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研究成果の概要（和文）： TGF-シグナル遮断と COX-2/PGE2経路の相互作用による、胃がん

発生への関与を解析するための新規マウスモデル作製を試みた。TGF-受容体遺伝子を条件付

きに欠損させるため、胃粘膜で特異的に Cre リコンビナーゼを発現するマウスを作製した。そ

の結果、発現に使用した K19 遺伝子プロモーターは発生初期に全身で一過性に発現することや、

成熟マウスにおいては転写活性が極めて低いことなどが明らかとなり、K19 以外のプロモータ

ーの使用が必要であることがわかった。 
 
研究成果の概要（英文）：To generate a novel mouse model in which TGF- signaling is 
blocked and COX-2/PGE2 pathway is activated, we tried construction of transgenic mice 
expressing Cre in gastric epithelial cells using K19 gene promoter.  However, we found 
that K19 promoter is active in whole body during embryogenesis and its expression 
efficiency is very low in adult stomach, indicating that other promoter than K19 is required 
for future construction of stomach specific Cre mice. 
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１．研究開始当初の背景 
 

消化器がんの発生には、上皮細胞内での遺
伝子変異と炎症反応などの生体反応の双方
が必要であると考えられている。とくに誘導
型プロスタグランジン合成酵素である
COX-2 とその下流で産生される PGE2は、炎
症反応に重要であるが、消化器がん組織での
発現誘導が認められており、COX-2/PGE2経

路は発がんに重要な生体反応の中心的な役
割を果たすと考えられている。一方で、消化
器がん発生に重要な上皮細胞内での遺伝子
変異として、Wnt シグナル亢進や TGF-シ
グナル遮断に作用するものが知られている。
Wnt シグナルは上皮細胞の未分化性の維持
に重要であり、TGF-は逆に分化を誘導する。 

研究代表者らは、胃がん発生における
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互作用に着目して、K19-Wnt1/K19-C2mE 複
合トランスジェニックマウス（Gan マウス）
を作製して解析を行なった。Wnt シグナルを
亢進させた K19-Wnt1 マウスでは前がん病
変が胃粘膜に発生し、PGE2 経路を誘導した
K19-C2mE マウスでは胃粘膜の炎症と過形
成病変形成が誘導された。一方で、Gan マウ
スでは胃がんを自然発生し、Wnt シグナル亢
進により未分化性が誘導された上皮細胞が、
COX-2/PGE2 経路で誘導される炎症反応に
より増殖促進して腫瘍が形成したと考えら
れた。一方で、TGF-シグナル遮断などの
Wnt シグナル活性化以外の遺伝子変異に起
因する発がんにおいて COX-2/PGE2 経路の
誘導が腫瘍形成に関与するかについて、個体
モデルを用いた解析はなされていなってい
なかった。 
 
２．研究の目的 
 

本研究では Wnt シグナル活性化以外の遺
伝子変異として、TGF-シグナル遮断に着目
して研究を行なった。TGF-リガンドは
TGF- II 型受容体に結合して TGF- I 型受
容体を活性化し、活性化 I 型受容体は Smad2
またはSmad3をリン酸化してSmad4との複
合体を形成し、核内にシグナルを伝える。し
たがって、TGF- II 型受容体遺伝子（Tgfbr2）
の欠損により TGF-シグナルは遮断される。 

TGF-シグナルは発生段階に必要なため、
Tgfbr2-/-マウスは胎性致死である。したがっ
て、Cre-loxP システムを使って胃粘膜上皮だ
けで特異的に Tgfbr2 を欠損させる必要があ
る。本研究では胃粘膜特異的に転写活性のあ
る K19 遺伝子プロモーターを用いて、胃上皮
細胞で特異的にCreを発現させるマウスを作
製し、最終的に K19-Cre: Tgfbr2 (loxP/loxP): 
K19-C2mE マウスを作製し、胃発がんにおけ
る TGF-シグナル遮断と COX-2/PGE2 経路
の相互作用ついて解析することを目的とし
て実施した。 
 
３．研究の方法 
 
（１）K19-Cre マウス作製 

Tgfbr2 (loxP/loxP)マウスは米国がん研究
所（NCI）のマウスコンソーシアムから導入
した。すでに単離しているマウス K19 遺伝子
プロモーターにCre遺伝子を繋いだ発現ベク
ターを作製し、受精卵へのマイクロインジェ
クションにより K19-Cre マウスを作製した。
複数系統を作製し、Tgfbr2 (loxP/loxP)マウス
と交配して胃粘膜上皮で特異的に Tgfbr2 遺
伝子を欠損するか、PCR 法にて解析した。 
（２）K19-CreER マウス作製 

時期的な Cre 発現を制御するためにタモ
キシフェン投与によりCreの活性を誘導でき

る CreER の遺伝子を K19 プロモーターに繋
いだ発現ベクターを作製し、K19-CreER マ
ウスを作製した。こちらも複数系統作製し、
Cre の活性誘導を確認するためにレポーター
マウス ROSA26-loxP-STOP-loxP-LacZ マウ
ス（ROSA26-LacZ マウス）と交配し、タモ
キシフェン投与による LacZ の発現誘導につ
いて解析した。 
（３）ROSA26-CreER マウスを用いた実験 

以上の実験で作製したマウス胃粘膜上皮
細胞で Cre の発現誘導が認められない場合、
全身の組織で転写活性のある ROSA26 遺伝
子プロモーターを用いた Cre 発現マウス、
ROSA26-CreER を導入して同様の実験を行
なう。 
 
４．研究成果 
 
（１）K19-Cre マウスの作製 

K19 プロモーターに Cre 遺伝子を繋いだ
発現ベクターを C57BL/6 マウスの受精卵前
核にマイクロインジェクションし、K19-Cre
マウスを３系統（#1~#3）作製した。#1 およ
び#3 の２系統で導入遺伝子の生殖系列での
伝達を確認した。胃粘膜組織を用いたウェス
タンブロッティングにより#1 系統の Cre 発
現が強かったため K19-Cre#1 マウスと
Tgfbr2 (loxP/loxP)の交配実験を行なった。そ
の結果、K19-Cre#1: Tgfbr2 (loxP/+)マウス
の胃粘膜で Tgfbr2 遺伝子がコンディショナ
ルに欠損したDNAがPCRにより確認できた。
しかし、K19-Cre#1: Tgfbr2 (loxP/ loxP)マウ
スは胎性致死を回避できなかった。詳細な
K19-Cre#1: Tgfbr2 (loxP/+)マウスの解析の
結果、胃以外にも全身組織で Tgfbr2 遺伝子
の欠損が検出されていた。したがって、使用
した K19 プロモーターは成熟マウスでは胃
上皮だけで転写活性が確認されているが、胎
仔期では一過性に全身で発現しており、その
ために loxP が導入された Tgfbr2 は全身組織
で欠損してしまったと考えられた。 

そこで、発現量の低い#3 系統と Tgfbr2 
(loxP/loxP)との交配実験を行なったが、#3 系
統で発現するCreリコンビナーゼ活性は弱く、
K19-Cre#3 Tgfbr2 (loxP/loxP)マウスは生ま
れるが、胃粘膜での Tgfbr2 遺伝子欠損は検
出できなかった。以上の結果から、タモキシ
フェンの投与によりCreによるリコンビナー
ゼ活性が誘導できる、CreER 遺伝子の発現マ
ウス作製が必要となった。 
 
（２）K19-CreER マウス作製 

K19プロモーターにCreER遺伝子を繋い
だ発現ベクターを作製し、上記と同様の方法
により K19-CreER マウスを作製した。#1-2
の２系統で生殖系列での伝達に成功したの
で、それぞれの系統マウスを ROSA26-LacZ



 

 

マウスと交配し、K19-CreER: ROSA26-LacZ
マウスを作製した。得られたマウスにタモキ
シフェンを５日間連投し、１週間後に病理解
剖して X-gal 染色を行なった結果、胃粘膜で
青染される細胞は認められたが、その頻度は
極めて低く、Tgfbr2 遺伝子欠損による影響を
解析する目的には不十分と考えられた（図
１）。一方で、K19-C2mE マウスで発生する

胃粘膜過形成病変では K19 プロモーターの
転写活性を認める胃上皮細胞数が増えるの
で、CreER 発現細胞数の増加が期待された。
そこで、K19-CreER: K19-C2mE: および
ROSA26-LacZ:マウスを作製し、過形成を認
める 15週齢から 30週齢までタモキシフェン
を毎週１回の頻度で連投した。しかし、青染
する上皮細胞数の増加は認められず、作製し
たK19-CreERマウスもTgfbr2遺伝子欠損モ
デル作製には組換え活性が不十分と判断さ
れた。 

 
（３）ROSA26-CreER マウスを用いた実験 

ROSA26 遺伝子は全身の細胞で発現する
ため、遺伝子変異による致死を回避する目的
には適していない。しかし、CreER を用いて、
タモキシフェンによる組換え効率を低下さ
せることで、致死を回避しながらも胃粘膜に
おける症状を解析するために十分な組換え
を誘導することも可能と考えられた。そこで、
新たに ROSA26-CreER マウスを導入し、交
配実験を行なった。本研究課題による研究期
間内に、ROSA26-CreER: ROSA-LacZ マウ
スの作製まで実施した。今後、作製したマウ
スモデルを使って、タモキシフェンの投与頻
度と胃上皮細胞での組換え効率との関連に
ついて解析を行ない、Tgfbr2 (loxP/loxP)マウ
ス、K19-C2mE マウスとの交配を行なうこと
で TGF-シグナル遮断と COX-2/PGE2 経路
の胃がん発生における相互作用の解析が可
能となる。 
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