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研究成果の概要（和文）：潰瘍性大腸炎では大腸がんリスクが高い．慢性炎症による影響が指摘されているが未
だにその機序は不明である．発症したがんではTp53変異が高率にみられることから，発がんに重要な因子と考え
られている．そこでTp53KOマウスを用いて発がん機序解明を目的とした．潰瘍治癒過程で回復起点となるクリプ
トが存在し，そのクリプトがTp53変異幹細胞であれば，変異領域が形成されると考えられ，Tp53変異領域形成の
一機序の可能性が示唆された．変異領域面積や炎症期間に相関して発がんリスクは上昇した．また，発がんには
β-カテニン変異が高率に認められた．

研究成果の概要（英文）：Patients with ulcerative colitis have an increased risk of colorectal 
cancer. Studies have pointed out that chronic inflammation can lead to cancer, but the mechanism by 
which it does is still unknown.
Because Tp53 mutations are commonly found in colitis-associated cancer, they are thought to be an 
important factor in carcinogenesis. This study aimed to elucidate the mechanism of 
colitis-associated cancer using Tp53KO mice. While some crypts are thought to be starting points for
 recovery in ulcer healing, a mutated lesion will form in a Tp53 mutated crypt, suggesting a 
possible mechanism of Tp53 mutation lesion formation. The risk of the development of cancer 
increased in correlation with the size of the lesion bearing the mutation and the duration of 
inflammation. Beta-catenin mutations were frequently found in the cancers that developed in the 
Tp53KO mice.

研究分野：消化器内科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
潰瘍性大腸炎は原因不明の慢性炎症性腸疾患であり，年々増加傾向にあり本邦で16万人を越える罹患者が登録さ
れている．長期間罹患による大腸がんリスクが高いが，未だにその発がん機序は不明である．好発年齢は20歳代
であり，若年者に発症した場合の社会的損失が大きい．さらに通常の大腸がんとは異なり，潰瘍性大腸炎関連大
腸がんでは，異形領域が1か所でも出現した場合は同時多発性に発症しているリスクが高いため侵襲的な全大腸
切除がよぎなくされる．この潰瘍性大腸炎関連大腸がんの機序・リスク因子を解明することは社会的損失を防ぐ
重要な意義がある．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１． 研究開始当初の背景 

潰瘍性大腸炎患者は年々増加傾向であり，長期罹患ではその高い発がん率が大きな問題となっ

ている 1）．大腸炎関連大腸がん(CAC)には Tp53 変異異形成が特徴とされているが，Tp53 変異の

みでは発がんは認めない．慢性的な炎症暴露により，Tp53 変異を特徴とする前がん病変（異形

成）を経て発がんすることが知られている 2）．こうした異形上皮は２次元的な拡がりを示す領域

形成から，field cancerization と称されている 3）4）．この異形成上皮の領域が同時多発的な CAC

を導く．申請者は慢性炎症により Tp53 変異幹細胞が領域形成に関連すると考え，Tp53 変異上皮

幹細胞の制御異常が異形成領域の拡大に寄与し，CAC の発がん母地となると考え本研究計画を考

案した． 

 

 

２．研究の目的 

(1) CAC 発症には Tp53 変異が特徴的であり，field cancerization を有することから，Tp53 変

異上皮幹細胞に慢性炎症が影響し、field cancerization を形成し発がんに至る機序についてマ

ウスモデルを用いて解明することを目的とした． 

(2) オルガノイド培養(腸管上皮幹細胞体外培養)を用いて in vivo で慢性炎症を再現し，WT，

Tp53KO クリプトの炎症性サイトカイン耐性や phenotype を検証する． 

(3) マウスモデルで発がんのリスク因子およびがんの遺伝子変異の検討する． 

 

 

３．研究の方法 

 

(1) 慢性炎症により p53 変異細胞が領域形成をすると考えられているため，Tp53KO マウスに

Dextran Sulfate Sodium Salt (DSS)を投与し，腸管慢性炎症を誘導する．LacZ 遺伝子を挿

入することで Tp53KO クリプトの動態が可視化できる．このマウスモデルは潰瘍性大腸炎の

慢性炎症を疑似化し，可視化することで field cancerization 発生を検証することができ

る．さらに WTでも同様に調べ，正常クリプトにおける慢性炎症下の動態と比較する． 

(2) Tp53KO マウス腸管から選択的に WT，Tp53KO クリプトを抽出し体外培養する． in vitro の

実験系で炎症性サイトカイン耐性について評価し，耐性メカニズムを解明する．さらに

Tp53KO オルガノイドに炎症性サイトカインを継続投与することで in vitro で慢性炎症を再

現し phenotype を検証する． 

(3) Tp53KO マウスに DSS 投与して発がんモデルを作成する．Tp53KO 誘導率や DSS 投与方法で発

がんリスク因子を検討する．発がんしたクリプトを抽出し体外培養する．培養したゲノムを

抽出し exomesequence にて遺伝子変異を検索する． 

 

 



４．研究成果 

(1)  以前のデータにおいて VillinCreERT2：

RosaLacZ/Tp53WT/WT マウスにタモキシフェン

(TAM)で LacZ 領域を誘導し DSS で慢性炎症を誘

導した結果，LacZ 領域形成を認めていた．同様

に VillinCreERT2：RosaLacZ/Tp53fl/flマウスを用

いて，タモキシフェン(TAM)で Tp53KO 領域を誘

導し同時に LacZ で可視化した．TAM のみでは

LacZ 領域の形成はみられず，DSS により慢性炎

症を誘導することで Tp53KO 領域形成を認めた

(図 1)．これは非炎症下において Tp53KO クリ

プトが領域形成における優位性がないことを

示している．しかし，WTにおいても LacZ 領域

形成が認められたことから，粘膜治癒の機構

として，潰瘍の回復起点となったクリプトが

モノクローナルな領域形成することが示され

た．しかし， WT と Tp53KO の領域形成におけ

る有意差は確認できず(図 2)，Tp53KO クリプ

トの慢性炎症に対する優位性を証明すること

はできなかったが，この Tp53KO 領域が field 

cancerization の一機序である可能性が示された． 

 

(2)  Lgr5-EGFP-IRES-CreER/tdTomato fl/WT/p53fl/flマ

ウスを用いて，TAM 投与することで Tp53KO クリプトと

WTクリプトを選択的に体外培養することが可能である．

同一マウスで各々クリプトをモノクローナルに培養し

た．潰瘍性大腸炎患者で発現が上昇している炎症性サイ

トカインは多数存在するが，その中で特に関連が強いと

考えられる IFNγ，IL1β，IL-8，IL17A を選択した．予

備実験として，体外培養した WT クリプトにこの 4種の

サイトカインを単剤またはコンビネーションで投与

し、生存率を検証したところ，IFNγ+IL17A が最も生存

率が低く，強い炎症を有すると考えた．次に体外培養し

た Tp53KO クリプトと WT クリプトに IFNγ+IL17A を投

与し，生存率を検証した．in vitro では Tp53KO クリプ

トは WT と比較して炎症耐性があることが示されたが

(図 3)，in vivo では LacZ 領域に有意差がみられなか

ったことから，Tp53KO クリプトの炎症耐性の優位性は

軽微であることが示唆される．in vitro で慢性炎症を

図 1 
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繰り返した場合，Tp53KO クリプトの phenotype を検証した．長期間サイトカインで連続刺激す

ると，重要な成長因子である Wnt5a を投与せずとも体外培養が可能になった．さらに Wnt/beta

カテニン活性因子である R-spondin も不要になり，Wnt シグナルを阻害する IWP-2 投与しても体

外培養が可能であった．これは Wnt シグナルを要さずに自己複製がされており，in vivo におい

て変異が入った可能性が示唆された．現在，この Tp53KO クリプトをモノクローナルで培養し，

exomesequence により解析予定である．また in vivo におけるサイトカイン連続刺激の手法はは

ヒト腸管上皮の体外培養にも応用している． 

 

(3)  VillinCreERT2：RosaLacZ/Tp53fl/flにおいて，TAM 投

与量を 0.15 ㎎，1㎎，4㎎と条件をわけ，Tp53KO 領域誘導

率を変動させ，DSS5cycle 後の発がんと Tp53KO 領域の相関

について検討した．まず，TAM 投与量に相関して Tp53KO 領

域は増加していることを確認した．次に DSS5cycle 後に発

がん率を検証したしたところ，Tp53KO 領域に相関して発が

んリスクが高くなることが示された(図 5)．さらに，TAM4

㎎投与した条件で，DSScycle 数による発がん率を検証した

ところ，cycle 数の増加に伴い発がんリスクが上昇してい

た(図 6)．以上より，発がんリスクは Tp53KO 領域面積と

DSScycle 数に相関することが示され，これは潰瘍性大腸炎

患者では長期罹患による Tp53 異形上皮の増加および炎症

期間の増加が，発がんリスク上昇因子となることを示し

た． 

また，発生したがんを体外培養し，遺伝子解析を行ったと

ころ，4検体中 3検体で Ctnnb1 の変異が確認された．すな

わち，β-カテニンが腫瘍化への重要な因子であることが

示された． 

腫瘍化へはβ-カテニン変異が重要な因子であり，これが

Tp53KO 幹細胞に慢性炎症が加わることで起こる現象であ

るかを検証中である．in vitro で Tp53KO クリプトに炎症性サイトカインを投与し続けることで

Wnt5a が不要になった現象から，β-カテニンへの影響があった可能性が考えられる．この現象

を検証中であり，今後報告する方針である． 

 

 

＜引用文献＞ 

1） Eaden JA, Abrams KR, Mayberry JF: The risk of colorectal cancer in ulcerative 

colitis: a meta-analysis. Gut 2001, 48(4):526-535. 

2） Fujii S, Fujimori T, Kawamata H, Takeda J, Kitajima K, Omotehara F, Kaihara T, 

Kusaka T, Ichikawa K, Ohkura Y et al: Development of colonic neoplasia in p53 

deficient mice with experimental colitis induced by dextran sulphate sodium. 

 図 5 

 図 6 



Gut 2004, 53(5):710-716. 

3） Slaughter DP, Southwick HW, Smejkal W: Field cancerization in oral stratified 

squamous epithelium; clinical implications of multicentric origin. Cancer 1953, 

6(5):963-968. 

4） Leedham SJ, Graham TA, Oukrif D, McDonald SA, Rodriguez-Justo M, Harrison RF, 

Shepherd NA, Novelli MR, Jankowski JA, Wright NA: Clonality, founder mutations, 

and field cancerization in human ulcerative colitis-associated neoplasia. 

Gastroenterology 2009, 136(2):542-550.e546. 


