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研究成果の概要（和文）：プロテアソームの機能を制御するガンキリンは大腸前癌病変において発現が亢進し、
大腸発癌に重要な役割を果たしている。これまでガンキリンの機能解析は主に細胞株で行われてきたが、実際の
生体では、上皮細胞、間質細胞、幹細胞の細胞間の相互作用が発癌を決定する。本研究ではガンキリンを大腸上
皮細胞、炎症細胞、又は幹細胞で欠損させたknock-out mouseを用いて、生体での機能解析を行い、炎症細胞で
のガンキリンがSTAT3, ERK, 幹細胞の増幅を制御して大腸癌の発生および治療抵抗性に関わっていることがわか
った。ガンキリンは新しい治療およびバイオマーカーの標的分子として有望である。

研究成果の概要（英文）：We analyzed gene expression of colon tissues obtained from 354 patients with
 IBD and CAC and found that expression of gankyrin was much higher in colonic mucosa of patients 
with refractory IBD than in those with IBD in remission. Expression of gankyrin was upregulated in 
inflammatory cells as well as tumor cells in colonic mucosa of patients with CAC. The interaction 
between ganlyrin and SHP-1 leads to inhibition of STAT3 activation and to enhancement of TNF-alpha 
and IL-17 in inflammatory cells. We created mice with intestinal epithelial cell-specific gankyrin 
ablation and deletion of gankyrin in myeloid and epithelial cells. Gankyrin deficiency in myeloid 
cells reduced the activity of ERK and the expression of stem cell markers, leading to attenuated 
tumorigenic potential. These findings provide important insights into the pathogenesis of CAC and 
suggest that gankyrin is a promising target for developing therapeutic and preventive strategies 
against CAC.

研究分野： 消化器内科
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１．研究開始当初の背景 

大腸癌の頻度は我が国において増加

の一途をたどり、死亡者数で 3番目に多

い癌である。大腸癌は腺腫から

adenoma-carcinoma sequence を経て発

生するとされ、前癌病変である腺腫の内

視鏡的切除により大腸癌罹患率・死亡率

は低下する(Lieberman, Gastrointest 

Endosc Clin N Am 2008)。腺腫のうち、

径 1cm 以上、villous 成分を含む、高度

異型性を伴う、のいずれかを満たす病変

をadvanced colorectal adenomaと呼び、

同時性および異時性多発癌の危険性の

高い指標とされている(Winawer et al, N 

Engl J Med 1993; Zarchy et al, 

Gastroenteloglogy 1994; Nagorni, Arch 

Gastroenterohepatol 2000)。発癌の分

子機序として、プロテアソームによる

p53, -catenin の制御が重要である。一

方、従来，単に非腫瘍性病変と考えられ

ていた過形成性ポリープの概念は変遷

し，TSA（traditional serrated adenoma）

への移行や SSA/P（sessile serrated 

adenoma/polyp）を介して癌化する可能

性があることがわかってきた。しかしな

がら、SSA/P のうちどのような病変が悪

性形質転換の可能性が高い前癌病変な

のか、またどのような分子機序で発癌す

るのかは明らかでない。 

もう一つの大腸発癌経路として炎症

性腸疾患を背景とする炎症性発癌があ

る。炎症性腸疾患は潰瘍性大腸炎とクロ

ーン病の二つの疾患を含み、腸上皮細胞

死と炎症細胞浸潤が慢性的にみられる

病態である。消化管粘膜の恒常性維持機

構の破綻を伴う慢性炎症が発癌を促進

することは疫学的に証明されており

(Itzkowitz and Yio 2004)、10 年間以上

罹患した潰瘍性大腸炎では年率 2%とき

わめて高率に大腸癌を合併する。NF-B, 

mitogen activated protein kinase 

(MAPK)による活性酸素種(ROS)蓄積、

IL-6 などの炎症性サイトカイン産生、そ

して癌幹細胞増殖の制御が炎症から発

癌において中心的な役割を果たしてい

る（研究業績 23; Sakurai et al, Cancer 

Cell 2008; Sakurai et al, PNAS 2006）。

しかしながら、このような既知の発癌制

御因子を標的とする新規治療および治

療効果予測のバイオマーカーは、いまだ

十分な臨床的成果は得られていない。 

ガンキリンはプロテアソームのアセン

ブリーに必要なシャペロンであり

(Roelofs et al, Nature 2009; Saeki et al, 

Cell 2009)、MDM2/HDM2 と結合して p53 の

ユビキチン化および分解を介して細胞死

を制御し、また IB と同様、Rel A と結合

し NF-B 活性を抑制する(Higasitsuji et 

al BBRC 2007)。ガンキリンは大腸癌で高

発現し、stemness factor である Nanog, 

Oct4, Cdx2 の発現を亢進させ、大腸癌にお

いて発癌初期より重要な役割を果たして

いる（研究業績 5,7）。このようにガンキリ

ンの発癌との関連が示唆されているが、in 

vivo での機能は不明である。そこで本研究

では、ガンキリンのconditional knock-out 

mouse を用いて、ガンキリンおよび幹細胞

を介する大腸発癌、炎症性腸疾患の分子メ

カニズムの解明とその臨床応用を模索す

る。 

 

２．研究の目的 

大腸癌は adenoma-carcinoma sequence 以

外に，鋸歯状病変を前癌病変とする serrated 

pathway や炎症性腸疾患を背景とする

colitic cancerなどいくつかの発癌経路を経

て発生する。-catenin, p53 など大腸発癌に

重要な分子はプロテアソームにより制御さ

れ、大腸癌で高発現するガンキリンはプロテ

アソームのアセンブリーに必要なシャペロ



ンである。近年、ガンキリンが大腸発癌早期

の段階から幹細胞の増殖に重要な役割を果

たしていることを報告した。そこで本研究は、

ヒトサンプル及び conditional knock-out 

mouse を用いて、ガンキリンの大腸発癌にお

ける in vivo での役割を幹細胞との関わりに

注目しながら解明し、大腸癌・炎症性腸疾患

での新規治療標的分子及びバイオマーカー

の同定を目指す。 

 

３．研究の方法 

3 種類のガンキリン conditional 

knock-out mice (GankyrinF/Fvillin-Cre 

GankyrinF/F; Mx1-Cre, GankyrinF/F; 

Lgr5-promoter-Cre mouse)を使用する。

GankyrinF/Fvillin-Cre mouse は flox mice

と villin-Cre transgenic mice を掛け合わ

せた、腸上皮細胞特異的にガンキリンを欠損

させたマウスである。GankyrinF/F; Mx1-Cre 

mouse は flox mice と Mx1-Cre transgenic 

mice と掛け合わせたマウスに poly(I:C) (30 

mg/kg)を投与し、骨髄由来細胞でガンキリン

を欠損させたマウスである。GankyrinF/F; 

Lgr5-promoter-Cre mouse は、タモキシフェ

ンにより Lgr5 プロモーター下に Cre 

recombinase を発現させる

B6.129P2-Lgr5tm1(cre/ESR1)Cle/J（Jackson lab）

とガンキリン floxed mouse を掛け合わせる

ことで、Lgr5 陽性幹細胞でガンキリンを欠損

させたマウスである。大腸発癌モデルとして

AOM および DSS を、大腸炎モデルとして DSS

を使用する。 

大腸発癌モデル； 4-8 週齢のマウスに AOM 

(12.5 mg/kg)を腹腔内投与し、DSS (cycle 

1-4: 2.5%, and cycle 5: 2%, four days)を

経口投与し、AOM 投与後 111 日で sacrifice

する。GankyrinF/Fvillin-Cre GankyrinF/F; 

Mx1-Cre, GankyrinF/F; Lgr5-promoter-Cre 

mouse と control mouse において、腫瘍の個

数、大きさを測定し、腫瘍および背景粘膜の

遺伝子変化を比較検討し、上皮細胞、炎症細

胞、Lgr5 陽性幹細胞におけるガンキリンの機

能をそれぞれ解析する。以下のアッセイを行

い、ガンキリンと線維化、線維芽細胞活性化、

血管新生の関連を検討する。Real time q-PCR

にて TGF-, collagen11, 12, 31, smooth 

muscle actin (SMA), TIMP1, PDGF-b, MMP2, 

MMP-3, MMP-13, CTGF, TNFLeptin, 

Adiponectin の発現レベルを定量する。 

4-8 週齢の雄マウスに DSS (2.5% in 

drinking water)を 7 日間経口投与し、その

0, 2, 4, 6 日後の組織障害、炎症、再生過程、

細胞増殖、遺伝子変化を測定する。 

3 種類のガンキリン欠損マウス及び

control mouse を用いて、ガンキリンの炎症

性腸疾患およびその治癒過程への影響を in 

vivo で検討する。PAS 染色、TUNEL 染色、

OxyBlot を用いて細胞死や ROS 産生への影響

を検討する。GankyrinF/F;Mx1-Cre と control 

mouse を用いて腸間膜リンパ節、粘膜固有層

のリンパ球、マクロファージ、樹状細胞を

FACS, MACS を用いて単離し、それぞれの細胞

でのサイトカイン産生能を ELISA、RT-qPCR

にて調べる。 

炎症性疾患(IBD)と大腸癌の関連はよく知

られている。慢性炎症に対するストレス応答

がIBDにおける難治化および発癌を制御する

可能性について報告した。IBD の難治化はス

トレス応答蛋白による炎症細胞のアポトー

シスの抑制が、炎症性発癌は慢性炎症に伴う

幹細胞の増殖が関与している(DDW2015 

distinguished abstract plenary)。低温ス

トレスで誘導される RBM3 は、CD44 の発現を

介して幹細胞の増殖を制御し、卵のふ化など

の幹細胞の増殖に関与していることが報告

された。本研究は RNA 結合蛋白である RBM3

の IBDおよび大腸癌の病態における役割を明

らかにする。 

2011 年 4 月より 2013 年 8月の間に当院を

受診した IBD 患者の大腸粘膜組織（n=236）



における遺伝子発現を検討した。また 2010

年 4月より 2016 年 3月の間に当院で抗 VGEF

抗体、抗 EGFR 抗体の投与を受けた切除不能

進行再発大腸癌患者は 149 名であり、このう

ち、治療前に大腸癌の切除術をうけ、PD, PR, 

CR の判定が可能であった症例について、原発

巣における遺伝子発現を免疫染色にて測定

し臨床データと比較検討した。 

 

４．研究成果 

ガンキリンの発現は難治性 IBD および IBD

関連大腸癌症例の炎症細胞および腫瘍細胞

において亢進し、幹細胞マーカーBmi1 の発現

と有意な正の相関を認めた。Bmi1 は難治性

IBD 患者の大腸粘膜においてその発現が亢進

し、抗 TNF-製剤の治療抵抗性と相関した。

ガンキリンは主に炎症細胞で発現する Src 

homology 2-containing protein tyrosine 

phosphatase-1 (SHP-1)と結合し STAT3 を活

性化する。また腫瘍部において ERK の活性化

を引き起こす。このように、ガンキリンは IBD

関連大腸癌の病態に関与している。 

次に散発性大腸癌 (sporadic colorectal 

cancer)におけるガンキリンの役割を検討し

た。分子標的薬を含む化学療法うけた切除不

能進行再発大腸癌において、PD 症例では、PR

症例に比べてガンキリンの発現が高値であ

った。大腸癌原発病変でのガンキリンの高発

現群において response rate (RR), disease 

control rate (DCR)が低かった。SHP-1 につ

いては分子標的薬の治療効果と明らかな相

関を認めなかった。切除不能進行大腸癌にお

いて、ガンキリンは化学療法の治療効果を予

測する有用なバイオマーカーである可能性

がある。IBD 関連大腸癌だけでなく散発性大

腸癌においてガンキリンが病態に関与して

いることが示唆された。 

ヒト IBD 患者の大腸粘膜において、RBM3 の

発現はその他のストレス応答蛋白 Cirp, 

HSPA4, HSP27 の発現と正の相関を示した。ま

た RBM３の発現はアポトーシス抑制蛋白

Bcl-xL や幹細胞マーカーの発現と正の相関

を示し、とりわけ大腸癌のリスク因子である

難治性 IBD において RBM3 の発現は有意に上

昇し、またその発現量は幹細胞の増殖と腸粘

膜の再生に関わるR-spondinの発現と正の相

関を示した。IBD 関連大腸癌組織において

RBM3 の発現は亢進していた。RBM３はアポト

ーシスや幹細胞性に関与していることが示

唆された。ヒトでの所見を基に、マウスにお

いてその因果関係を証明することとした。

Rbm3 欠損マウス及びコントロールマウスに、

DSS、azoxymethane を投与して大腸癌を誘発

し炎症と発癌の程度を比較検討した。Rbm3欠

損マウスではコントロールマウスに比べて、

形成された大腸癌の数が有意に低下してい

た。Rbm3 欠損マウスの大腸粘膜において、

Bcl-xL の発現の低下とアポトーシスの増加、

および R-spondin の発現の低下を認めた。ま

た骨髄移植後に、上記実験を行い、上皮細胞

における RBM3 の重要性が明らかとなった。

ヒトで認めた所見と合わせて RBM3 が細胞死

と幹細胞性を制御してIBD関連大腸発癌を促

進する分子機序が解明された。RBM3 は消化管

の恒常性維持、炎症および発癌に関わってい

ることが予想され、新しいバイオマーカーお

よび治療標的分子として有望である。慢性炎

症というストレスの定量化によりIBD関連大

腸癌の発癌リスクの予測が可能になり、高リ

スク群の絞り込みを通してサーベイランス

プログラムの改善に貢献すると考える。 

本研究ではガンキリンを大腸上皮細胞、炎

症細胞、又は幹細胞で欠損させた knock-out 

mouse を用いて、生体での機能解析を行い、

炎症細胞でのガンキリンがSTAT3, ERK, 幹細

胞の増幅を制御して大腸癌の発生および治

療抵抗性に関わっていることがわかった。ガ

ンキリンは新しい治療およびバイオマーカ

ーの標的分子として有望である。 
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