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転写因子CDX1による胃上皮細胞の腸上皮細胞様分化

    形質転換に関する研究

学位論文内容の要旨

  腸上皮化生は胃粘膜に腸の粘膜を作る細胞が現れる病変で、F-Ielicobacter pylori (H.

p瓜めの慢性感染が主な原因とされている。腸上皮化生の胃粘膜からは胃癌の大部分を

占める腸型胃癌が高い頻度で発生することが知られるため、腸上皮化生は胃癌の予防の観

点からも注目すべき胃粘膜病変のーっである。しかしながら、腸上皮細胞が胃粘膜に現れ

るメカニズムおよび胃発癌との関係については未だ詳細が明らかになっていない。″．

py′。ガの中でも病原因子CagAを産生できる菌の感染は、CagA陰性菌の感染に比較して、

腸上皮化生を含む胃粘膜病変の発症とより強く相関する。近年、胃上皮細胞内において、

CagAが生理的には胃に存在しない腸上皮特異的転写因子CDX1を異所性に発現誘導する

ことが明らかにされた。CDX1は臨床学的にヒトの腸上皮化生胃粘膜に発現していること

が知られており、逆に、動物実験の結果からCDXlを異所性に発現させた胃粘膜では腸上

皮化生が発生することが報告されている。したがって、CDX1は腸上皮化生発症に重要な

役割を果たすことが推察されるが、CDX1が細胞・組織の分化スイッチングにどのように

関わるのかについてはこれまでのところ不明であった。そこで本研究では、胃上皮細胞内

においてCDX1が転写因子として発現制御する遺伝子をゲノム網羅的に探索し、腸上皮化

生発症の分子メカニズムを明らかにすることを目的にした。

  第1章では、胃上皮細胞に異所性発現したCDX1が転写標的にすると考えられる遺伝子

を、発現マイクロアレイ解析ならびにChIP-chip解析を用いてゲノム網羅的に探索した。

CDX1発現依存的にmRNA量が2倍以上増加した958遺伝子とCDX1が近傍に結合した

1997遺伝子の問で共通する166遺伝子をCDX1の転写標的候補遺伝子として同定した。
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さらに 、発現マ イクロ アレイ解 析の結果から、CDX1が発現した胃上皮細胞において腸上

皮 幹 細 胞 マ ー カ ー LGR5の 発 現 が 異 常 に 亢 進 し て い る こ と を 示 し た 。

  第2章では、 CDX1が異所 性発現 した胃上 皮細胞で は消化 管幹細胞様状態への部分的脱

分化が 起きると いう予 想のもと に、同定したCDX1転写標的候補遺伝子に含まれる幹細胞

性 に 関わ る り プロ グ ラ ミン グ 因 子SALL4な ら び にKLF5が CDX1の 転 写標 的 で ある こ と

を 明 らか に し た。 ま た 、CDX1依 存 的 なSALL4お よ び KLF5転写 活 性 化に 重 要 なエ ン ハ

ンサー 領域をそ れぞれ 同定した 。さらに、ヒトおよびマウスの腸上皮化生領域において

CDX1ならびにSALL4/KLF5が異常に発現していることを示した。

  第3章では、 胃上皮 細胞株に CDX1を持続 的に発現 させ、 その形質変化を各種細胞のマ

ーカー 遺伝子の 発現を もとに経 時的に解析した。CDX1が異所性発現すると、まず腸上皮

幹細胞マーカー遺伝子が異常に発現し、それに続いて複数系統の腸上皮分化細胞マーカー

遺伝子 の発現が 観察さ れること を明らかにした。また、CDX1によって転写活性化される

幹 細 胞性 リ プ ログ ラ ミ ング 因 子 SALL4な ら び に KLF5の発 現 を ノッ ク ダ ウン す る と、

CDX1依存的 な腸上 皮幹細胞 マーカ ーおよび腸上皮分化細胞マーカーの発現が抑制される

ことを 示した。 さらに 、cagA陽性 H. pylori感染 によっ て胃上皮細胞内でCDX1ならびに

ェ SALL4/KLF5/LGR5の 発 現 が 異 常 に 亢 進 す る こ と を 明 ら か に し た 。

  以 上 、本 研 究 の結 果 か ら、転 写因子 CDX1が異所 性にりプ ログラミ ング因 子SALL4な

らびにKLF5を 発現誘 導するこ とにより、胃上皮細胞が消化管幹細胞様の状態に部分的に

脱分化(dedifferentiation)し、続いて種々の腸上皮様細胞への異分化くtransdifferentiation)

が引き起こされることが示された。組織幹細胞と癌幹細胞は近い性質を持つことが知られ

ており、限定的に異常脱分化した胃上皮細胞から腸型胃癌が発症するメカニズムの存在が

示唆された。
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博士学位論文審査等の結果について（報告）

  胃癌は組織学的に腸型と未分化型に大別されるが、その大部分を占める腸型胃癌は腸上皮化生

胃粘膜から発生する。腸上皮化生は、胃粘膜が腸粘膜様に変化する病変で胃癌の予防の観点から

も注目すべき胃粘膜病変のーっと考えられるが、腸上皮細胞が胃粘膜に現れるメカニズムおよび

胃発癌との関係についての詳細は明らかになっていなぃ。腸上皮化生の主な原因としてピロリ菌

の慢性感染が挙げられるが、これまでに、ピロリ菌が持つ病原因子CagAが胃上皮細胞に発現す

ると、生理的には胃に存在しない腸上皮特異的転写因子CDX1が異所性に発現誘導されることが

示されていた。CDX1は臨床学的にヒトの腸上皮化生胃粘膜に発現していることが報告されてお

り、さらに動物実験の結果からCDX1を異所性発現させた胃粘膜では腸上皮化生が発生すること

が証明されている。したがって、ピロリ菌感染を起点とした腸上皮化生の発症にCDX1が重要な

役割を果たすことが推察されるが、CDX1が腸上皮化生を引き起こすメカニズムにっいてはこれ

までのところ不明であった。

  本研究は、転写因子CDX1の胃上皮細胞内転写標的遺伝子を網羅的に同定し、異所性CDX1に

よる胃上皮細胞から腸上皮様細胞への分化形質転換の分子機構解析を通して腸上皮化生発症のメ

カニズムを明らかにすることを目的としており、筆者は上記目的を達する以下の有益な知見を得

て、その研究成果を本学位論文として纏めている。

  第1章では、発現マイクロアレイ解析ならびにChIP-chip解析により、胃上皮細胞に異所性発現

させたCDX1の転写標的遺伝子をゲノム網羅的に解析し、166の候補遺伝子を同定した。さらに、
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CDX1発現により腸上皮幹細胞マーカー遺伝子の発現が顕著に増加したことから、筆者は胃上皮

細胞が限定的に脱分化して未分化性を獲得することにより腸上皮様細胞への分化形質転換が起き

るとの予想のもと、CDX1転写標的候補遺伝子の中から幹細胞性のりプログラミング因子SALL4

ならびにKLF5に着目した。

  第 2章で は、胃 上皮細胞内でCDX1がSALL4ならびにKLF5を転写標的とすることを明らかに

した。CDX1が発現した胃上皮細胞内ではSALL4/KLF5の発現が異常に亢進していることをタン

パク質レベルで示し、さらにSALL4/KLF5上流領域の段階的欠損変異レポータープラスミドを作

成してCDX1依存的な転写調節領域をそれぞれ同定した。また、実際の腸上皮化生領域において

これらの幹細胞性リプログラミング因子が異常発現していることを、胃上皮特異的Cdxlトランス

ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス お よ び 腸 上 皮 化 生 の ヒ ト 胃 生 検 サ ン プ ル を 用 い て 示 し た 。

  第3章では、胃上皮細胞にCDX1が異所性発現することで起こる分化形質変化を、各種細胞の

マーカ了遺伝子の発現をもとに解析した。第1章で示唆された様に、CDX1が発現した胃上皮細

胞は腸上皮幹／前駆細胞のマーカー遺伝子の発現が亢進するが、その発現は一過性であり、持続的

なCDX1発現によってそれまで観察されなかった複数系統の腸上皮分化細胞マーカー遺伝子の発

現が観察されることを見出した。さらにCDX1発現依存的な腸上皮幹／前駆細胞マーカーおよび腸

上皮分化細胞マーカーの発現誘導がSALL4/KLF5ノックダウンにより抑制されたことから、筆者

は、CDX1が異所性発現した胃上皮細胞は幹細胞性リプログラミング因子SALL4/KLF5の異常発

現誘導を介して消化管幹細胞様状態になった後、複数系統の腸上皮分化細胞に異常に再分化して

いると結論付けた。最後に筆者は、胃上皮細胞にCDX1の発現を異所性に誘起すると考えられる

cag4陽性ピロリ菌とコントロールc嚠陰性ピロリ菌をそれぞれ胃上皮細胞に感染させ、CagA依

存的にa）閊腮4比匆鰡｜ガおよぴ腸上皮幹細胞マーカー工GR5の発現増加が起こることを明らかに

した。

  これを要するに本論文は、ピロリ菌感染を起点とした腸上皮化生の発症において、転写因子

CDX1が幹細胞性に関わるりプログラミング因子を異所性に転写活性化することにより胃上皮細

胞の限定的な脱分化を引き起こすことを世界に先駆けて明らかにしたものである。未分化性を獲

得した細胞は分化細胞に比べ容易に悪質形質転換を起こすことが推察されることから、筆者が本

研究で示した胃上皮細胞の限定的リプログラミングによる腸上皮細胞様分化形質転換に関する新

たな知見は、腸上皮化生のみならず胃癌さらには他の組織で見られる化生性変化を起源とした発

癌 機 構 解 明 ・ 予 防 法 開 発 に 対 し て 貢 献 す る と こ ろ 大 な る も の が あ る 。

  よ って著 者は、北 海道大学 博士（ 理学）の 学位を 授与され る資格 あるものと認める。
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