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概    要  

最近の我々の解析から、腸管上皮細胞の恒常性や分化の維持に不可欠のホメオボックス

蛋白質 CDX1/CDX2が大腸癌悪性化を抑制することが分かった。その機序を解明するため

に、ヒト大腸癌細胞株を用いた Tet誘導システムを用いて、CDX1/CDX2により変動する遺

伝子発現を解析した。その結果、CDX1/CDX2が大腸癌幹細胞性の遺伝子発現プログラムを

負に制御していることが分かった。そこで、腸腫瘍の幹細胞性の維持における CDX1/CDX2

の役割を明らかにするために、大腸癌幹細胞の in vitro培養系の確立を進めた。L-Wnt

細胞に、R-spondinと Nogginを安定的に発現させて調製した培養上清を用いることによ

り、腸管の正常と腫瘍の粘膜上皮細胞の培養が可能になった。そこで今後、本実験によ

り確立したスフェロイド培養系を用いて、CDX1/CDX2 いよる大腸癌幹細胞性の制御機構の

解明を進める。 
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研究の背景）癌は、日本人の死因の第 1 位

となっている。また、近年大腸癌への罹患

率が増加しており、大腸癌を標的にした新

たな治療薬の開発が重要な課題となってい

る。そのためには、大腸癌の発症および悪

性化進展の機序解明が不可欠である。 

 これまでの解析から我々は、腸管の上皮

細胞に特異的に発現しているホメオメオボ

ックス転写因子である CDX2 が大腸腫瘍形

成の初期段階を抑制することなどを見出し

た（Aoki K. et al., Nat. Genet. 2003; 
Cancer Res. 2011）。さらに最近の解析から

良性の腸腺腫モデルである Apc 変異マウス

に Cdx1または Cdx1/Cdx2両遺伝子変異を導

入したところ、強い浸潤を示す悪性腫瘍に

変化することを見出した。これらの実験結

果から、CDX1/CDX2 は腸腫瘍の初期段階を

抑制するだけではなく、腸腫瘍の悪性化進

展を抑制することが分かった。  

 そこで、我々は、CDX1/CDX2 の機能解析

を進めることにより、大腸癌細胞悪性化の

機序解明を進める。 

 

研究の目的）CDX1/CDX2 による大腸癌悪性

化の抑制機構を解明する。とくに、

CDX1/CDX2 による大腸癌の幹細胞性の制御

機構を解明するために,次の実験を進める。 

1)ヒト大腸癌細胞株を用いて CDX1 または

CDX2の発現を制御できるテット誘導性細胞

を樹立して、CDX1 または、CDX2による遺伝

子発現プログラムへの影響を解析する。 

2)スフェロイド培養系を確立することによ

り、Apc/Cdx1/Cdx2 伝子変異マウスの腸管

に形成された腫瘍から腸腫瘍の幹細胞を培

養し、CDX1/CDX2 の幹細胞性の制御におけ

る役割とその機構を解明する。

 
 
研究結果 1）CDX1/CDX2 による大腸癌の幹細

胞性の抑制機構を解明するために、ヒト大

腸癌細胞株 DLD-1 と LS174T 細胞を用いて、

テット誘導システムにより、CDX1 または

CDX2の発現を制御できる誘導性細胞を樹立

した。CDX1または、CDX2の発現を誘導して
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研究の内容および成果 



から 12時間と 24時間後に RNAを抽出して、

遺伝子発プロファイルを cDNA マイクロア

レイ法を用いて解析した。その結果、ID遺

伝子ファミリーに属す ID1 と ID3 の発現が

顕著に減少することが分かった（図 1 and 

data not shown）。近年の研究から、ID1と

ID3 が大腸癌の幹細胞性の維持に主要な役

割を担うことが報告されている(Cancer 

Cell 2012)。これらの結果から、CDX1/CDX2

が大腸癌細胞の幹細胞性を抑制していると

想定した。この仮説を検証するために、さ

らに大腸癌の幹細胞性のマーカー遺伝子と

して確立している LGR5遺伝子や ASCL2遺伝

子の発現量を qPCRにより解析した。その結

果、これらの大腸癌幹細胞のマーカー遺伝

子を含む、複数の癌幹細胞のマーカー遺伝

子の発現を CDX1/CDX2 が顕著に抑制してい

ることが分かった（図 2 and data not 

shown）。これらの実験結果ら、CDX1/CDX2

は、大腸癌細胞の幹細胞性を遺伝子発現制

御を介して、負に制御していることが示唆

された。現在、CDX1/CDX2 の直接の標的遺

伝子を ChIP-seq により解析を進めている。

今後、これらの実験結果を解析することに

より、CDX1/CDX2 による大腸癌幹細胞性の

遺伝子発現プログラムの制御機序を解明す

る。 

 

研究結果 2）腸管上皮細胞のスフェロイド

培養系の確立。 

Apc変異マウスや Apc/Cdx1/Cdx2 複合変異

マウスの腫瘍細胞の幹細胞性を比較するた

めに、スフェロイド培養系の確立を進めた。

L-Wnt細胞に、R-spondinと Nogginを安定

的に発現させた。その培養上清を用いて、

conditioned培養液を作成した。また、腸

管から単離した細胞（腫瘍細胞）を酵素処

理により単独の細胞まで分離して培養を試

みた。その結果、これまで培養が困難であ

った腸上皮細胞のスフェロイド培養系が確

立できた。今後、確立したスフェロイド培

養系を用いて腸腫瘍細胞の幹細胞性の制御

における CDX1と CDX2 の役割の解明を進め

る。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

図１．CDX1/CDX2 による ID1 遺伝子発現の抑制 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2．CDX1/CDX2 による LGR5 遺伝子発現の抑

制 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3．腸管細胞の Spheroid 培養 
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