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研究成果の概要（和文）：慢性炎症に対するストレス応答が大腸および肝発癌を促進する。ストレス応答蛋白
Heat shock protein 27 (HSP27) の欠損マウスを用いて、ストレス応答の生体内での役割を解明し、大腸および
肝癌の病態解明と新規治療及びバイオマーカーの探索を行った。慢性炎症により発現が亢進するガンキリンは、
炎症細胞において抗アポトーシス蛋白の発現を上昇させ、炎症の更なる増幅と発癌を促進する。一方で、小腸上
部（空腸）でのガンキリンは大腸での炎症を抑制する働きがある。炎症性腸疾患の病態において、腸内細菌叢を
介する小腸大腸コミュニケーションが関与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Stress responses to chronic inflammation promote the development of 
colorectal and liver cancer. Using knock-out mice, we clarified the role of Heat shock protein (HSP)
 27 for tumorigenesis in the liver and colon. HSP27 is involved in the pathogenesis of liver and 
colorectal cancer. Gankyrin (GK) is an oncoprotein which regulates inflammatory responses and its 
inhibition is considered as a possible anti-inflammatory therapy for inflammatory bowel disease 
(IBD). Unexpectedly, GK-deficiency in the upper small bowel augmented inflammatory activity. 
Examination of human samples have confirmed that the reduction of GK expression in the small bowel 
is associated with colonic involvement in human Crohn’s disease. Through the sequencing of 
bacterial 16S rRNA gene amplicons, bacteria potentially deleterious to intestinal homeostasis were 
identified. These results provide important insights into the pathogenesis of IBD.

研究分野： 炎症性腸疾患と消化器癌

キーワード： 炎症性腸疾患

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
大腸上皮細胞および肝実質細胞でのHSP27の機能を解明し、新しい治療およびバイオマーカーの標的分子として
の有用性が明らかとなった。大腸粘膜におけるHSP27の発現量は発癌リスクの予測に有用である。またWhole 
transcriptome解析により、炎症性腸疾患関連大腸癌の再発と相関する遺伝子セットを同定した。本研究の成果
は大腸癌サーベイランスの効率化につながる。次世代シークエンサーを用いた解析により、TNF阻害薬の治療効
果を予測する遺伝子セットおよび腸内細菌叢を同定した。炎症性疾患および癌領域における個別医療の実現に向
けて、更なるデータの蓄積を行っていく。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



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

大腸癌は世界で最も頻度の高い癌の一つであり、我が国では死亡者数で番目に多
い癌である。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が、いずれの経路においても慢性の炎症シグナルが腫
瘍環境の質的変化を惹起し発癌を促進すると考えられる。近年、腸内細菌叢のこの
病態への関与が注目されている。発生した癌に対しては、早期に発見されれば内視
鏡的治療や外科的切除が奏功するが、進行した段階の大腸癌では既存治療への抵抗
性を示すことが多い。治療抵抗性の要因として、幹細胞や epithelial-mesenchymal 
transition (EMT)が関与していると考えられている。大腸癌における癌の発生・進
展過程の分子機序を解明することがより正確な早期診断とより効果的な治療につな
がる。 

慢性炎症というストレスにより、大腸粘膜、肝臓においてストレス応答蛋白 Cirp, 
RBM3, HSPA4 はその発現が亢進する。これらストレス応答蛋白は炎症細胞のアポ
トーシスを抑制し、更なる炎症の増幅を引き起こす。その結果、IL-23 などサイト
カインの産生亢進と幹細胞の増殖を介して発癌を促進する。 

ストレス応答蛋白 HSP27 は ATP 非依存性に機能する低分子シャペロン蛋白であ
り、多くの癌でその発現が亢進し、とりわけ直腸癌において予後不良因子とされて
いる(Tweedle et al., Gut 2010)。HSP27 は癌細胞株の細胞遊走能や薬剤耐性を引き
起こしていることが in vitro の実験でわかっている。また EMT と NF-kB 活性を制
御して、乳癌細胞株の幹細胞性の維持に貢献する(Wei et al., Breast Cancer Res 
2011)。HSP27 は活性酸素（ROS）の蓄積を制御し、ROS は幹細胞の増幅に必要で
あることを報告した。幹細胞は再生、癌の発生・進展や化学療法への抵抗性に貢献

し、HSP27 は組織の恒常性維持と発癌への関与が示唆されている。腸内細菌叢の変
化は大腸発癌と関連することが報告されている(Yu et al., Gut 2015)。また腸内細菌
叢は食事に依存し、腸粘膜での HSP27 の発現は、線維質など食事によって変化す
ることより（Liu HY, et al., J Anim Sci 2012）、HSP27 は腸内細菌叢と疾患との関
連を説明する分子である可能性がある。このように HSP27 が大腸癌の病態に重要

な役割を果たしていることが示唆されているが、in vivo での解析は十分ではない。 
 
２．研究の目的 
(1)大腸および肝発癌における HSP27 の役割の究明：HSP27 を欠損させた 4 種類の
conditional knockout mice と発癌マウスモデル（DSS+AOM, DEN)を用いて、上皮細胞、
炎症細胞および幹細胞における HSP27 の炎症と発癌における in vivo での役割を検討
する。炎症細胞の活性化、EMT、幹細胞の増殖、腸内細菌叢における HSP27 の役割を明
らかにする。(2)ヒト大腸癌、前癌病変、背景大腸粘膜における遺伝子発現、腸内細菌
叢の解析：生検標本を用いて、大腸癌、前癌病変および背景大腸粘膜における遺伝子
発現および腸内細菌叢を解析し、病理組織学的所見および大腸癌の浸潤性・悪性度と
比較検討する。(3)ヒト炎症性腸疾患の大腸粘膜における遺伝子発現、腸内細菌叢の解
析：生検標本を用いて、炎症性腸疾患における HSP27 及びガンキリンの発現を測定
する。発癌リスクの高い難治症例や治療前後の大腸粘膜を採取して遺伝子発現や腸内
細菌叢を解析して、治療効果や発癌率を含む臨床経過と比較検討する。糞便微生物移
植を施行する潰瘍性大腸炎患者の移植前後における遺伝子発現や腸内細菌叢の変化と
治療効果について比較検討する。 
 
３．研究の方法 

4種類のHSP27 conditional knock-out mice (Hsp27F/FVillin-Cre Hsp27F/F;Mx1-Cre, 
Hsp27F/F;Albumin-Cre, Hsp27F/F;Lgr5-promoter-Cre mouse)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%,5 days and cycle 5: 2%, 4 days)を経口投与し、AOM 投与後 111 日で sacrifice する。
Hsp27F/Fvillin-Cre Hsp27F/F;Mx1-Cre, Hsp27F/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、腸内
細菌叢を比較検討し、上皮細胞、炎症細胞、Lgr5 陽性幹細胞における HSP27 の機能をそ
れぞれ解析する。以下のアッセイを行い、HSP27 と線維芽細胞活性化、EMT 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, TNFSlug, Snail, Twist の発現レ
ベルをいくつかの time point で定量する。TGF-, SMA, FSP1 に対する抗体を使って免疫
染色を行い、発現分布の検討および NIH image による発現量の定量を行う。抗 Ki-67、
PCNA 抗体による免疫染色にて細胞増殖への影響を検討する。Hsp27F/Fと Mx1-Cre 
transgenic mouse を掛け合わせたマウスは、poly(I:C)の投与により HSP27 の欠損を誘導
できる。AOM 投与後 4、8、12 週の時点で poly(I:C)を投与して HSP27 の欠損を誘導し、
発癌のどの段階で HSP27 が重要であるかを検討する。 
肝発癌モデル： ２週齢の雄マウスに DEN (5 mg/kg)を腹腔内投与し、8 ヶ月後に sacrifice
する。Hsp27F/FAlbumin-Cre Hsp27F/F;Mx1-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検討する。 
ヒト大腸癌、前癌病変（炎症性腸疾患関連 dysplasia）および背景大腸粘膜の組織にお

いて、次世代シークエンサーを用いた whole transcriptome 解析により遺伝子発現を評価
する。大腸癌患者の腫瘍部と非腫瘍部の生検により、大腸癌と背景粘膜における腸内フロ
ーラをそれぞれ測定し、個々の腸内環境と病変の浸潤性・悪性度との関連を検討する。 
治療前後の炎症性腸疾患患者の消化管粘膜組織を内視鏡検査時の生検にて採取し、炎症

性腸疾患の活動性および治療抵抗性と whole transcriptome 解析による遺伝子発現、16S 
sequencing による腸内細菌叢との関連を検討する。糞便微生物叢移植の前後で大腸粘膜を
採取し腸内細菌叢を解析し、移植後の臨床的、内視鏡的寛解導入との関連を検討し、腸内
細菌叢と炎症性腸疾患の病態との関連を究明する。 
 
４．研究成果 

慢性炎症に対するストレス応答が大腸および肝発癌を促進することを報告した。大

腸および肝臓においてHSP27がEMT関連分子および幹細胞を制御し発癌を制御する

ことを明らかにした。またヒトサンプルを用いて、炎症性腸疾患の難治化、大腸癌の

浸潤性・悪性度および肝癌の再発リスクと HSP27 との関連を見出した。これまで

HSP27 の機能解析は主に細胞株を用いて行われてきたが、HSP27 を大腸上皮細胞、

炎症細胞、又は幹細胞で欠損させた組織特異的欠損マウスを用いて、生体での機能解

析を行った。大腸上皮細胞および肝実質細胞での HSP27 の機能を解明し、新しい治療

およびバイオマーカーの標的分子としての有用性が明らかとなった。 
大腸および肝臓で、慢性炎症により発現が亢進したガンキリンは、炎症細胞におい

て抗アポトーシス蛋白の発現を上昇させ、炎症の更なる増幅と発癌を促進する。一方
で、小腸上部（空腸）でのガンキリンは大腸での炎症を抑制する働きがあることが明

らかとなった。2 種類の欠損マウス(Villin-Cre:Gankyrinf/f, Cdx2-Cre:Gankyrinf/f)を用

いた実験により、ガンキリンは、主に空腸に存在するパネート細胞が産生する抗菌蛋
白デフェンシンの発現を制御し、腸内細菌叢に影響を及ぼし大腸炎を抑制することを
示した。実際、クローン病患者において、空腸でのガンキリンの発現の低い症例にお
いて、クローン病大腸病変を伴う頻度が高い。このように、炎症性腸疾患の病態にお
いて、腸内細菌叢を介する小腸大腸コミュニケーションが関与していることを明らか
にした。 

大腸癌、前癌病変および非腫瘍部の大腸粘膜でのストレス応答蛋白などの遺伝子発
現、遺伝子変異、腸内細菌叢の解析により癌の生物学的悪性度および癌化ストレスの

定量化を試みた。大腸粘膜における HSP27 の発現量は発癌リスクの予測に有用である。

また Whole transcriptome 解析により、炎症性腸疾患関連大腸癌の再発と相関する遺

伝子セットを同定した。本研究の成果は大腸癌サーベイランスの効率化につながる。 
炎症性腸疾患の治療の最適化が発癌リスクを低下させる。炎症性腸疾患に対するさ

まざまな治療選択肢の中から、治療効果をあらかじめ予測して、適切な治療選択を行

い炎症の慢性化を阻止することが、発癌予防を含めた炎症性腸疾患患者の QOL の向



上に直結する。次世代シークエンサーを用いた解析により、TNF 阻害薬の治療効果を

予測する遺伝子セットおよび腸内細菌叢を同定した。炎症性疾患および癌領域におけ
る個別医療の実現に向けて、更なるデータの蓄積を行っていく。 
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