の発癌及び老化における役割を明らかにするために Oct3/4 遺伝子の発現
を発光及び蛍光の両方でインビボ・イメージング出来るトランスジェニックマウスの作成を試
み、成功した。 
 
研究分野：がん生物学 
キーワード：p16INK4a, Bmi-1, 可視化、幹細胞 
 
１．研究開始当初の背景 

哺乳動物の正常な細胞に発癌の危険性の
ある異常が生じると、 p16INK4a 遺伝子や
p21Waf1/Cip1 遺伝子の発現レベルが上昇し、細
胞老化が誘導される。細胞老化は異常細胞の
増殖を防ぐ重要な癌抑制機構として働いて
いる一方で、組織幹細胞において細胞老化が
起こると生体機能の衰え、即ち個体老化を起
こすことが明らかになりつつある。これまで
主に培養細胞を用いた研究から p16INK4a 遺伝
子の発現はポリコーム・グループ転写因子の
一つである Bmi-1 により精密に制御されてい
ることが示されてきた。しかし、発癌や個体
老化の過程において Bmi-1 が生体内のどこで、
いつ、どのように p16INK4a 遺伝子の発現を制
御しているのかについては殆ど明らかにさ
れていない。 
これらの問題を解決するために我々は一

昨年度から金沢大学がん研究所の平尾  敦 
教授との共同研究を進めてきた。 p16INK4a 遺
伝子の発現をインビボ・イメージング出来る
トランスジェニックマウスを作成し、更に
Bmi-1 遺伝子ノックアアウトマウスと交配さ
せることで生体内における Bmi-1 による
p16INK4a 遺伝子発現調節様式を解析するため
のシステムの構築が完了しつつある状況で

あった。 
 また、幹細胞性の維持に重要な役割を果た
している Oct3/4 遺伝子の発現を蛍光及び発
光の両方で可視化出来るマウスの必要性も
生じていた。 
 
２．研究の目的 

発癌や個体老化の過程において Bmi-1 が
生体内のどこで、いつ、どのように p16INK4a

遺伝子の発現を制御しているのかを明らか
にするためにBmi-1遺伝子の発現とp16INK4a

遺伝子の発現をマウスの生体内でリアルタ
イムに測定できるイメージングマウスの開
発を行ってきた。本年度はこれらのマウスに
加えて幹細胞性の維持に重要な働きをして
いることが知られている Oct3/4 遺伝子の発
現を発光および蛍光の両方でインビボ・イメ
ージング出来るマウスモデルの開発を行い、
それらのマウスモデルを組み合わせること
で様々な組織幹細胞又はがん幹細胞におけ
る幹細胞性の獲得、維持又は喪失がどのよう
な関係で起こるのかを明らかにすることを
目的とした。 
 
 
 

対象研究テーマ：幹細胞あるいはがん幹細胞の特定・可視化に関する研究 

 

研 究 期 間：2010 年 4月 8日～2011 年 3 月 31 日 

研 究 題 目：分子イメージングによる組織幹細胞可視化法の開発 

  

研 究 代 表 者：財団法人癌研究会癌研究所 部長 原 英二 

 



 

 

３．研究の方法 
(1) 昨年度までに作成した p16INK4a可視化マ

ウスとBmi-1ノックアウトマウスを交配
させることで、 Bmi-1 を欠損した
p16INK4a 可視化マウスを作成した。この
マウスにおける p16INK4aの発現動態を発
癌過程や加齢の過程で解析することによ
り、生体内での Bmi-1 による p16INK4a

の発現調節様式を解析した。 
(2) 上記のBmi-1を欠損したp16INK4a可視化

マウスを用いた解析によりBmi-1が生体
内のどの組織で、いつ、p16INK4a の発現
を制御しているかを調べ、次に Bmi-1 と
p16INK4a の両方を欠損したマウスを用い
た解析と組み合わせることでBmi-1によ
る p16INK4a遺伝子発現制御の役割を解析
した。 

(3) Oct3/4 遺伝子プロモーターの下流に
GFP と luciferase の融合タンパクをコ
ードする遺伝子を導入したマウスを作製
し、Oct3/4 遺伝子の発現を発光及び蛍光
の両方でインビボ・イメージング出来る
マウスの作製を試みた。 

 
４．研究成果 

p16INK4a遺伝子発現イメージングマウスと
Bmi-1 ノックアウトマウスを交配させ、Bmi-1
遺伝子を欠失した状態で p16INK4a遺伝子の発
現をイメージング出来るマウスの作製に成
功した。更にそのマウスを用いて生体内のど
の臓器において p16INK4aの発現が Bmi-1 によ
って制御されているのかを解析した結果、興
味深いことに、生後間もない状態から殆ど全
ての臓器や組織において p16INK4a遺伝子の発
現が著しく上昇していることを見出した。ま
た、一部の組織においては加齢とともに
p16INK4a遺伝子の発現が更に上昇することを
見出した。これらの結果から、Bmi-1 は生体
内の殆ど全ての臓器や組織において p16INK4a

遺伝子の発現を負に調節しているが、加齢の
過程では Bmi-1 非依存的なメカニズムによっ
ても p16INK4a遺伝子の発現が正に調節されて
いることを示唆する結果も得られた。 

また、興味深いことに、p16INK4a遺伝子及び
p21Waf1/Cip1遺伝子の両方を欠失したダブルノ
ックアウトマウスにおいては未分化性の高
い皮膚癌が発生しやすくなり、その皮膚癌に
おいては Oct3/4 遺伝子の発現が著しく高く
なることを見出した。 

更に、Oct3/4 遺伝子の発癌及び老化におけ
る役割を明らかにするために Oct3/4 遺伝子
の発現を発光及び蛍光の両方でインビボ・イ
メージング出来るトランスジェニックマウ
スの作成を試み、成功した。 
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研究成果の概要： 

ataxia telangiectasia mutated (ATM)遺伝子欠損による腫瘍発生時のセラミド・シグナ
ルの関与を申請し検討した。ATM 欠損マウスに p16/Ink4a 欠損マウスを交配することで
ダブル KO マウスを作成し悪性リンパ腫発生を試みたが、発生効率が非常に低く、このダ
ブルＫＯマススにＳＭＳ１−ＫＯマスを掛け合わせて、トリプルＫＯマウスを作成すること
が困難なことが判明した。その後、マウス腫瘍発生モデルとしてＲｂ遺伝子欠損マウスに
おいて、効率的に腺癌が発症するモデルを作成できたため、今後、このマウスの系に関し
てＳＭＳ１欠損マウスを掛け合わせることで、セラミド産生の抑制が誘導され腺癌腫瘍細
胞の増大を阻害できるかについて検討したい。 
 
研究分野：脂質生化学 癌増殖抑制 
キーワード：スフィンゴミエリン セラミド ＡＴＭ 
 
１．研究開始当初の背景 

スフィンゴ脂質セラミドは細胞死誘導脂質

として、細胞膜の解剖学的成分として機能

するのみでなく細胞機能を制御するメディ

エーターであることが、Hanuun 並びに岡崎

らのグループにより初めて報告された

（Okazaki T., et al.J. Biol. Chem., 264: 
19076-19080, 1989）。 

 一方、ataxia telangiectasia mutated 

(ATM)遺伝子は AT の原因遺伝子として同定

され、その欠損は DNA 二重鎖切断（DSBｓ）

を中心とする DNA 損傷の修復機構の破綻を

生じることが知られている。放射線により

ATM 欠損細胞は細胞死誘導を亢進し、その

際にセラミド・シグナルが活性化すること

が報告され、そのセラミド量増加機構とし

て ATM によるセラミド産生酵素（CS）抑制

の解除が示されている（Oncogene (2003) 22, 

8645–8652）。しかしながら、腫瘍増殖にお

ける ATM を介したセラミド制御については

不明の点が多い 

 

２．研究の目的 

今回、より病態モデルに近づいて ATM と細

胞死誘導セラミド・シグナルの関係につい

て解析するために、セラミド産生抑制効果

のある SMS 欠損状態が ATM/INK4a 欠損マウ

スにおける悪性リンパ腫発症を抑制できる

かについて検討し、その分子機構について

は ATM/INK4a 欠損マウス胎児線維芽細胞

（MEF）を用いて ATM の下流シグナルにおけ

るセラミド産生機構（SMS や CS）の制御に

ついて解析する 

 

３．研究の方法 

（１）ATM ノックアウトマウスの作成とそ

の表現型 

（２）p16/Ink4a 欠損マウスの作成とその

表現型 

（３）ATM-p16/Ink4a ダブルノックアウト

マウスの作成とその予想表現型 

 これらの知見と予測から、細胞老化と DNA

損 傷 応 答 の 双 方 が 抑 制 さ れ る

p16/Ink4a-ATM ダブルノックアウトマウス

では、ATM 欠損が原因となる胸腺リンパ腫

の頻度が上昇し、悪性度も高まると予想し

ている。結果として、このマウスは、悪性

リンパ腫発症のモデルマウスとしての応用

が期待される。 

（４）SMS１，２KO マウスと p16/Ink4a-ATM

対象研究テーマ：in vitro がん幹細胞モデル系の開発に関する研究 

 

研 究 期 間：2010 年 4月 8日～2011 年 3 月 31 日 

研 究 題 目：SMS 抑制による細胞死誘導セラミド・シグナル増強を介した ATM 遺伝子 

欠損マウスにおけるリンパ腫発症機構の制御 

 

研 究 代 表 者：鳥取大学医学部 教授 岡崎俊朗 

 



 

 

ダブルノックアウトマウスのトリプル KO

マウスの作成と悪性リンパ腫発症における

SMS 欠損によるセラミド産生増強の影響 

（５）p16/Ink4a-ATM ダブルノックアウト

マウス由来 MEF を用いてセラミド産生機構

の分子制御 

 

４．研究成果 

ataxia telangiectasia mutated (ATM)遺伝

子欠損による腫瘍発生時のセラミド・シグ

ナルの関与を申請し検討した。ATM 欠損マ

ウスに p16/Ink4a 欠損マウスを交配するこ

とでダブル KO マウスを作成し悪性リンパ

腫発生を試みたが、発生効率が非常に低く、

このダブルＫＯマススにＳＭＳ１−ＫＯマ

スを掛け合わせて、トリプルＫＯマウスを

作成することが困難なことが判明した。今

後、異なる遺伝子改変マウスを用いて腫瘍

形成を促進して，その条件似おいて、ＳＭ

Ｓ−ＫＯによるセラミドシグナル増加が腫

瘍増生抑制に寄与するかについて検討する

ことが必要と思われる。 
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研究成果の概要： 

Runx3 遺伝子欠損マウスの胃上皮と、Runx3 遺伝子欠損マウスから樹立した胃上皮細胞株を

解析した結果、胃がん発がん過程には、Runx3 の不活性化によって惹起される Wnt のがん化シ

グナルが必須で、その過程で Cdx2 の発現が誘導され、胃上皮細胞に腸型化がもたらされるも

のと考えられた。ヒト胃がん検体より見出された RUNX3 の点変異体 RUNX3(R122C)は、

-catenin/TCFs と相互作用できず、Wnt のがん化シグナルを抑制できない変異体であることが判

明した。 
 
研究分野：分子腫瘍学 
キーワード：RUNX3、胃がん、Wnt 経路、Cdx2、SPEM 
 
１．研究開始当初の背景 
転写因子RUNX3は胃がんにおけるがん抑

制遺伝子であり、「がん抑制シグナル伝達系」

と呼ばれるTGF-/BMPシグナル伝達系の下

流で、転写因子として機能することが知られ

ている。これまでに研究代表者は、Runx3 遺

伝子欠損マウスおよびヒト臨床検体を用い

て、その胃がんにおけるがん抑制遺伝子とし

ての機能を解析し報告してきた。研究代表者

は最近になって、腸がんの解析から新たな

RUNX3 の作用機序を報告した。すなわち、

RUNX3 は、-catenin および TCFs と直接結

合し、その 2 量体の DNA 結合能を阻害する

ことによって、Wnt のがん化シグナルを負に

制御する因子であることが判明した。これら

の解析結果から、多くのヒトがんにおいて共

通してみられる発がんの作用点、すなわち、

「がん抑制シグナル伝達系」である TGF-/ 
BMP シグナルと、「がん化シグナル伝達系」

である Wnt シグナルの「接点」で、RUNX3
はがん抑制遺伝子として機能していること

が明らかになった。 
 
２．研究の目的 
胃がんが、どの細胞からどのように出現し

てくるのかは未だ不明である。研究代表者の

所有するRunx3-/-マウスの胃を経時的に詳細

に観察すると、SPEM (Spasmolytic Polypep- 
tide Expressing Metaplasia）と呼ばれる、

ヒト胃がんおよびマウス胃がん発がんモデ

ルで特徴的な前がん病変が出現していた。さ

らに化学発癌剤N-methyl-N- nitrosourea 
(MNU)を低濃度で投与すると、野生型マウス

では発がんが観察されなかったが、Runx3-/-

マウスでは、SPEMを呈する細胞群のある種

の細胞ががん化して、粘膜筋板を越えて筋層

にまで浸潤した。低濃度MNU投与Runx3-/-マ

ウスの胃に出現した「胃がんの発生母地」と

思われる細胞群を詳細に解析した結果、以下

のことが判明した。 
１．発生母地はSPEMを呈する細胞である。 
２．腸上皮分化のマスターレギュレーターで

あるCdx2を発現する。 
３．Wntシグナルの典型的なターゲット遺伝

子の発現が亢進している。 
そこで本研究の目的は、胃がん発がん過程

における、Runx3 の不活性化がもたらす Wnt
シグナルの亢進の重要性を、マウスモデルお
よびマウス胃上皮細胞を用いて検証するこ
ととした。 
 
３．研究の方法 

マウスの胃上皮から樹立した Runx3+/+およ
び Runx3-/-胃上皮細胞（GIF 細胞）を用いて、
Wnt のがん化シグナルの重要性を、ヌードマ
ウス皮下における造腫瘍性にて評価した。さ
らに Cdx2 の発現調節機構を解析する目的で、
レポーターアッセイ、ChIP アッセイを行い、
Wnt シグナルと Runx3 による Cdx2 調節機

対象研究テーマ：マウスモデルを用いた消化器がんの発がん分子機序に関する基礎研究 

 

研 究 期 間：2010 年 4月 8日～2011 年 3 月 31 日 

研 究 題 目：転写因子 Runx3 の胃がん発がんの分子機序における役割 

  

研 究 代 表 者：長崎大学大学院医歯薬学総合研究科 准教授 伊藤公成 

 



 

 

構を解析した。研究代表者らがヒト胃がん検
体 よ り 見 出 し た RUNX3 の 点 変 異 体
RUNX3(R122C)の意義を、同じく GIF 細胞
を用いて検討した。 

加えて、胃上皮で Wnt シグナルを特異的
に亢進させるマウスラインと Runx3 遺伝子
欠損マウスを交配し、胃がん発がん過程にお
ける、Runx3 の不活性化と Wnt のがん化シ
グナルの重要性を、マウスレベルで検証する
ことにした。 
 
４．研究成果 

GIF細胞を用いて検討した結果、以下の事

実が判明した。 
１．Cdx2のプロモーターにはTcfs結合部位が

存在し、Wntの活性化により-catenin/Tcfs依
存的にCdx2の発現が誘導される。 
２．Runx3は、-catenin/TcfsのDNA結合能を

阻害することによって、間接的にCdx2の発現

を抑制する。 
３．Runx3-/-GIF細胞は、ヌードマウス皮下に

おいて造腫瘍性を有するが、その造腫瘍性は

異所的に発現が亢進したCdx2によるもので

はない。 
４．Runx3-/-GIF細胞の造腫瘍性は、Wntのが

ん化シグナルに依存する。 
５．RUNX3（R122C）は、-catenin/TCFsと相

互作用できず、Wntのがん化シグナルを抑制

できない。 
これらの解析結果から、Runx3 の不活性化

による前がん病変の出現とそこからの胃が

ん発がん過程には、Runx3 の不活性化によっ

て惹起される Wnt のがん化シグナルが必須

で、その過程で Cdx2 の発現が誘導され、胃

上皮細胞に腸型化がもたらされると結論づ

けた。 
そこで、これらの機構の重要性をさらに検

証する目的で、Runx3 遺伝子欠損マウスと、

胃上皮で Wnt シグナルを特異的に亢進させ

るマウスライン、K19-Wnt1 マウスおよび

K19-Wnt1/C2mE マウスの交配を開始し、そ

れらの胃上皮病変の観察を開始したところ

である。 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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研究成果の概要： 

新規クルクミン誘導体を合成し、抗腫瘍活性を指標にスクリーニングした。GO-Y030, 031, 
078 などに強い抗腫瘍活性が認められた。それらは NF-kB などを介して COX2 の発現を阻害
した。in silico の ADME 予想から 、in vivo における抗腫瘍活性の増強が示唆されたが、
GO-Y078 は実際、胃がんの癌性腹膜炎モデルで生存期間の延長を認めた。また、マウスにお
ける毒性について評価した。胃がんモデルにおける GO-Y031 の抗腫瘍活性について解析を行
っている。 
 
研究分野：新規抗腫瘍性薬剤の開発 
キーワード：クルクミン、COX2 
 
１．研究開始当初の背景 
 食用されるウコンに含まれるクルクミン
は、多くの癌関連分子を制御する分子標的化
合物である。その多機能性と低毒性は抗腫瘍
性化合物としてのポテンシャルが高い。しか
し、吸収が悪いなど生体内有用性が低く、臨
床応用に問題を有する。そこでクルクミンの
誘導体を新たに合成し、抗腫瘍活性が増強し
た化合物をスクリーニングし、臨床応用可能
な誘導体の創薬を目指している。これまでに
１００種類近い誘導体をスクリーニングし、
新たに数種類の活性が増強された誘導体（ス
ーパークルクミン）を見いだしている。 
 
２．研究の目的 
 in vitro で抗腫瘍活性の増強が認められた
スーパークルクミンについて、標的分子制御
メカニズムや生体内での抗腫瘍活性につい
て検証を行う。 
 
３．研究の方法 
 スーパークルクミンの抗腫瘍活性につい
て in silico で ADME を予測し、動物モデル
を用いた in vivo の検証を行う。とくに大島
教授らが樹立した胃がんモデルマウス
K19-Wnt1/C2mE マウスを用いて胃がんの発生、
進展に与える影響を解析する。 
 ス ー パ ー ク ル ク ミ ン を 投 与 し た
K19-Wnt1/C2mE マウスの胃がんについて免疫
組織化学的な解析を行い、標的分子制御が行
われているかについて検証する。 
 スーパークルクミンの安全性についても

併せて評価する。 
 
４．研究成果 
GO-Y030, 031, 078 などの誘導体は in vitro
の抗腫瘍活性の増強が認められ、とくに
GO-Y078 は水溶性も改善しており、胃がん
の癌性腹膜炎モデルで生存期間の延長を示
した。GO-Y030 は NF-kB などの阻害活性を
介して COX2 の発現を阻害することが示さ
れた。K19-Wnt1/C2mE マウスの胃がん抑制に
ついては解析中である。 
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研究成果の概要： 
 Wnt/b-catenin シグナルをマウス胎児皮膚で特異的に活性化させる（K5cre Catnb(ex3)fl/+マウ
ス）と、EMT 亢進の指標である E-cadherin の発現低下がみられるが、がんの発生には至らない。
K5cre Catnb(ex3)fl/+マウスの皮膚を用いて、 EMT に関与する遺伝子の発現変化をマイクロアレー
により網羅的に調べた結果、Snail など EMT マーカーの発現が亢進している一方、 
Wnt/b-cateninシグナルのアンタゴニストの発現亢進およびTGFbシグナルの活性化が起こって
いることがわかった。組織 in situ、免疫染色でこれらの発現を調べたところ、真皮層で発現
が亢進していた。TgfbシグナルはEMTに対し抑制的に働くことでも知られている。本研究より、
胎児皮膚形成過程において Wnt/b-catenin シグナルが活性化するとそれを抑制するシグナルカ
スケード（ネガティブフィードバック機構）も同時に活性化され、この機構の存在が胎児器官
においてがんが発生しにくい理由の１つである可能性が示唆された。 
 
研究分野：器官発生学 

キーワード：増殖因子、Wnt/・-catenin、EMT、発癌 

 
１．研究開始当初の背景 
 胎児器官形成期において上皮—間葉相互作
用なくして器官を形成することはできない。
がん発生過程においてもがん細胞（上皮系細
胞）とその周辺を取巻く微小環境（間葉系細
胞）との相互作用が重要である。また胎児器
官形成とがん発生には細胞増殖の亢進や EMT
（上皮間葉転換）など共通のプロセスを有し
ている。しかし、胎児器官形成過程において
がんが発生することは極めて稀である。なぜ、
胎児器官ではがんは発生しにくいのか？胎
児器官形成過程にはがんの発生を抑制する
メカニズムがドミナントに機能している可
能性が考えられる。これまでのがん発生に関
する研究は、培養細胞系や様々な遺伝子改変
マウスを作製しアダルトでの解析が中心で
あった。これまでとは異なった切り口すなわ
ち発生生物学的観点から、その発生メカニズ
ムを捉えることにより、新たな知見が得られ
ることが期待できると考えた。 
 
２．研究の目的 
 K5cre Catnb(ex3)fl/+マウスの皮膚において、
EMT のポジティブ因子の他に発現が亢進して
いる遺伝子を同定するとともに、その発現変
化を、組織 in situ、免疫染色で調べる。 
 
 

３．研究の方法 
 K5cre Catnb(ex3)fl/+マウスの皮膚を用いて、
発現が変化している遺伝子をマイクロアレ
ーにより網羅的に調べた。発現に変化があっ
た遺伝子について、さらに発現細胞および発
現変化を組織in situ、免疫染色で確認した。 
 
４．研究成果 
 K5cre Catnb(ex3)fl/+マウスの皮膚では、真皮
層における Tgfb シグナルの活性化および
Wnt/b-catenin のアンタゴニストの発現が亢
進していることがわかった。Tgfb シグナルは
EMT に対し抑制的に働くことでも知られてい
る。つまり胎児器官形成過程において、
Wnt/b-catenin シグナルが活性化するとそれ
を抑制するシグナルが誘導されるというネ
ガティブフィードバック機構が存在してい
る可能性が示唆された。さらに本研究の結果
は、Wnt/b-catenin シグナルが癌抑制因子と
しても機能しうる可能性を示唆していると
思われる。現在、Tgfb の特異的レセプターと
のダブルコンパウンド遺伝子改変マウス、さ
らに Wnt/b-cateninのアンタゴニストとのダ
ブルコンパウンド遺伝子改変マウスをそれ
ぞれ作成し、発現が亢進した意義について解
析を進めている。 
 
 

対象研究テーマ：Wnt をはじめとするがん化シグナル制御の分子機構 

 

研 究 期 間：2010 年 4月 8日～2011 年 3 月 31 日 

研 究 題 目：増殖因子シグナルの破綻が導くがん化シグナル制御の分子機構 

  

研 究 代 表 者：熊本大学発生医学研究所 助教 鈴木堅太郎 
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研究成果の概要： 

本研究では、CD133 をマーカーとする幹細胞様グリオーマ細胞の高い浸潤能を規定する分子
を探索した。グリオーマ組織中の CD133 陽性細胞において普遍的に MT1-MMP と integrin α3
が高発現していることを見出した。ヒト膠芽腫組織において、浸潤グリオーマ細胞に MT1-MMP 
と integrin α3 の局在を認めた。Integrin α3 の発現とグリオーマ細胞の浸潤能は正の相関
を示し、その下流のシグナルとして extracellular signal-regulated kinase（ERK）1/2 が示
された。integrin α3 は ERK1/2 の活性を介して幹細胞様グリオーマ細胞の遊走・浸潤能を亢
進させることが示唆された。 
 
研究分野：脳腫瘍学 
キーワード：グリオーマ、幹細胞、浸潤、MT1-MMP、integrin 
 
１．研究開始当初の背景 

悪性神経膠腫は浸潤性増殖が顕著で、手術
で全部摘出することは不可能である。悪性神
経膠腫の治療開発を考える場合、浸潤に寄与
する分子の同定は必須と考えられる。一方で
近年、悪性神経膠腫に内在する腫瘍幹細胞が
分離され脳腫瘍研究領域が新たな局面を迎
えている。悪性神経膠腫幹細胞は脳内への浸
潤能が極めて高くかつ放射線、抗がん剤に抵
抗性を示すため、これが腫瘍再発の原因にな
っていると推測される。悪性神経膠腫幹細胞
の浸潤メカニズムを明らかにすることは悪
性脳腫瘍の治療開発を行う上で急務である
と言える。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、悪性神経膠腫において、

腫瘍幹細胞を分離抽出し浸潤能に関与する
分子の探索を行い、候補分子の機能解析を行
うとともに腫瘍組織における発現と局在を
検討し、真の浸潤関連分子を同定することか
ら治療標的分子を探ることにある。 
 
３．研究の方法 
本研究では、グリオーマ細胞株および手術

検体を使用し、neurosphere 法および CD133
陽性細胞磁気分離法により幹細胞様グリオ
ーマ細胞濃縮集団を得た。グリオーマ細胞株
および手術検体より CD133陽性細胞と陰性細
胞とを分離し、定量的 RT-PCRを行うことで、
CD133 陽性細胞において普遍的に発現してい

る幹細胞様グリオーマ細胞浸潤関連分子の
同定を試みた。次に免疫組織学的にヒトグリ
オーマ組織における候補分子の発現を検討
した。複数のグリオーマ細胞株を用いて候補
分子が細胞の遊走・浸潤能、および増殖能に
与える影響を検証し、そのメカニズムを検討
した。候補分子の細胞遊走・浸潤を亢進させ
るメカニズムを解明するために下流のシグ
ナル伝達を解析した。 
 
４．研究成果 
グリオーマ手術検体並びに細胞株より幹

細胞様グリオーマ細胞濃縮集団を抽出し、そ
の集団の接着分子に関し検討を行うことに
より幹細胞様グリオーマ細胞の特徴の一端
として下記の 2点を明らかにした。 
１． CD133 陽性細胞磁気分離法により得た

幹細胞様グリオーマ細胞濃縮集団では、
全ての細胞種において CD133 陰性細胞
分画と比較し MT1-MMP と integrin α3
の mRNA の発現が高かった。 

２． ヒトグリオーマ組織において浸潤グリ
オーマ細胞および、幹細胞様グリオー
マ細胞がプールされているとされる腫
瘍血管周囲に存在するグリオーマ細胞
に integrin α3 の局在を認めた。 
 

続いてグリオーマ細胞株を用いintegrin α3
の遊走・浸潤・増殖能を検討し、さらにその
シグナル伝達を解析し下記の 3点の知見を得
た。 

対象研究テーマ：MT1-MMP の機能解析と分子標的治療法の開発 

 

研 究 期 間：2010 年 4月 8日～2011 年 3 月 31 日 

研 究 題 目：悪性脳腫瘍における MT1-MMP と CD133 との相互作用の解析 

  

研 究 代 表 者：金沢大学医薬保健研究域医学系 助教 中田光俊 

 



 
１． Integrin α3 を強制発現させた全ての

細胞の遊走能および浸潤能は有意に亢
進し、内因性 integrin α3 の発現を低
下させた細胞では低発現株以外の細胞
株において遊走能および浸潤能は有意
に低下した。 

２． integrin α3 の発現上昇に伴い細胞増
殖能が有意に亢進し、発現量の低下に
よって増殖能は有意に低下した。 

３． Integrin α3 の発現量を上昇させるこ
とで ERK1/2 の活性は上昇し、Integrin 
α3 の発現を低下させると ERK1/2 の活
性も低下した。 

 
以上より、integrin α3 は幹細胞様グリオー
マ細胞において強く発現し、主として ERK1/2
の活性上昇を介して遊走・浸潤能を亢進させ
ることが示唆された。近年、がん幹細胞を標
的とする新たな治療法が模索されている。
Integrin α3の制御により幹細胞様グリオー
マ細胞の浸潤を阻害することで画期的なグ
リオーマ治療につながる可能性があると考
えられる。同様に幹細胞様グリオーマ細胞に
高発現する MT1-MMP について、その機能を検
討している。 
 
５．主な発表論文等 
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研究成果の概要： 

大島正伸教授が作製した消化器がんモデルマウス(K19-Wnt1/C2mE transgenic mouse)は、

100%の頻度で胃がん(adenocarcinoma)を発症する。また、この際に生じた癌は、p53 遺伝子

は野生型である事がこれまでに判明している。そこで、本研究ではこのマウスを p53 欠損マウ

スと掛け合わせ、胃がんにおいて p53 遺伝子が持つ機能を解明する。p53 喪失により、がんの

悪性化が予測されるが、その悪性化にどのような p53 標的遺伝子群が関わるのか、明らかにし

たいと考えている。これまでに消化器がんモデルマウス(K19-Wnt1/C2mE transgenic mouse)
及び p53 欠損マウスを導入し、現在、マウスの掛け合わせを行っている所である。 
 
研究分野： 腫瘍生物学 
キーワード：消化器がん、p53、癌の悪性化 
 
１．研究開始当初の背景 

日本人の死因第一位は「癌」であり、癌の
克服を目指した研究は大きな社会貢献につ
ながる。分子生物学やゲノム解析の進展を足
場に、癌化のメカニズムの解明を目指した癌
関連遺伝子（癌抑制遺伝子、癌遺伝子）の研
究は大きく進み、多くの重要な遺伝子が明ら
かにされてきた。しかしながら、肺癌や乳癌
のように、研究の比較的進んでいるものでさ
え、これまでに明らかにされた遺伝子異常な
どで説明できるのは一部にとどまっており、
大部分のものについては未解決のままであ
る。これからも地道な研究が必要とされるゆ
えんである。 
 癌抑制遺伝子 p53 は、ヒトの癌で最も高頻
度に変異が認められており、p53 による癌抑
制機能の解明と p53研究の癌治療及び診断へ
の応用は、癌克服を考えた上でも、最も重要
な到達目標の一つである。p53 は転写因子で
あり、標的遺伝子を転写誘導することにより、
細胞にアポトーシスや細胞周期停止、DNA 修
復などを引き起こし、癌化を抑制している。
癌では高頻度に p53 の DNA 結合ドメインに変
異が検出され、発癌過程において、p53 の転
写因子としての機能欠損が重要である事を
物語っている。転写因子としての p53 の機能
を解明することは癌研究のさらなる進展に
つながると考え、研究を進めている。 
 申請者はこれまでに Noxa、Reprimo、AEN
や PHLDA3 という新規 p53 標的遺伝子を同定

した。機能未知であったそれぞれの遺伝子の
機能を初めて明らかにする事により、p53 が
いかにして癌化を抑制するのか明らかにし
てきた。p53 機能喪失はがんの悪性化と関わ
る事が知られるが、その分子的なメカニズム
は明らかにされていない。また、特に胃がん
において p53機能喪失がどのような悪性質の
獲得につながるのかは未解明である。 
 
２．研究の目的 

大島正伸教授が作製した消化器がんモデ
ル マ ウ ス (K19-Wnt1/C2mE transgenic 
mouse) は 、 100% の 頻 度 で 胃 が ん
(adenocarcinoma)を発症する。また、この際
に生じた癌は、p53 遺伝子は野生型である事
がこれまでに判明している。そこで、本研究
ではこのマウスをp53欠損マウスと掛け合わ
せ、胃がんにおいて p53 遺伝子が持つ機能を
解明する。p53 喪失により、がんの悪性化が
予測されるが、その悪性化にどのような p53
標的遺伝子群が関わるのか、明らかにしたい
と考えている。 
 本研究により、p53 標的遺伝子群の中から、
がんの悪性化を抑制する遺伝子を同定する
事で、それらの遺伝子を標的とした癌治療や
診断への応用が期待できる。 
 
３．研究の方法 
1. 消 化 器 が ん モ デ ル マ ウ ス
(K19-Wnt1/C2mE transgenic mouse)と p53

対象研究テーマ：マウスモデルを用いた消化器がんの発がん分子機序に関する基礎研究 

 

研 究 期 間：2010 年 4月 8日～2011 年 3 月 31 日 

研 究 題 目：消化器がんの悪性化におけるがん抑制遺伝子 p53 の役割 

  

研 究 代 表 者：国立がん研究センター研究所 研究員 大木理恵子 

 



 

 

欠損マウスを掛け合わせる。p53 を野生型で
持つマウス、p53 を持たないマウスから生じ
たがん組織を採取する。 
2. 生じたがん組織を解析し、p53 喪失に伴っ
たがんの性質の変化を明らかにする。 
3. 得られた癌組織より、mRNA を精製し、
マイクロアレイ発現解析により、p53 依存性
に発現する遺伝子群を同定する。 
4. 申請者は、ゲノムワイドな p53 結合部位
を ChIP-chip 解析により同定している。そこ
で、p53 依存性に発現する遺伝子の中から、
p53 結合が認められる遺伝子、すなわち p53
の直接の標的遺伝子を同定する。 
5. 同定した遺伝子が、胃がんの発生及び悪性
化とどのように関わるか解析する。 
 
４．研究成果 

これまでに消化器がんモデルマウス
(K19-Wnt1/C2mE transgenic mouse)及び
p53 欠損マウスを導入し、現在、マウスの掛
け合わせを行っている所である。 
 
５．主な発表論文等 
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研究成果の概要： 
 リンパ腫瘍のがん関連遺伝子として同定された Jmjd5 の正常細胞での機能を解析するために、

Jmjd5 の遺伝子改変マウスを用いて研究を行った。Jmjd5 null マウスでは、胎生 9.5-10.5 日にお

いて、成長阻害とともに、卵黄嚢の血管新生の異常が認められた。また、卵黄嚢、および AGM
領域(Aorta-Gonad-Mesonephros 領域)での造血活性の低下が認められたことから、Jmjd5 が血液・

血管内皮細胞の発生に重要な働きを持つことが明らかとなった。さらに詳細な解析を進めるた

め、血液・血管内皮細胞特異的 Jmjd5 欠損マウス（Tie2-Cre; Jmjd5flox/flox）の作製に取り組み、

これを完了した。 
 
研究分野：分子生物学 
キーワード：Jmjd5, 造血幹細胞, 血管内皮細胞, 発生 
 
１．研究開始当初の背景 
 がん発症・悪性化の分子メカニズムを解析
するためには、その原因となる遺伝子を同定
することが重要である。レトロウイルス感染
発がんモデルマウスでは、ウイルスがゲノム
へ挿入することで、挿入部位の遺伝子変異や
周辺遺伝子の発現異常を引き起こし、がんを
発症する。そのため、ウイルス挿入部位を解
析することで、原因遺伝子を容易に同定する
ことができる。ウイルス挿入変異の標的とし
て高頻度に同定される宿主因子として、これ
までに、ヒストンのメチル化を制御する酵素
の多くが同定されてきた。そのうち、Jmjd5
はヒストン脱メチル化酵素ファミリーの一
つである。Jmjd5 をはじめとするヒストン脱
メチル化酵素の正常細胞での機能は未だ不
明な点も多いため、その解析を行うことは極
めて重要である。 
 
２．研究の目的 
 白血病・リンパ腫などのがん発生に関わる
遺伝子として、AML/RUNX1,SCL/Tal1, Lmo2
などの多くの遺伝子が報告されている。これ
らの遺伝子は、がんの原因遺伝子となるとと
もに、血液・血管内皮細胞の分化、発生にお
いて、重要な役割を担うことが明らかにされ
てきた。リンパ腫から同定されたがん関連遺
伝子 Jmjd5 においても、同様の機能を持つ可
能性がある。本研究は Jmjd5 の in vivo での血
液・血管内皮細胞発生への関与を明らかにす

ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 Jmjd5の exon4を欠失させた Jmjd5 nullマウ
スは、著しい成長阻害を伴い、胎生 11 日目
前後に胚性致死となる。このマウスを胎生
9.5-10.5 日で回収し、卵黄嚢や AGM 領域
(Aorta-Gonad-Mesonephros 領域)での造血活性
をコロニーアッセイやフローサイトメトリ
ーによって検討した。また、Jmjd5 コンディ
ショナル KO マウスを用いて、血液・血管内
皮細胞特異的 Jmjd5 欠損マウス（Tie2-Cre; 
Jmjd5flox/flox）の作製を試みた。 
 
４．研究成果 
 Jmjd5の exon4を欠失させた Jmjd5 nullマウ
スの表現型解析の結果、この欠損マウスは出
産されることが無く、胎生 11 日目前後に胚
性致死となることが観察された。また、Jmjd5 
null マウスは著しい成長阻害を伴っていた。
成長阻害を細胞レベルで解析するために、
Jmjd5 null マウスから、Mouse embryonic 
fibroblast (MEF)を樹立することを試みたが、
樹立することができなかった。しかし、Jmjd5
遺伝子座に Neo カセットを持つ Jmjd5 
Neo/Neo マウスは、胚性致死となるものの、
それ由来の MEF を樹立することができた。
この Jmjd5 hypomorphic 変異 MEF を用いて解
析したところ、細胞増殖能の著しい低下が観
察された。 

対象研究テーマ：がんの発症・悪性化に関わる新しいがん関連遺伝子の単離 
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 次に、胎生 9.5-10.5 日の Jmjd5 null マウス
を観察したところ、成長阻害と同時に、卵黄
膜上の血管網の消失が見られ、血管新生が著
しく抑制されていることがわかった。この卵
黄嚢から血液細胞を採取し、その造血活性を
検討したところ、赤血球コロニーをはじめと
する、造血前駆細胞の減少が認められた。ま
た、成体型造血幹細胞が発生することが知ら
れている AGM 領域のコロニーアッセイの結
果でも、造血前駆細胞の減少が認められた。 
 すなわち、Jmjd5 は血液細胞・血管内皮細
胞の共通前駆細胞であるヘマンジオブラス
トを経由する血液・血管内皮細胞の発生に重
要な働きを持つことが示唆された。そのため
次に、Jmjd5 コンディショナル KO マウスと
Tie2-Cre マウスを掛け合わせ、Jmjd5 遺伝子
を血液・血管内皮細胞特異的に欠損させる実
験を計画した。本年度は、血液・血管内皮細
胞特異的 Jmjd5 欠損マウス（ Tie2-Cre; 
Jmjd5flox/flox）の作製が完了したので、今後さ
らに詳細な解析を行う予定である。 
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研究成果の概要： 
 骨芽細胞は骨に転移した癌細胞の増殖や生存に重要な役割を果たしている。癌細胞と骨芽細

胞の相互作用に関しては多くの報告があるが、大部分は両者が分泌する液性因子を介したもの

であり、癌細胞と骨芽細胞が直接接触することによって起きる相互作用に関しては不明な点が

多い。我々はこれまでに溶骨性増殖を示す前立腺癌細胞と骨芽細胞が接触することによって破

骨細胞誘導が促進されることを明らかにしてきたが、今回は前立腺癌細胞と骨芽細胞の接触に

よる骨芽細胞の遺伝子発現の変動を cDNA マイクロアレイによって解析した。その結果、不

死化したヒト骨芽細胞が PC-3 ヒト前立腺癌細胞と接触することによって脂肪細胞の分化マー

カーである FABP4 や PPARγの発現上昇がみられること、及びマウスの骨芽細胞と PC-3 細

胞の接触培養によって骨芽細胞の ALP 活性が低下することが明らかになった。以上より、成

熟骨芽細胞と前立腺癌細胞の接触により骨芽細胞の分化抑制が起こる可能性が示唆された。成

熟骨芽細胞骨は骨基質形成に重要な役割を果たすが、前立腺癌細胞はその機能を低下させ、骨

を脆弱化することにより浸潤を容易にしている可能性がある。 
 
研究分野：癌の転移 
キーワード：骨転移、細胞接触、網羅的遺伝子発現解析 
 
１．研究開始当初の背景 
 癌の骨転移は重篤な臨床症状を惹起し患
者の QOL を低下させる重要な病態である。
しかし、そのメカニズムの解明や治療法の確
立は十分なされていない。申請者はこれまで
にヒト前立腺癌細胞株をヌードマウスの脛
骨に接種するモデルを用いて骨転移形成に
おいて  platelet-derived growth factor 
(PDGF) 受容体や epidermal growth factor 
(EGF)受容体が関与していること (J Natl 
Cancer Inst. 2003 95(6): 458-470, Clin 
Cancer Res. 2003 9(14):5161-5170）、およ
び可溶型プロスタグランジン E2 受容体を用
いてプロスタグランジン E2 を中和すること
により、破骨細胞の誘導が阻害され、骨にお
ける前立腺癌細胞の増殖が抑制されること
(Mol Cancer Ther. 7(9): 2807-16, 2008)を
明らかにしてきた。 
 
２．研究の目的 
 骨芽細胞は骨に転移した癌細胞の増殖や
生存に重要な役割を果たしている。癌細胞と
骨芽細胞の相互作用に関しては多くの報告
があるが、大部分は両者が分泌する液性因子
を介したものであり、癌細胞と骨芽細胞が直

接接触することによって起きる相互作用に
関しては不明な点が多い。 
 我々は昨年度の金沢大学腫瘍内科矢野聖
二教授との共同研究において、前立腺癌、肺
癌、乳癌などの細胞株を用いて癌細胞と骨芽
細胞の直接接触による相互作用を検索する
ための共培養モデルを確立し、癌細胞の遺伝
子発現の変動を cDNA マイクロアレイによ
って解析した。その結果、PC3 ヒト前立腺癌
細胞では骨芽細胞と接触することによって 
IL-1β, COX-2, IL-6 など代表的な破骨細胞
誘導関連遺伝子の発現が上昇し、これに 
cadherin-11 が部分的に関与していることが
明らかになった。 
 本研究では上記の共培養モデルを用いて
癌細胞との接触による骨芽細胞の遺伝子発
現の変動を cDNA マイクロアレイによって
解析し、骨での癌細胞の増殖、生存への関与
とその機序を明らかにすることを目的とし、
これによって骨転移に対する新しい分子標
的治療の開発に貢献できると考えられる。 
 
３．研究の方法 
1) cDNA マイクロアレイを用いた癌細胞との
接触による骨芽細胞の遺伝子発現の網羅的

対象研究テーマ：肺がんの分子標的薬耐性機構の解明とその克服に関する研究 
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研 究 題 目：骨転移能を有する癌細胞と骨芽細胞の接触による相互作用の検討 
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解析 
 不死化したヒト骨芽細胞(hFOB 1.19) と
骨転移巣から樹立されたヒト前立腺癌細胞
株 PC-3 を用い、それぞれの細胞を異なる蛍
光色素でラベルした後、cell culture insert 
を用いた癌細胞と骨芽細胞の二層培養（癌細
胞と骨芽細胞の相互作用が液性因子のみ）、
および癌細胞と骨芽細胞を混合して培養す
る接触培養（癌細胞と骨芽細胞の相互作用が
液性因子と直接接触の２つ）を行った。培養
は無血清状態で 48 時間行い、接触培養につ
いては培養終了後にソーティングを行い、骨
芽細胞と癌細胞を分離した。コントロールと
して単独で培養した骨芽細胞を用いた。 
 培養終了後に得られた骨芽細胞から 
mRNA を抽出し、cDNA マイクロアレイ 
(Affimetrix 社) を行った。遺伝子発現が３倍
以上異なるものを有意とした。アレイの結果
は RT-PCR で確認した。 
2) 癌細胞との接触が骨芽細胞の分化に及ぼ
す影響 
 マウス新生児の頭蓋骨から得られた骨芽
細胞を骨芽細胞分化培地で 7日間培養し、1) 
と同様の方法で PC-3 細胞と共培養を行った。 

培養終了後に得られた骨芽細胞のライセ
ートを用いて alkaline phosphatase (ALP) 
活性を測定した。 
3) Fatty acid binding protein 4 (FABP4)が
破骨細胞の骨吸収活性に及ぼす影響 
 今回行ったマイクロアレイにおいて二層
培養と比較して接触培養で最も高い発現上
昇率を示したのは FABP4 であった。そこで
FABP4 が破骨細胞の骨吸収活性に及ぼす影
響について検討した。 
 実験には PG リサーチ社の骨吸収活性評
価キットを用いた。まず、RANKL により破
骨細胞に分化することが知られているマウ
スマクロファージ細胞株 RAW264 を蛍光標
識リン酸化カルシウム固層化プレートに播
種し、培地に RANKL (100ng/ml)と FABP4 
(0, 1, 10, 100ng/ml) を添加した。7 日後に骨
吸収作用により培地中に溶出した蛍光を測
定した。 
 
４．研究成果 
1) ヒト前立腺癌細胞 PC-3 とヒト骨芽細胞 
(hFOB 1.19) を用いて二層培養、および接触
培養を行い、単独で培養した骨芽細胞をコン
トロールとした。それぞれの培養システムに
おける骨芽細胞の遺伝子発現を cDNA マイ
クロアレイを用いて比較したところ、単独培
養と二層培養間で有意な差は認められなか
ったが、二層培養と接触培養間では、接触培
養で発現が上昇している遺伝子が 12 個あっ
た。一方有意に発現が低下している遺伝子は
なかった。最も高い発現上昇を示したのは分
化した脂肪細胞に高発現することが知られ

ている FABP4 で 5.02 倍であった。抗
FABP4 抗体を用いてヌードマウス脛骨への
PC-3 細胞移植モデルにおける FABP4 発現
を検索すると、正常部の骨芽細胞と比べて腫
瘍に接する部分の骨芽細胞で FABP4 の発現
が高いことがわかった。 
2) マイクロアレイでは、FABP4 と同様に脂
肪細胞に高発現している PPAR-γも 2.5 倍と
発現が上昇していた。骨芽細胞は骨髄間質幹
細胞由来だが、この細胞は骨芽細胞や脂肪細
胞への多分化能を有しており、骨芽細胞が分
化誘導によって脂肪細胞に変わることが報
告されている。われわれは今回の結果から骨
芽細胞と前立腺癌細胞の接触が骨芽細胞の
分化に影響を及ぼすのではないかと考え、マ
ウス新生児の頭蓋骨から得られた骨芽細胞
と PC-3 細胞との共培養を行った。その結果、 
骨芽細胞の分化マーカーである ALP 活性
は単独培養と二層培養間で有意な差は認め
られなかったが、二層培養と接触培養間では、
接触培養で有意に低下することが分かった。 
3) FABP4 存在下での骨吸収活性を調べたと
ころ、有意差はなかったが、FABP4 の用量
に依存して骨吸収活性が上昇傾向を示した。 
FABP4 の細胞外での働きについてはほとん
どわかっていないが、以前の検討で骨芽細胞
との接触培養により前立腺癌細胞において
も FABP4発現が上昇することがわかってお
り、FABP4 が骨吸収に何らかの影響を及ぼ
す可能性が示唆されるが、これについてはさ
らなる検討を要する。 
 
 以上より、成熟骨芽細胞と前立腺癌細胞の
接触により骨芽細胞の分化抑制が起こる可
能性が示唆された。成熟骨芽細胞骨は骨基質
形成に重要な役割を果たすが、前立腺癌細胞
はその機能を低下させ、骨を脆弱化すること
により浸潤を容易にしている可能性がある。 
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研究成果の概要： 

癌幹細胞表面マーカーである接着分子 CD44 がシスチントランスポーターxCT と結合する

ことで癌細胞内の活性酸素の蓄積を抑制し、腫瘍の増大と治療抵抗性を促進する分子機構につ

いて胃癌自然発症モデル K19-Wnt1/C2mE トランスジェニックマウスを用いて解明した。今回

の研究成果により、治療抵抗性を有する CD44 陽性癌幹細胞をターゲットとした新たな治療法

の開発が期待できると考えられる。 
 
研究分野：腫瘍遺伝学 
キーワード：胃癌、癌幹細胞、CD44 
 
１．研究開始当初の背景 
CD44 は、乳癌や大腸癌などの固形癌における
癌幹細胞の表面マーカーであり、近年胃癌に
おいても CD44 が癌幹細胞表面マーカーとし
て注目されている。しかしながら、癌幹細胞
における CD44 の発現意義およびその機能に
ついては、ほとんど明らかにされていない 
 
２．研究の目的 
CD44 陽性の胃癌幹細胞に着目し、その性質
ならびに CD44 の機能解析を行う。 
 
３．研究の方法 
K19-Wnt1/C2mE 胃癌モデルマウスを用い
てCD44遺伝子欠失による表現型を解析する。 
また、胃癌幹細胞様細胞の生体内における拡
大にCD44がどのようなシグナルを介して促
進するのかについて分子レベルで明らかに
する。 
 
４．研究成果 

胃癌自然発症モデル K19-Wnt1/C2mE トラ

ンスジェニックマウスを用いて幹細胞様胃

癌細胞におけるCD44の機能的役割について

検討を行った。その結果、CD44 が活性酸素

の制御を行うことでCD44陽性幹細胞様胃癌

細胞は、酸化ストレスに対して抵抗性を獲得

し、腫瘍の増大に繋がっていることを見出だ

した。また、その分子メカニズムとして、

CD44 バリアントアイソフォームがシスチン

トランスポーターxCT を細胞膜上で安定化

し、その機能を亢進させるとともに抗酸化物

質グルタチオンの生成を誘導することが分

かった（下図）。さらに、CD44 バリアント- 
xCT ヘテロ二量体の阻害が、がん治療のター

ゲットになりうるかを xCT に特異的な阻害

剤であるスルファサラジンを用いて検討し

たところ、スルファサラジンは腫瘍の抑制

効果を有し、また一般的な抗がん剤である

シスプラチンの効果を増強させる作用があ

ることを見出だした。以上の解析結果から，

CD44 バリアント-xCT ヘテロ二量体を介

した細胞内での活性酸素の制御機構は腫瘍

の形成および治療への抵抗性に寄与してい

ることを明らかにした。 
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