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Ａ．研究目的 
 化学発癌物質は体内に取り込まれた後、主に肝臓で
代謝され、最終発癌物質となって標的臓器の遺伝子に
修飾を加える。基底部に存在する大腸上皮幹細胞以外
は transient な存在であることを考えると、遺伝子修
飾の標的は組織幹細胞であると推察される。今回、Lgr5 
発現細胞の lineage tracing system を ApcMin/+マウスに
導入して、Lgr5 発現細胞が大腸腫瘍の幹細胞として機
能する可能性を探った。また、化学物質リスク研究の
観点から、azoxymethane 誘発マウス大腸前癌病変に対
し、二次胆汁酸である deoxycholate の修飾作用を検討
した。 
 
Ｂ．研究方法 
 ( 実 験 1) Lgr5-GFP-IRES-creERT2 knock-in; 
Rosa26-LacZ reporter mice と ApcMin/+ mice を交配し、
tamoxifen 投 与 に よ り Lgr5 発 現 細 胞 に β
-galactosidase を発現する ApcMin/+  mice を作製した。
30 週齢時に 2 ㎎の tamoxifen を 3 日間腹腔内投与し
Lgr5 発現細胞に標識を行った。Tamoxifen 投与終了か
ら 1 週間後に犠牲死させ、大腸を摘出し、病理組織標
本を作製した。粘膜内病変に X-gal 染色、HE 染色を行
い、染色性と染色パターンを評価した。 
 (実験 2) 8 週齢の雄性 C57BL6 マウスに対し
azoxymethane (10 mg/kg 体重)を 1 回/週、4 週腹腔内
投与し、終了 1 週間後からそれぞれ 0.04, 0.2, 0.5%
の濃度で deoxycholate を混餌投与した。実験開始後 24
週で大腸を摘出し、en face に病理組織標本を作成し
て網羅的に大腸前癌病変を評価した。また、
deoxycholate 摂取により盲腸に腫瘍発生の報告がある
ことから盲腸病変の病理標本を作製し、ki-67, β
-catenin の免疫染色を行った。 
（倫理面への配慮） 
 実験は実験動物を対象にしたものであり、動物の取
り扱いに関しては生命倫理に配慮し、岐阜大学動物実
験指針に沿って行った。また、レポーターマウスを用
いた実験は岐阜大学組み換え DNA 実験委員会に申請承
認後に行った。 

Ｃ．研究結果 
 （実験１）マウス大腸microadenoma及びmacroscopic 
tumorの一部にLacZ発現細胞の出現が見られた。LacZ発
現細胞はいずれの病変においても腫瘍全体を占めるこ
とはなく、巣状に出現していた。 
（実験２）0.04, 0.2, 0.5%摂取群の大腸あたりの  
microadenoa数、adenocarcinoma数はそれぞれ1.7±1.5,
 0; 3.0±2.5, 0.2±0.4; 6.1±1.5, 0.9±1.1であり、
AOM単独群の0.7±0.7, 0と比較していずれも0.5%摂取
群において有意に増加していた(p<0.01, 0.05)。また、
deoxycholate摂取により、盲腸に隆起性病変の発生が見
られたが、いずれの病変も表層部にki-67陽性細胞は見
られず、β-cateninの胞体内蓄積や核内移行もないこと
から腫瘍ではなく反応性病変であると考えられた。 
 
Ｄ．考察 
 実験1の結果から、大腸microadenomaの段階において、
Lgr5発現細胞が存在し、細胞の供給源として機能してい
ることが明らかになった。今回の実験ではすべての腫瘍
細胞がLacZ陽性を示す病変は見られず、Lgr5発現細胞に
ApcのLOHが起こって腫瘍が形成されるとする直接の証
左は得られなかった。 
実験2の結果からはdeoxycholateが大腸腫瘍性病変のプ
ロモーターとして作用することが示された。また、盲腸
病変に関しては、潰瘍を伴うことから再生腺管が不整形
となり腫瘍様に見えるものの、ki-67、β-cateninの染
色態度からは大腸腫瘍とはいえず、反応性変化と考えら
れた。 
 
Ｅ．結論 
 マウス大腸前癌病変及び大腸腫瘍中に幹細胞として
機能する可能性がある細胞を確認した。また、実験期
間 24 週で deoxycholate の混餌投与は AOM 誘発大腸前
癌病変、大腸腺癌の発生を促進することが明らかとな
った。 
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