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研究成果の要旨 

 慢性炎症により誘導された遺伝子発現変化が、その消退後も固定化される機序として、DNAメチ
ル化を想定して解析した。LDL 欠損により高コレステロール血症を示すマウスを用いて、高コレス
テロール血症は大腸前がん病変とされる ACFの発生を促進することを示した。高濃度のエタノール
摂取は肝発がんを促進するが、0.1-1 %の低濃度では促進しないことを示した。放射線誘発マウス胸
腺リンパ腫の LOH解析により同定された Rit1は新たながん抑制遺伝子であり、その欠失は p53欠失
と共同して発がんを促進することを示した。Mutyh欠失マウスの小腸粘膜では、酸化ストレスによる
と思われる突然変異が増加していることを示した。肝発がんの早期変化としてアレイ解析により同

定した cyclin Dは、細胞質に発現しており、増殖刺激に応じて核内に移行することを示した。Niban
遺伝子は、Eker ラットの腎がん早期病変で発現するのみならず、Tsc1 ノックアウトマウスの早期病
変でも発現することを示した。 
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総括研究報告 
 
１ 研究目的 
 発がんは、がん化する細胞とその他の細胞との相互作

用の結果である。イニシエートされた細胞に対する周囲

正常細胞による増殖抑制、炎症による発がん促進、免疫

系によるがん細胞排除など、がん前駆細胞及びがん細胞

と周囲正常細胞との相互作用は極めて複雑かつ重要であ

る。また、遺伝的背景により、これらの複雑な相互作用

の程度が異なり、結果として、異なる発がん感受性を示

す。従って、複雑なヒト多段階発がん機構の解明は、in 
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vitroでのがん細胞の研究のみでは不可能であり、実験動
物を用いた個体レベルでの研究が必須である。本研究で

は、遺伝学的解析技術、ゲノム解析技術、発現プロファ

イル解析技術を、個体レベルでの発がん研究に応用し、

実験動物個体レベルでの現象から、ヒト発がんの解明に

応用可能な情報を抽出することを目的とする。 
 
２ 研究成果 
（１）発がん機構と修飾要因の解明 
 N-Methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG)をラット
に飲水投与すると、胃粘膜に強い炎症を誘発、50週以降
に胃がんを発生する。これまで、炎症に伴い誘発された

遺伝子発現変化の一部は、MNNG投与中止により組織学
的に正常に復した後も、そのまま持続することを見いだ

した。本知見は、MNNGによるランダムな突然変異誘発
に加えて、正常な細胞での遺伝子発現応答が、発がんに

関与することを示唆するものであった。本年度は、持続

的な発現変化の分子機構を明らかにするため、メチル化

の関与を検討した。MNNGにより発現低下が固定された
遺伝子 5個については、プロモーター領域のメチル化を
認めなかった。また、methylation-sensitive- representational 
difference analysis法により、MNNG投与ラットの胃粘膜
に誘発されたメチル化変化を網羅的に検索したが、検出

されなかった。持続的な遺伝子発現低下が誘導されてい

るのは、胃粘膜の一部の腺管である可能性があり、より

感度を上げた解析が必要と考えられた。 
 大腸発がんの早期変化として、大腸陰窩の分裂様式に

着目した。これまでに、大小陰窩の増加の際には、腺底

部が対称分裂、分裂溝が腺開口部まで達することを示し

てきた。本年度は、Minマウスの発がん高感受性と、分
裂腺窩数との関連を検討した。野生型 C57Bl5/Jでは、12
日齢で 59.9 ± 2.7 % (上行結腸)、54.0 ± 4.2 % (下行結腸)、
50日齢で 5.0 ± 1.0 % (上行結腸)、6.0 ± 1.0 % (下行結腸)
であった。Minでは、12日齢で 51.8 ± 2.8 % (上行結腸)、
55.3 ± 3.8 % (下行結腸)、50日齢で 5.3 ± 2.1 % (上行結腸)、
2.3 ± 2.3 % (下行結腸)であった。従って、両系統間で明
確な分裂腺窩数の違いは認められなかった。 
 肥満は様々な随伴変化を伴い、発がんに複雑に影響す

る。肥満に伴う随伴変化の中でも、高コレステロール血

症の大腸発がんへの影響を明らかにするために、LDL受
容体欠損マウスに azoxymethane (AOM)を投与し、aberrant 
crypt foci (ACF)の発生を検討した。LDL受容体欠損マウ
スは、野生型に比べやや体重が軽い傾向を示したものの、

3-5倍の血中コレステロール、2倍程度の血中中性脂肪を

示した。AOM投与後 9週の時点で、大腸あたり ACFの
個数は、LDL受容体欠失マウスで 9.1±2.0、野生型マウ
スは 7.8±1.9、4個以上の陰窩からなる ACF数は、欠失
マウスで 1.3±1.1、野生型マウスは 0.2±0.4であった。
従って、LDL受容体異常による高コレステロール血症は
大腸発がんを促進することが示唆された。 
 高濃度エタノールは肝発がんを促進するが、低濃度エ

タノールについては、その評価は一定していない。そこ

で、21日齢の F344ラットに 200 ppmの 2-amino-3,8- 
dimethylimidazo[4,5-f]quinoxaline (MeIQx)を投与した後、
0, 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 20 %のエタノールを飲料水として 16
週間投与した。10%以上の高濃度では、肝腫瘍の頻度、
及び、1匹当たりの個数とも有意に増加した。しかし、
1%までの低用量では、肝発がん促進効果は認められず、
有意ではないものの、腫瘍の頻度と個数の抑制傾向が見

られた。アルコール摂取は、高濃度では肝発がんを促進

するが、低濃度では必ずしも促進しないと考えられた。 
（２）遺伝子異常の解明 
 放射線誘発マウス胸腺リンパ腫モデルでは、がん細胞

前駆体と宿主組織の両方に放射線が作用し、発がんが誘

発される。複数の細胞の相互作用を観察することが可能

であり、複雑なヒト発がんを単純化した良いモデル系で

ある。これまでに、12番染色体上のがん抑制遺伝子 Rit1
を同定、その欠失マウスを作成した。Rit1 へテロ欠失マ
ウスを生後 600日まで観察しても、がんの発症は認めな
かった。一方、p53 ヘテロ欠失マウスと交配する(Rit1 
KO/+, p53 KO/+)と、放射線照射なしでも高頻度に胸腺リ
ンパ腫を発症した。(Rit1 KO/+, p53 KO/+)に放射線を照射
すると、胸腺リンパ腫以外のがんの発症頻度も上昇した。

放射線照射後、胸腺が萎縮することがリンパ腫の発症に

重要である。萎縮胸腺細胞について、Rit1, Ikaros, Pten各
遺伝子の LOH, Notch遺伝子の内部欠失、及び、Myc遺伝
子のトリソミーを調べたところ、Rit1 の不活化は一番初
期に起こり、Ikaros の不活化は後期に起こることが明ら
かになった。 
 8-オキソグアニンの修復に関与する Mutyhの欠失マウ
スを SPFで 1年 6ヶ月飼育すると、野生型の 3倍の小腸
腫瘍を認める。そこで、Mutyh 欠失マウスの小腸粘膜に
蓄積している突然変異の頻度とスペクトラムを検討した。

突然変異頻度は野生型と同レベルであったが、酸化スト

レスの関与が大きい G to T変異はMutyh欠失マウスで 3
倍、A to C変異は 11倍に上昇していた。更に、Mutyh欠
失の影響を明瞭にするため、臭素酸カリウムを 20週間飲
水投与した。現在、発生した腫瘍について解析中である
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が、欠損マウスの十二指腸及び空腸で多数の上皮性腫瘍

の発生を認めた。 
 慢性骨髄性白血病の原因遺伝子 p210BCR/ABL、急性リ
ンパ性白血病で形成される融合遺伝子 E2A/HLF, 慢性骨
髄性白血病の急性転化及び骨髄異型性症候群で形成され

る AML1/EVI1について、後天性の変異の影響を検討する
ために、loxPを利用してコンディショナルノックインマ
ウスを作成した。Cre トランスジェニックマウスとの交
配を行い、E2A/HLFについては目的融合遺伝子の後天的
発現を認めた。現在まで、生後半年間の観察をしている

が白血病の発生は認められていない。 
（３）遺伝子発現異常の解明 
 マウス肝発がんモデルは、前がん病変から腺腫、腺が

んへの早期変化が観察しやすく、ヒトでは観察困難な早

期変化の解析に適する。これまで、マイクロアレイによ

る解析で、前がん肝細胞では、cyclin Dが高発現するこ
とを見いだした。本年度は、部分肝切除による増殖刺激

により、前がん細胞で cyclin Dの発現と局在の変化を検
討した。静止期には細胞質で発現していたが、部分肝切

除後 24-48時間では主に核に局在し、細胞増殖が低下し
た 7日目では再び細胞質に局在した。そこで、マウス肝
がん細胞株を用いて、血清による増殖刺激を行った。そ

の結果、細胞株でも cyclin Dは刺激前には細胞質に局在
しているが、増殖刺激により核内に移行することが明ら

かになった。増殖刺激により誘導されるどのようなシグ

ナルが cyclin Dの核内移行に重要なのかを検討するため
に、PI3K経路、MEK-ERK1/2経路、及び、mTOR/S6経
路をそれぞれ特異的な阻害剤により抑制した。その結果、

PI3K経路を阻害すると、cyclin Dの核内移行及び増殖活
性化が阻害されることを見いだした。 
 4-Nitroquinoline 1-oxide (4NQO) による舌発がんに、
DAラットは高感受性を、WFラットは抵抗性を示す。連
鎖解析により、5個の quantitative trait loci (QTLs)がマッ
プされている。ラット 19番染色体上の Tscc1については、
quinone oxidoreductase (Nqo1)のプロモーター領域の多型
である可能性が高いこと、4番染色体上の Tscc4（LOD 
score: 6.8）としては、ラット系統間でその多型と発がん
感受性が相関する parathyroid hormone-related protein 
(Pthrp)である可能性が高いことを見いだしてきた。本年
度は、cDNAマイクロアレイを用いて、DAラットに誘
発された舌がんと、WFラットに誘発された舌がんとで、
発現変化を比較した。DAラット舌がんで 3倍以上発現
上昇する遺伝子 337個、低下する遺伝子 220個が認めら
れた一方、WFラット舌がんでは、発現上昇する遺伝子

182個と低下する遺伝子 81個が認められた。 
 ラット大腸発がんモデルを用いて、早期病変の同定と

その遺伝子異常の解明を行っている。昨年度まで、

2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine (PhIP)に
よる発がんモデルでは、前がん病変である dysplastic 
ACFsを、70 %メタノールによる脱色を利用した分別染
色法により容易に同定できることを示した。今年度は、

AOMによる発がんモデルでの分別染色法の有用性を検
討した。AOM処理後 5及び 10週では、通常法では ACF 
136及び 141個が検出されたが、分別染色法では 46及び
64個が検出された。これらのうち、dysplastic ACFと判
定されたものは 17及び 28個であった。一方、PhIPによ
る発がんモデルについて、dysplastic ACFsと
non-dysplastic ACFsについてAlcian blue (AB)-PAS染色に
より mucinを比較した。Mucinの喪失は、non-dysplastic 
ACFsでは全く認められなかったのに対し、dysplastic 
ACFsの 35 %で認められた。Mucinの発現消失は、がん
化と密接に関連していることが示された。 
 Ekerラットの腎発がんモデルを用いることで、明確な
原因遺伝子 Tsc2の変異により、次々と変化が誘導される
過程、環境要因によりそれらが修飾される過程を明確に

観察できる。cDNAサブトラクションにより見出した遺
伝子 Nibanについて、Ekerラットでは、腎がん早期病変
である変異尿細管で発現することを見いだしてきた。本

年度は、Tsc1欠失マウスの変異尿細管でも、Nibanが発
現していること、また、Nibanの発現は tunicamycin処理
により顕著に誘導されることを見いだした。新規腎がん

モデルである Nihonラットについて、Bhd/Flcnが原因遺
伝子座位に存在し、Nihonラットで変異していることを
昨年度までに示した。今年度は、そのトランスジェニッ

クラットを作成し、腎がん発生が抑制されることを証明

した。 
 WBN/Kobラットは慢性膵炎の自然発症モデルであり、
発がん物質の投与により、ヒト膵がんと類似のモデルを

構築できる可能性がある。本年度は、膵組織像を 3ヶ月
齢から 5ヶ月齢まで観察、炎症細胞の浸潤後、広範な膵
実質の脱落と繊維化が誘導されることを確認した。更に、

プレドニソロンを 3-5ヶ月齢に投与することで、TNF-α
及び TGF-β1の発現が抑制され、膵炎も抑制された。 
 
３ 倫理面への配慮 

 実験動物の取り扱いは、各実験施設の指針に従った。 
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