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研究成果の概要（和文）：GPR49/LGR5遺伝子は、幾つかの癌で過剰発現すると共に、マウス小

腸上皮並びに毛胞の幹細胞マーカー遺伝子であることが報告されている。我々は大腸発癌にお

ける意義を検討した。LGR5は対応する正常粘膜と比較して大腸癌 50例中 35例で高発現して、

大腸腺腫においても全例で高発現していた。またLGR5の発現レベルは、リンパ管侵襲、静脈侵

襲、腫瘍深達度、リンパ節転移、腫瘍病期(IIIC vs. IIIB)と有意な相関を認めた。一方、in situ 

ハイブリダイゼーションにて、背景粘膜では、小腸と大腸の陰窩底部の円柱状細胞において特

異的にLGR5の発現が認められた。以上の結果はLGR5が大腸癌発癌の初期のみならず浸潤転移

といった後期においても重要な役割を果たしていることを示唆している。さらに、LGR5の癌に

おける機能を明確にする目的で、肝癌細胞を用いLGR5の高発現ないし発現抑制細胞株を作成し

た。In vitro, in vivo解析の結果から、ヒト肝癌組織における結節形成や索状配列、あるい

は肝癌の薬剤治療の抵抗性など肝癌に特徴的な形態が LGR5の高発現によることが一因となっ

ている可能性が高いことが示された。 
 
 
研究成果の概要（英文）：GPR49/LGR5 is reportedly expressed in stem cells of the intestinal 
crypts and hair follicles of mice, and is overexpressed in some types of cancer. We showed 
that there was significant overexpression of LGR5 in 35 of 50 colorectal cancers, and 
in all sporadic colonic adenomas, compared with matched normal mucosa. LGR5 expression 
correlated significantly with lymphatic invasion, vascular invasion, tumor depth, lymph 
node metastasis, and tumor stage (IIIC vs. IIIB). In addition to cancer cells, crypt base 
columnar cells of the small intestine and colon were shown by in situ hybridization to 
express LGR5. This is the first report suggesting the involvement of LGR5, not only in 
early events but also in late events in colorectal tumorigenesis. We also overexpressed 
or down-regulated LGR5 expression in HCC cell lines to explore the function of LGR5 in 
cancer cells. In vivo and in vitro data suggested that aberrant expression of LGR5 
regulates epithelial cell phenotype and survival. 
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１． 研究開始当初の背景 
 

GPR49/LGR5（G蛋白共役受容体）遺伝子は、

我々が、肝癌においてβ-cateninの変異と強

く相関し過剰発現する遺伝子として発見し、

さらに基底細胞癌のほとんどの症例で過剰

発現しその増殖に関わっていることを見出

しWntシグナルならびにhedgehog (HH) シグ

ナルのターゲット遺伝子として報告してき

た。組織幹細胞の研究では Wntならびに HH

シグナルは幹細胞維持のための重要なシグ

ナルであることがほぼ定説となり、さらに

GPR49は小腸上皮の幹細胞マーカー遺伝子で

あることが報告され、その重要性に一躍注目

が集まっている。GPR49遺伝子は成人の脳、

骨格筋、胎盤、骨髄、副腎などの正常組織に

発現し、ノックアウトマウスでは、上舌癒着

や消化管の拡張で新生児致死となる。しかし、

GPR49に対する特異的な抗体は無く、蛋白並

びに遺伝子発現の細胞レベルでの詳細な検

討は行われておらず、機能も殆ど解明されて

いない。 

 

２． 研究の目的 

 

本研究では、高感度での検出が可能となった

in situ hybridization法並びに現在作成中

のヒトGPR49に対するポリクローナル抗体を

用いて、正常並びに各種疾患でのGPR49の発

現を詳細に調べる。その知見をもとに、GPR49

発現細胞の動態、機能解析を総合して行うこ

とで、GPR49の各種疾患、特に癌ならびに前

癌状態における病態・診断マーカーとしての

有用性、さらに病態の形成・進展への機能的

関与を明らかにすることを目的としている。 

 

３．研究の方法 

(１) PR49のin situ hybridization法並び

に免疫組織化学による発現解析： 

皮膚・大腸・胃・肝・膵等の正常組織での陽

性細胞の分布、他の幹細胞マーカー発現との

関連、慢性肝炎・肝癌、炎症性腸疾患・家族

性大腸腺腫症における背景粘膜・大腸癌、慢

性胃炎・胃癌等を主な対象として前癌状態か

ら癌への発現細胞の動態を解析する。 

① in situ hybridizationによる mRNA発現

の解析 

② 免疫組織学的検討、抗体作成 

③ 定量PCRによるmRNA発現の定量 

 

(２) GPR49の細胞増殖、細胞運動能、浸潤転

移能における機構解析： 

GPR49の腫瘍形成における機能を明らかにす

るために、過剰発現ベクター、及びノックダ

ウンベクターを作成し、株化細胞へ導入する

ことにより in vitroでは細胞増殖率、細胞

形態の変化、遊走性を検討し、in vivoでは

腫瘍形成能、転移能の変化を検討する。 

① 発現ベクターの作成 

② ノックダウンベクターの作成 

③ In vitro, in vivoにおける評価 

 

(３) GPR49の遺伝子発現機構の解析： 

[研究目的]の項目で述べたようにGPR49の高

発現は肝癌においてβ―cateninの変異とき

わめて強く相関する。また、皮膚基底細胞癌

細胞においては HHシグナルにも関与してい

る。そこでGPR49の高発現機構をWnt, HHそ

の他のシグナル系との関連において詳細に

解析する。 

 



① Luciferase reporter geneの作成 

② GPR49のプロモーター活性にたいするWnt

シグナル促進因子と抑制因子の影響 

③ クロマチン免疫沈降法による転写因子複

合体との結合の検討 

 

４．研究成果 

 

（１）癌細胞株並びに大腸癌における GPR49

の発現と意義 

37の代表的な癌細胞株におけるLGR5 mRNAの

発現を調べるためにquantitative RT-PCRを

行った。他臓器癌由来の細胞株に比べて、

LGR5は高頻度に大腸癌細胞株で高発現して

いた。さらに、LGR5は原発巣由来のものに比

べ、転移巣由来の大腸癌細胞株でより高発現

していた。臨床検体における検討では、LGR5

は対応する正常粘膜と比較して大腸癌 50例

中 35例で高発現していた。また、大腸腺腫

においても7例中7例で高発現していた。こ

のことは LGR5の発現増加が大腸癌発癌の初

期段階から起こっていることを示唆してい

る。また LGR5の発現レベルは大腸癌におい

て著明なばらつきを認めており、リンパ管侵

襲、静脈侵襲、腫瘍深達度、リンパ節転移、

腫瘍病期(IIIC vs. IIIB)と有意な相関を認

めた。一方、in situ ハイブリダイゼーショ

ンにて発現細胞の詳細な解析を行ったとこ

ろ、大腸癌高発現症例ならびに腺腫において

は、腫瘍内でほぼ均一に腫瘍細胞に高発現を

認めた。背景粘膜では、小腸と大腸の陰窩底

部の円柱状細胞において特異的に LGR5の発

現が認められ、マウスでの報告と同様にヒト

においても腸管の幹細胞に発現しているこ

とが示唆された。以上の結果は LGR5が大腸

癌発癌の初期のみならず浸潤転移といった

後期においても重要な役割を果たしている

ことを示唆しており、LGR5は大腸癌の新規予

後因子および治療標的としての可能性を有

していると考えられた。  

 

（２）胃癌におけるGPR49の発現と意義 

慢性胃炎・胃癌等を主な対象として前癌状態

から癌への発現細胞の動態を解析した。その

結果正常胃粘膜組織に比して進行胃癌組織

のいくつかでGPR49の発現亢進がみとめられ

た。未だ解析の途中ではあるが、分化型の腺

癌で高発現する傾向を認めている。また、胃

癌においては、βカテニンの核移行と高発現

には相関を認めなかった。 

 

（３）抗GPR49特異抗体の作成 

GPE49遺伝子全長のタンパク質発現細胞を免

疫原としてモノクロナール抗体の作成を行

った。しかし、内在性GPR49を検出可能にす

る力価の特異抗体を作成することができな

かった。そこで本年度は新たに第一細胞外ド

メインおよび第三細胞外ドメイン含む N-末

端タンパクを細胞膜上に発現する細胞を用

いて高力価のモノクロナール抗体の作成を

試みた。現在GPR49発現細胞や組織を用いて

特異的染色性を検討中である。 

 

（４）GPR49の癌の悪性度進展過程における

機能解析 

GPR49の癌における機能を明確にする目的で、

肝癌細胞を用いGPR49の高発現細胞株を作成

し、in vitroにおいては細胞増殖、細胞運動

能、コロニー形成能、細胞接着能を測定する

ことによりGPR49の機能を解析した。さらに

RNA干渉（siRNA や shRNA）により GPR49発

現を抑制し同様の実験を行った。GPR49を恒

常的に高発現した細胞は、細胞同士の接着が

密になり凝集性を獲得し、コロニー形成率が

増加し、細胞死に対し抵抗性となり、細胞運

動能が減少した。一方siRNAでGPR49発現を



抑制すると、細胞同士の接着性が低下し、細

胞運動能の上昇が認められた。これらのこと

はGPR49を高発現する癌細胞は癌幹細胞類似

の形態を獲得することを示唆している。in 

vivo においては重度免疫不全マウス

NOD/SCID/IL2への移植実験を行い腫瘍形成

能、転移能、および組織型の変化を検討した。

組織学的には、GPR49非発現細胞は肝内接種

後に瀰漫性の腫瘍を形成するのに対し、

GPR49高発現細胞の腫瘍は索状構造を示し、

血洞間質の形成がみとめられた。また、GPR49

非発現細胞の腫瘤からはしばしば隣接する

組織への浸潤がみとめられたが、GPR49高発

現細胞の腫瘤から浸潤は稀であった。さらに、

GPR49高発現細胞は非発現細胞に比して肝内

転移が抑制されていた。これらの結果は、ヒ

ト肝細胞癌において、GPR49高発現群で索状

構造を示す高分化型が多い傾向にあること、

また、GPR49高発現群で肝内転移が少ない傾

向にあることなどと良く相関していた。これ

らの結果からヒト肝癌組織における結節形

成や索状配列、あるいは肝癌の薬剤治療の抵

抗性など肝癌に特徴的な形態がGPR49の高発

現によることが一因となっている可能性が

高いことが示された。 
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