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要旨 

EB ウイルス潜伏感染遺伝子である LMP-2A の腫瘍発生・増殖への関与に

ついて、トランスジェニックマウスを用いて検討した。 

炎症を背景に、LMP-2A 発現の加わったトランスジェニックマウスで腫瘍

発生率増加と腫瘍増大を認め、LMP-2A の造腫瘍能と増殖促進能が示された。

トランスジェニックマウス腫瘍部胃粘膜を用いた Western blotting と抗体ア

レイの結果、LMP-2A 発現が加わったトランスジェニックマウスの腫瘍部で

は Wnt/βcatenin 経路や PI3K/Akt 経路の亢進、MTA1 発現亢進、Stat3 の活性

化が認められ、EGFR の発現およびリン酸化亢進の傾向がみられた。LMP-2A

発現に伴うこれらの細胞内シグナル異常が、EB ウイルス関連胃癌の発生や

増殖に関与している可能性が示唆された。 
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第１章 序文 

 

１. Epstein-Barr ウイルスと胃癌 

ウイルスは癌症例のうち 10－15％の原因とされているが[1, 2]、Epstein-

Barr ウイルス（EB ウイルス）は 1964 年に Epstein らによってヒトの癌と関

連するウイルスとして初めて、Burkitt リンパ腫の培養リンパ腫細胞内で同定

された[3]。EB ウイルスは約 180kb の二本鎖 DNA からなるγｰヘルペスウイ

ルスの一種で、大部分の健常人において初感染の後、少数の B リンパ球に終

生にわたりウイルス抗原を発現しない潜伏感染状態で維持される。潜伏感染

状態で発現する EB ウイルス遺伝子産物は、6 種類の EB ウイルス核抗原

EBNA（EBV determined nuclear antigen: EBNA-1, EBNA-2, EBNA-3A, EBNA-

3B, EBNA-3C, EBNA-LP）、3 種類の膜蛋白質（Latent membrane protein: LMP1, 

LMP-2A, LMP2B）、蛋白質に翻訳されない小 RNA（EB virus-encoded small 

RNA: EBER1, EBER2）、BamHI-A 断片領域にコードされる BARTs および

BARF1 である。これらの発現パターンにより、潜伏感染状態はⅠ型、Ⅱ型、

Ⅲ型の3種類に分けられ、全パターンに共通して発現しているのはEBNA1、

EBERs、BARTs である。 

EB ウイルスは B リンパ球に発現する CD21 を吸着レセプターとし、B リ

ンパ球を主な感染標的とするが、その他にも T リンパ球や上皮細胞にも感染
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する[4, 5]。EB ウイルスの感染は、悪性リンパ腫の一部（Burkitt リンパ腫、

Hodgkin リンパ腫、NK/T cell リンパ腫、免疫不全関連リンパ腫など）や上咽

頭癌の腫瘍細胞に見られる。胃癌においては、1990 年に Burke らにより PCR

法にて EB ウイルス陽性胃癌病巣が初めて報告され[6]、以後 EBER を対象と

した in situ hybridization（EBER-ISH）の開発により、EB ウイルスに感染し

た上皮細胞が増殖した一群があることが証明され[7]、EB ウイルス関連胃癌

と呼ばれるようになった[8] 。 

EB ウイルス関連疾患のうち、地域特異性のある Burkitt リンパ腫（赤道ア

フリカ）や上咽頭癌（中国南部）とは異なり、EB ウイルス関連胃癌は世界

中に広く分布しているが[8]、胃癌全体に占める割合は地域によりばらつきが

あり、1.9-16.8％と報告されている[9]。本邦では胃癌全体の約 10％に EB ウ

イルス感染が関与しているとされ、年間約 5000 例発生していると推定され

ている。[10, 11] 

  

２. EB ウイルス関連胃癌の臨床病理学的特徴 

EB ウイルス関連胃癌は一般の胃癌に比べ、男性優位がより著明で、各年

齢層での発生率に有意差はないとされる[8]。予後は比較的良好とされる[12-

15]。 
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発生部位として、一般の胃癌は幽門前庭部に多く発生するが、EB ウイル

ス関連胃癌は噴門部から胃体上部の胃底腺領域に高頻度にみられる[16]。し

ばしば胃切除後の残胃に発生し、多発例も比較的多い[17]。内視鏡的には、

癌部は表面が陥凹、境界不明瞭で、周囲胃粘膜では高度の萎縮性胃炎を伴っ

ていることが多い[18]。割面は結節状で境界明瞭な像を示す。進行癌では潰

瘍型や皿型の形状を示すことが多く、胃壁の肥厚を伴っている[19]。 

組織学的には、中分化管状～充実性低分化腺癌の組織型をとる場合が多い。

早期胃癌の粘膜内では lace pattern と呼ばれる管状構造を呈し、不完全な樹

枝状の増殖像を示すことが特徴とされている[20, 21]。ほとんどの例で間質に

様々の度合いでリンパ球の浸潤を伴い、その主体は CD8 陽性の細胞傷害性

Ｔリンパ球であるが[20, 22]、これらの浸潤リンパ球には EB ウイルスの感染

は認められない[19, 23]。リンパ球の浸潤が著しく、低分化腺癌の組織像を示

すものはリンパ上皮腫類似胃癌（LELC: Lymphoepithelioma-like carcinoma）と

呼ばれるが、このタイプの胃癌では 80％以上の症例に EB ウイルスが存在し

ている[14, 24-26]。背景粘膜は H.pylori 陽性で慢性胃炎の像を呈しており、

腸上皮化生もしばしば認められる[20, 21, 27]。 
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３. EB ウイルス関連胃癌の発癌メカニズム 

EB ウイルスでは、感染細胞ごとにウイルス DNA の末端の繰り返し配列 

（terminal repeat）の反復数が異なっており、EB ウイルス関連胃癌から分離

されたウイルス DNA は、症例ごとに単一の特異的な反復数を示す。このこ

とから、EB ウイルスは持続感染細胞がモノクローナルに増殖していると考

えられている[23]。早期胃癌と進行胃癌において EB ウイルス関連胃癌の頻

度に差がないこと[28]、EBER がほとんどすべての腫瘍細胞に検出されるこ

とから、胃癌発生初期の段階で EB ウイルス感染が起きており、発癌・増殖

の過程に関与していると考えられる[23, 29]。 

EB ウイルス関連胃癌ではⅠ型潜伏感染状態にあり、EBNA1、EBERs、

BARF0の他、一部の症例では LMP-2Aが発現している（36.4～77.8%[30-34]）。

EB ウイルス関連胃癌は B リンパ球の不死化や線維芽細胞の形質転換に関連

する EBNA-2 や LMP-1 の発現を欠いていることから、独自の発癌機構があ

ると考えられる[35]。 

EB ウイルス関連胃癌における EB ウイルス感染と発癌のメカニズムとし

ては、宿主 DNA の高メチル化によるエピジェネティックな遺伝子発現抑制

[36, 37]や、PIK3CA[38]やクロマチンリモデリング複合体 SWI/SNF のサブユ

ニットをコードする ARID1A などの遺伝子変異[39, 40]、受容体型チロシンキ
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ナーゼ JAK2 や免疫抑制作用を有する蛋白である PD-L1, PD-L2 をコードす

る遺伝子が乗った染色体 9P24.1 の増幅[38]、ヒト micoroRNA (miRNA)の一

種である miR-200 発現低下による転写因子 ZEB1, ZEB2 発現亢進と E-

cadherin 発現抑制[41]、ウイルス由来 miRNA である BART 発現によるヒト

や EB ウイルスの各種遺伝子発現低下[42]などが関連するとされるが、LMP-

2A の発現も発癌に寄与すると考えられている[43-51]。 

 

４. LMP-2A の機能 

細胞膜蛋白 LMP-2 は、Ⅱ型の EB ウイルス関連腫瘍であるホジキンリン

パ腫 RS 細胞や上咽頭癌細胞、Ⅲ型の lymphoblastoid cell line（LCL）だけで

なく、LMP-1 の発現を欠くⅠ型のバーキットリンパ腫や胃癌の一部の症例で

も発現が認められる。LMP-2A は 119 アミノ酸の N 末端側細胞内領域、12 回

貫通細胞膜領域および 27 アミノ酸の C 末端側細胞内領域から構成される。

細胞膜表面での自己凝集能を有しており、散在したパッチ状に存在し、コレ

ステロールを多量に含んだ脂質ラフトに局在する[52]。LMP-2A の N 末端側

細胞内領域は ITAM （immunoreceptor tyrosine-based activation motif）を有し、

ITAM を有する B 細胞抗原レセプター（B cell antigen receptor; BCR）が活性

化された場合と同様に Lyn、Syk などのチロシンキナーゼの会合・リン酸化
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により PI3 キナーゼ（Phosphoinositide 3-kinase: PI3K）、Akt、MAP キナーゼ

（Mitogen-activated Protein Kinase: MAPK）などの活性化をき起こす。このよ

うに LMP-2A は BCR シグナルを模倣すると考えられ[53]、LMP-2A のトラ

ンスジェニックマウスでは BCR を欠く B 細胞が末梢リンパ組に出現すると

報告されている[54, 55]。LMP-2A はこの BCR 模倣により、CD40 シグナルを

模倣するとされる LMP-1 と協調してホジキンリンパ腫 RS 細胞の不死化を

もたらし、ホジキンリンパ腫の発生に寄与すると推測されている[56] 。 

LMP-1 の発現を欠くⅠ型の上皮系癌の発生においても、LMP-2A が発癌に

関与していることが報告されている。LMP-2A は PI3K/Akt を活性化し、細

胞増殖促進、アポトーシス抑制に関与している[43, 44, 49, 51]。また、Morrison

らは、上皮細胞において LMP-2A が PI3K/Akt 経路を活性化し、GSK3β

（glycogen synthase kinase-3β）を不活性化させ、βcatenin の安定化と核内移

行、それによる核内での転写活性を促進し、発癌や細胞増殖に寄与すると報

告している[50]。岩切らは、LMP-2A は ERK （Extracellular Signal-regulated 

Kinase）の恒常的活性化による Bim（BH3-only member of Bcl-2 family: アポ

トーシスシグナルの開始に必要な因子で Erk により活性が制御されている）

の分解促進により anoikis（細胞接着不全に起因するアポトーシス）に対する

抵抗性を誘導し、発癌に寄与するとしている[47]。また Lin らは、上咽頭癌
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において LMP-2A は PI3K/Akt 経路の下流の mTOR （mammalian target of 

rapamycin）、elF4G（eukaryotic translation initiation factor 4 gamma）を介して

MTA1 （Metastasis-associated protein1）発現を促し、Wnt シグナルを亢進させ

ると報告している[48]。日野らは、LMP-2A が Stat3 （Signal Transducers and 

Activator of Transcription 3）を活性化し、DNMT1 （DNA-methyltransferase 1）

の過剰発現をもたらし CpG アイランドのメチル化を引き起こすことや[46]、

NFκＢ（nuclear factor for κ-kinase gene in B cells）経路を介して抗アポトーシ

ス効果を持つ survivin 発現を亢進させること[45]を報告している。我々の研

究室では、日比谷が LMP-2A トランスジェニックマウスを用いて生体におけ

る LMP-2A の発癌性について検討を行った。その結果 100 週において WT マ

ウスでは腫瘍が発生しなかったのに対し、LMP-2A マウスでは 8％（2/25）

で低分化な胃癌が発生した。発癌率の低さは、背景に炎症がなかったことが

原因ではないかと指摘している[57]。 

 

５. 胃癌と炎症 

癌発生に慢性炎症が関与することは古くから指摘されており、現在では、

癌全体の約 20％以上で感染症に伴う慢性炎症反応が関与すると考えられて

いる[58, 59]。1990 年代に、アスピリンの長期服用者では、大腸癌や胃癌の
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発生頻度が低いことが疫学的に示された[60-62]。また、非ステロイド性抗炎

症薬（non-steroidal antiinflammatory drug: NSAIDs により活性が阻害される

COX2 （cyclooxygenase-2）やその合成物である PGE2 （prostaglandin E2）は

消化管をはじめ様々な組織で発癌を促進することが明らかになっている[63, 

64]。ピロリ菌感染とこれに伴う慢性炎症が胃癌発生のリスクファクターと

されているが[65-68]、この慢性炎症に伴って COX2 や mPGES-1 （Microsomal 

PGE Synthase-1）の発現が誘導されている。 

大島らはサイトケラチン 19 遺伝子のプロモーター制御下に、マウス胃粘

膜で COX2 や mPGES-1 発現により PGE2 産生を亢進させた K19-C2mE マウ

ス、および Wnt1 遺伝子を胃粘膜上皮で発現させた K19-Wn t1 マウスを作成

し、さらに両者の交配からダブルトランスジェニックマウスである K19-

Wnt1/C2mE マウス（Gan マウス）を作成した[69]（表 1）。 

表 1 大島らの作成したトランスジェニックマウス 

金沢大学がん進展制御研究所 腫瘍遺伝学研究分野ホームページより改変作成 
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その結果、K19-C2mE マウスでは、粘液細胞化生を伴う過形成病変が[70]、

K19-Wnt1 マウスでは、未分化な上皮細胞で構成された腺管が異常に分岐し

ながら増殖する前癌病変が観察された[71]。K19-Wnt1/C2mE（Gan）マウスで

は、100％の効率で大きな腫瘍が発生し、組織学的には異型性を呈する腫瘍

上皮細胞が異常に分岐しながら増殖しており、増生した間質では血管形成が

亢進していた、と報告している（図 1）[69]。そして 50 週の時点では多くの

マウスで平滑筋層への浸潤が見られたため、Wnt1 と PGE2 双方のシグナル

活性化により胃癌が発生したと結論づけている。 

図 1 35 週 Gan マウスにできた腫瘍の肉眼・組織像（自験例） 

扁平上皮円柱上皮境界部を中心に、外向性隆起性病変が認められ、組織学的には

核異型・腺管の構造異型を伴った異型上皮が認められる。 
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さらに大島らは、K19-C2mE マウスにおいて、ヒトの胃癌に付随した病変

と類似した SPEM（spasmolytic polypeptide-expressing metaplasia）と呼ばれる

粘液化生性過形成がみられ、同時に炎症反応を伴っていることを報告してい

る[72]。SPEM とは trefoil factor 2（TFF2 : 以前は spasmolytic polypeptide と呼

ばれていた）を発現する、胃体部腺領域に生じる胃幽門腺あるいは十二指腸

Brunner 腺に類似した化生性粘膜のことをいう[73]。Nomura らは慢性萎縮性

胃炎に際して壁細胞・主細胞が消失し、SPEM に置換されると述べている[74]。

SPEM は胃癌周囲に高率に認められ、直接の前癌病変あるいは発癌環境を提

供する状態、あるいは発癌と同じ刺激により惹起される化生であると考えら

れている。 

大島らは、K19-C2mE マウスを TNF-αノックアウトマウスと交配すると

炎症もこの SPEM 様の粘液化生性過形成病変も消失することから、マクロフ

ァージが産生する TNF-αがその原因である可能性を指摘している[71, 72]。

さらに、Gan マウスでは 5-10 週までにこの粘液化生性過形成病変が発現し、

加齢に伴い成長するが、10 週以降から異型を伴う腫瘍上皮細胞が増殖を開

始、50 週齢で大半の化生細胞が腫瘍細胞と置き換わると報告している[69]。 
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６. 本研究の目的 

本研究の目的は、EB ウイルス潜伏遺伝子産物である細胞膜蛋白 LMP-2A

が胃粘膜に発現するトランスジェニックマウスと炎症性胃癌モデルマウス

である Gan マウスを交配させて得られたトランスジェニックマウスを用い

て、LMP-2A が胃粘膜に対してどのような影響を及ぼすのかについて、腫瘍

発生・増殖促進の観点から病理組織学的に検討することである。さらに、も

し LMP-2A が腫瘍発生や増殖促進に関わっていると考えられる場合には、そ

のメカニズムを分子生物学的に探り、EB ウイルス関連胃癌における LMP-

2A の造腫瘍能（tumorigenicity）や増殖過程への関与について検討すること

を目的とした。 
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第２章 材料と方法 

 

１. 材料 

マウスは C57/BL6-J（日本クレア）を用いた。また、Gan マウス（cytokeratin19

遺伝子のプロモーターの制御下に、Wnt1、Cox-2、mPGES-1 を胃粘膜で発現す

るように作製され、PCR 法で 3 種類全てが陽性であることが確認されたトラ

ンスジェニックマウス）は、寄託先の熊本大学生命資源研究支援センターから

提供を受けた 7 匹（雄 1 匹、雌 6 匹）を交配用として使用した。 

 

２. 方法 

 トランスジェニックマウスの作製 

我々の研究室で作製し飼育している LMP-2A 陽性トランスジェニックマ

ウスマウス（胃壁細胞のプロトンポンプである H,K-ATPase をプロモーター

として、EB ウイルス潜伏遺伝子である LMP-2A の cDNA を組み込んだトラ

ンスジェニックベクターを作成し（図 2）、C57BL/6 マウス受精卵に注入し、

仮親に移植して作成したもの）を熊本大学から供与された Gan マウスと交

図 2 LMP-2A トランスジェニックマウス作成時のベクター 
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配させ、トランスジェニックマウスを作製した。 

産まれた仔の尾先端部を切断採取して DNA を抽出し、KOD FX NEO

（TOYOBO, 大阪）を用いた PCR 法にて Genotype を確認した。LMP-2A が

陽性のものを LMP-2A マウス、Wnt1 が陽性のもの（K19-Wnt1）を Wnt マウ

ス、COX-2・mPGES-1 が陽性のもの（K19-C2mE）を C2mE マウス、LMP-2A

と COX-2・mPGES-1 が陽性のもの（LMP-2A/K19-C2mE）を LMP-2A/C2mE

マウス、Wnt1 と COX-2・mPGES-1 が陽性のもの（K19-Wnt1/C2mE）を Gan

マウス、LMP-2A と Wnt1、COX-2・mPGES-1 が陽性のものを LMP-2A/Gan マ

ウスと呼ぶ。4 種類全て陰性となったものは WT と表す（表 2）。 

 

 

表 2 本研究に使用されたトランスジェニックマウス一覧 
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 マウス解剖による胃粘膜の検討 

マウスは生後 25 週で頸椎脱臼にて屠殺し解剖した。摘出した胃を大弯線

で切開し、ゴム板に固定した。小弯線から半分の粘膜を採取し、扁平上皮、

体部腺、幽門腺、十二指腸の各部に切離して-80℃にて凍結保存した。肉眼的

に隆起性病変を認めた場合は短径（W）・長径（L）を計測後、周囲体部腺粘

膜と別に採取し凍結保存した。残り半分の胃はゴム板に固定したまま 10％

ホルマリンを浸透させた綿にて表面を被覆し、一時間程度半固定した後に、

10％ホルマリン溶液に沈め一晩固定した。 

ホルマリン固定後に約 4 ㎜幅で縦方向に分割し（図 3）、パラフィン包埋

ブロック作製後 3μm 厚で薄切し、HE 標本を作製した。スライド標本は、

対物20倍の倍率でNanoZoomer Digital Pathology （NDP） System （Hamamatsu 

図 3 マウス胃粘膜処理 

大弯側で切開し貼り付け後、小弯線にて半割。半分は 4 ㎜間隔で小弯線と平行に切り

出し組織標本を作製。もう半分は隆起病変部、扁平上皮、体部腺、幽門腺、十二指腸に

切り分けて-80℃にて冷凍保存した。 
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Photonics, Hamamatsu, Japan）を用いてデジタル画像として取り込んだ。 

HE 標本上、周囲粘膜から急峻な立ち上がりをもって隆起している部分を

隆起性病変部とし、最大割面にて同部の高さ（H）と面積（CS）をデジタル

画像にて測定した（図 4）。肉眼的に計測した病変部の長径短径の積を「肉

眼的面積（LW）」、デジタルで計測した最大割面の面積を「標本上隆起病変

部面積（CS）」とし、肉眼的面積と標本上の高さの積（LWH）、標本上隆起病

変部面積と直角方向の長さ（L）の積（CSL）を体積の指標とした。 

また組織学的に、Rogers のマウス胃粘膜の炎症・癌のスコアリング[75, 76]

（図 5）を参照に、腺窩上皮部分の腺管構造の乱れや細胞異型・核密度等を

考慮して Dysplasia グレード 0 から 4 までのグレードを定義し、各個体の

a）肉眼的に認識できた隆起性病変の長径（L）短径（W）（㎜）を解剖時に計測。肉眼的に腫

瘤が認識できない場合は０とした。 

b）ガラス標本をデジタル画像（Hamamatsu Nano zoomer）に取り込み、最大割面における

隆起性病変部（粘膜筋板まで）の面積（㎜²）、（CS）および高さ（㎜）（H）を測定した。組

織学的に Dysplasia グレード 2 以上に相当する箇所の面積（㎜²）（Dys）を測定した。 

図 4 隆起病変部の計測 
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Dysplasia グレードを評価した。評価に際しては病理専門医を含む 3 名の病

理医が判定し、意見の異なったものについては議論により統一した。各グレ

ードの基準は以下のとおりである（図 6 に組織像を示す）。 

グレード 0 Dysplasia はみられない  

 

グレード 1 Indeterminate for neoplasia： 

拡張、伸長、変形、back-to-back などのある異型腺管が局所的に見られ、

次の①から③のいずれかに当てはまるもの  

① 腺管の伸長により完全に固有腺上皮が消失したもの 

② 固有腺は残存するが、腺窩上皮の細胞異型があり、かつ腺管構造が単

純であるもの 

③ 粘液や化生の上にやや異型のある上皮が見られるが、腺管上皮は単純

であり、過形成や化生と迷うようなもの  

図 5 Dysplasia のグレード基準作成上参考にしたスキーム 

ヘリコバクター感染時のマウス胃粘膜組織像を対象とした Dysplasia のグレード

（Rogers, Histologic scoring of gastritis and gastric cancer in mouse models, 2012 よ

り一部抜粋） 
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グレード 2 Definite neoplasia： 

ヒトでいう Adenoma（腺腫）あるいは Low grade Dysplasia（軽度異型上皮）

相当の細胞異型があり、核は細長く基底側に配列し、粘膜表層までの腺管全

体にわたって核の密度が高い。腺管の拡張、分枝、陥入、癒合など腺管構造

がやや複雑である。 

 

グレード 3 Definite neoplasia with severe atypia： 

ヒトでいう上皮内癌あるいは High grade Dysplasia（高度異型上皮）相当の

細胞異型があり、核は丸く、極性が乱れており、クロマチンの増加や核分裂

像が見られる。または高度の構造異型があり、腺管の開口部が予測できない

ようなもの。 

 

グレード 4：Invasive adenocarcinoma：浸潤癌 

 

Dysplasia グレード 1 は構造異型・細胞異型的に腫瘍であるとは断定し難

い病変であり Dysplasia グレード 2 以上の病変を腫瘍性病変と定義し、腫瘍

部面積（Dys）としてデジタル画像上で計測した（図 4）。 
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図 6 Dysplasia のグレード基準と組織像 

構造異型、細胞異型の点から、グレード 2 以上を腫瘍性病変と定義した。 
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 免疫組織学的検討 

25 週で解剖したマウスのうち、同腹仔（同一の親から同時に生まれた仔）

のペア（C2mE マウス 10 匹・LMP-2A/C2mE マウス 10 匹 13 組、Wnt/C2mE

（Gan）マウス 8 匹・LMP-2A/Gan マウス 10 匹 14 組）のホルマリン固定パ

ラフィン包埋切片に対し、CD45, CD45R, F4/80, TFF2, Ki67, リン酸化 Stat3

（P-Stat3）の免疫染色を行った。Ki67 については、同腹仔群の中に C2mE マ

ウスで Dysplasia グレード 2 以上に相当する病変がなかったため、同腹仔で

ないが Dysplasia グレード 2 以上を示す 5 症例についても染色した。なお、

Phospho-Stat3 については Western blotting 後の確認として、C2mE マウス、

Gan マウス、LMP-2A/C2mE マウス 2 例について免疫染色を施行した。 

使用した一次抗体と希釈倍率は抗マウスCD45ラットモノクローナル抗体

（clone 30-F11, 1:400, BD Biosciences, NY, USA）、抗マウス CD45R ラットモ

ノクローナル抗体（cloneRA3-6B2, 1:1000, BD Biosciences, NY, USA）、抗マウ

ス F4/80 ラットモノクローナル抗体（clone Cl:A3-1, 1:1000, AbD Serotec, NC, 

USA,）、TFF2（Terifoil factor2）ウサギポリクローナル抗体（1:1000, proteintech, 

IL, USA）、抗ヒト Ki67 ウサギモノクローナル抗体（clone SP6, 1:400, SPRING 

BIOSCIENCE, CA, USA）、ラビットモノクローナル抗 phospho-Stat3（Tyr705） 

XP 抗体（clone D3A7, 1:100, Cell Signaling, USA）である。二次抗体と希釈倍
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率はビオチン標識抗ウサギ IgG 抗体（BA-1000, goat polyclonal, 1:500, Vector 

Laboratories, UK）、ビオチン標識抗マウス IgG 抗体（BA-9200, goat polyclonal, 

1:250, Vector Laboratories, UK）、ビオチン標識抗ラット IgG 抗体（BA-9400, 

goat polyclonal, 1:250, Vector Laboratories, UK）を使用した。 

自動染色装置である Ventana BenchmarkRXT Autostainer （Ventana Medical 

Systems, Tucson, AZ, USA）を用いて、染色条件は抗原賦活が Cell Conditioning 

solution （CC1-Tris based EDTA buffer, pH 8.0, Ventana Medical Systems）を用

いて Standard60 分、一次抗体の反応時間は 32 分、発色は I-VIEW DAB 

Universal Kit （Ventana Medical Systems）を使用した。 

免疫組織化学染色がなされた各スライド標本は、対物 20 倍の倍率で

NanoZoomer Digital Pathology （NDP）  System （Hamamatsu Photonics, 

Hamamatsu, Japan）を用いてデジタル画像として取り込んだ。CD45, CD45R, 

F4/80, TFF2 については取り込んだデジタル画像を、画像解析ソフト（Tissue 

Studio v.3.5, Definiens AG, Munich, Germany）を用い、図 7 のように①隆起病

図 7 免疫染色の評価 

CD45, CD45R, F4/80, TFF2 は粘膜内（粘膜筋板より上）を隆起病変部（①）と隣接部（②）

としてエリア設定し、評価した。 
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変部、②隣接部としてエリアを設定し解析した。 

Tissue Studio（TS）の条件は以下の通りである。CD45 は Solution: Nuclear 

Detection、Hematoxylin Threshold 1.2、IHC Threshold 0.2、Typical Nucleus Size 

30μm2、Active area10μm2以上とした。CD45R は Solution: Nuclear Detection、

Hematoxylin Threshold 1.2、IHC Threshold 0.2、Typical Nucleus Size 35μm2、

Active area10μm2 以上とした。F4/80 は Solution: Marker Area Detection、

Hematoxylin Threshold 2、IHC Threshold 0.2、Minimum Area 0μm2とした。

TFF2 は Solution: Marker Area Detection、Hematoxylin Threshold 2.0、 IHC 

Threshold 0.3、Minimum Area 100μm2とした。いずれもすべての解析結果の

画像を見直し、アーチファクトを陽性と判定した部分を除外、正しい部分を

採用という作業を繰り返して、目的とする部分のみが陽性となるようにした。 

 RNA 抽出と RT-PCR 

解剖時に採取し、－80℃にて凍結保存してあったマウス胃粘膜（WT マウ

スと C2mE マウスの体部腺粘膜、LMP-2A/C2mE マウス, Wnt/C2mE（Gan）

マウス, LMP-2A/Gan マウスの隆起病変部と周囲体部腺粘膜）から RNA を抽

出し、逆転写、PCR により LMP-2A/C2mE マウス、LMP-2A/Gan マウスにお

ける LMP-2A の発現を確認した。 

ISOGENⅡ（ニッポンジーン、富山）を用いて、バイオマッシャーⅡ（ニ
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ッピ、東京）でホモジナイズし、ISOGENⅡのプロトコールに従い RNA を抽

出した。得られた RNA に DNase 処理を加え（Recombinant DNaseⅠ（RNase-

free）, TaKaRa）、NanoDrop（Thermo Scientific, MA, USA）にて定量後、ReverTra 

Ace qPCR RT Kit（TOYOBO, 大阪）を用いて逆転写し cDNA を得た。得られ

た cDNA をサンプルとして KAPA SYBR FAST qPCR MASTER MIX（Life 

technologies, CA, USA）を用い、Illumina ECO realtime PCR（アズワン、大阪）

にて LMP-2A の発現を確認した（LMP-2A のプライマーは 92bp）。PCR 条件

は 50℃2 分→95℃1 分→（95℃5 秒→63 度 30 秒）×40 サイクル→95℃15 秒

→55 秒 15 秒→95℃15 秒である。PCR 産物は 2％アガロースゲルにて電気泳

動した（100V 30 分）（図 8）。 

 

図 8 胃粘膜での LMP-2A 発現確認 

 

LMP-2A/C2mE マウスと LMP2-A/Gan マウスの胃粘膜で LMP-2A の発現が確認された。 

（T: 隆起病変部 F: 周囲体部腺粘膜） 
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 蛋白抽出 

Lysis buffer とマウス胃粘膜凍結検体（WT マウス、C2mE マウス、LMP-

2A/C2m マウス E、Gan マウス、LMP-2A/Gan マウスの隆起病変部と周囲体

部腺粘膜）を、Minilys（エムエス機器、大阪）を用いて、専用のチューブと

酸化ジルコニウムビーズ 5 ㎜ 2 個、2.8 ㎜ 6 個と共にホモジナイズし、上清

を蛋白溶液とした。マウス胃粘膜からの蛋白抽出に用いた Lysis Buffer の組

成は以下の通りである。50mM Tris-HCl（pH7.5）、150mM NaCl, 1% Trion-X, 

0.1%SDS、10% glycerol, 2mM EDTA、10mM NaF、 Protease inhibitor cocktail

（Roche, Switzerland）、Phosphatase inhibitor（PhosStop, Roche, Switzerland）。

BCA 法（BCA Protein Assaying Reagent, Piece Laboratories）にてこの溶液の蛋

白濃度を定量した。 

 Western blotting 

濃度測定後の上記蛋白溶液を Lysis buffer にて希釈し、蛋白 20μg あるい

は 10μg 相当のサンプルを準備した。6xSDS sample buffer （0.35M Tris-HCl 

（pH6.8）, 10% SDS, 30% glycerol, 9.3% DTT Bromophenol Blue）を加え、95℃

で 5 分加熱して泳動の試料とした。SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動

法（10% polyacrylamide gel、100V 定圧、90 分泳動）により蛋白を分離した

後、250mV、90 分にて PVDF （polyvinylidene difluoride）メンブレン
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（Immovilon-P Transfer Membrane, Millipore, MA, USA）へ転写した。転写し

たメンブレンは 5％スキムミルクを含む 0.1％Tween20-TBS に浸漬し、室温

で 30 分ブロッキングを行った後、各一次抗体と 4℃で一晩反応させた。リ

ン酸化抗体については、その後 0.1％Tween20-TBS による洗浄とストリッピ

ング溶液（和光純薬、大阪）によるストリッピング後に再度 Total 抗体によ

る免疫染色を行った（抗EGFR抗体については、先にTotal抗体、次にPhospho-

EGFR 抗体とした）。使用した一次抗体の種類と希釈倍率は以下のとおりで

ある。マウスモノクローナル抗β-catenin 抗体（clone 14/Beta-Catenin, 1:5000, 

BD Biosciences, NY, USA）およびマウスモノクローナル抗 Active β-catenin

抗体（clone 8E7, 1:1000, Millipore, CA, USA, Ser37 と Thr41 がリン酸化されて

いないβ-catenin＝非リン酸化型β-catenin を認識）、ラビットモノクローナ

ル抗 phospho-Akt（Ser473） XP抗体（clone D9E, 1:1000, Cell Signaling, USA） 、

ラビットモノクローナル抗 Akt（Pan）抗体（clone C67E7, 1:1000, Cell Signaling, 

USA）、ラビットモノクローナル抗 MTA1 XP 抗体（clone D40D1, 1:1000, Cell 

Signaling, USA）、ラビットモノクローナル抗 Phospo-GSK-3β(Ser9) XP 抗体

（clone D85E12, 1:1000, Cell Signaling, USA）、ラビットモノクローナル抗

GSK-3β抗体（clone 3D10, 1:1000, Cell Signaling, USA）、ラビットモノクロー

ナル抗phospho-p70 S6 Kinase（Thr389）抗体（clone 108D2, 1:1000, Cell Signaling, 
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USA） 、ラビットモノクローナル抗 p70 S6 Kinase 抗体（clone 49D7, 1:1000, 

Cell Signaling, USA）、ラビットポリクローナル抗 phospho-p44/42MAPK

（Erk1/2）（Thr202/Tyr204）抗体（1:1000, Cell Signaling, USA） 、ラビットポ

リクローナル抗 p44/42MAPK（Erk1/2）抗体（1:1000, Cell Signaling, USA） 、

ラビットモノクローナル抗 Phospo-EGF Receptor(tyr1068) XP 抗体（clone 

D7A5, 1:1000, Cell Signaling, USA）、ラビットモノクローナル抗 EGF Receptor 

XP 抗体（clone D38B1, 1:200, Cell Signaling, USA）、ラビットモノクローナル

抗 phospho-Stat3（Tyr705）抗体（clone D3A7, 1:2000, Cell Signaling, USA） 、

ラビットモノクローナル抗 Stat3 抗体（clone 124H6, 1:1000, Cell Signaling, 

USA） 、ラビットモノクローナル抗 GSK-3β抗体（clone 3D10, 1:1000, Cell 

Signaling, USA）、マウスモノクローナル抗β-Actin（clone AC-15, 1:10000, 

Sigma Aldrich, MO, USA）。翌日、HRP 酵素標識二次抗体（Jackson Immuno 

Research, PA, USA 1:10000）と室温で 1 時間反応させた。メンブレンを化学

発光試薬（Immunostar Reagent およびより高感度である Immunostar LD、和

光純薬工業、大阪）と反応させた後、発生した光をルミノイメージアナライ

ザーLAS4000mini（FUJIFILM、東京）または ChemiDoc touch（BIO RAD, CA, 

USA）を用いて検出、シグナルの volume を定量し、β-Actin のシグナルの値

で除し、各バンドのシグナル値とした。 
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 リン酸化受容体型チロシンキナーゼ抗体アレイ 

Proteome Profiler Mouse Phospho-RTK Array Kit （R&D Systems, MN, USA）

を使用し、プロトコールに従ってリン酸化受容体型チロシンキナーゼの検出

を行った。上記のように抽出した蛋白溶液（LMP-2A/C2mE マウス隆起病変

部、Gan マウス隆起病変部、C2mE マウス隆起病変部、WT 体部腺粘膜）に

て蛋白 90μg 相当ずつを使用し、各々Array buffer と Lysis buffer にて 1.5ml

に希釈しサンプルとした。マルチディッシュの各ウェルにアレイ（メンブレ

ン）と block buffer を入れ一時間振盪後、block buffer を捨てサンプルを入れ、

４℃で一晩インキュベートした。Wash buffer にて洗浄後乾燥させたメンブレ

ンをマルチディッシュの各ウェル内に戻し HRP 標識抗リン酸化チロシン抗

体を各ウェルに加え、室温にて二時間振盪させた。付属の発光試薬で反応さ

せ、発生した光を ChemiDoc touch（BIO RAD, CA, USA）を用いて検出し、

各スポットの Pixel Density を算出し、同じ抗体に対する 2 か所のスポットの

平均値をとり、WT を 1 としたときの相対値を求めた。 

 動物実験計画の申請と承認に関する事項 

本実験を実施するに当たって、東京大学動物実験実施規則及び東京大学動

物実験実施マニュアルに基づき、動物実験計画書を提出、承認を受けた（医

-P08－125、医-P13-088）。また、遺伝子改変動物の作製に当たっては遺伝子
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組み換え実験等の使用等の規則による生物の多様性の確保に関する法律（平

成 15 年法律第 97 号）及び東京大学遺伝子組み換え実験等の使用等実施規則

に基づき、第二種使用等拡散防止措置承認を受けた（承認番号 10）。 

 統計学的評価 

すべての統計学的解析は R version 3.0.2 （The R Foundation for Statistical 

Computing, Vienna, Austria）を組み込んだ EZR version1.23（自治医科大学附

属さいたま医療センター、埼玉）を用いた[77]。すべての P 値は両側 0.05 未

満で有意とした。マウス解剖所見および免疫染色の所見についての分析では、

名義変数の比較には Fisher の正確検定を、連続変数の 2 群間比較には Mann-

Whitney U 検定（独立するデータ）と Wilcoxon 符号付順位和検定（同腹仔間

比較や同一個体内比較などの対応データ）を行った。3 群以上の独立する連

続変数の比較には Kruskal-Wallis 検定を行った。二つの連続変数の相関は

Spearman の順位相関係数を用いた。また、ウェスタンブロッティングにおけ

る腫瘍部と周囲体部腺粘膜のシグナル比較には対応のある t 検定を用いた。 
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第３章 結果 

 

１. トランスジェニックマウスの解剖による、胃粘膜に対する LMP-2A の機能

の検討 

 胃粘膜解剖所見 

LMP-2A が胃に発現するトランスジェニックマウスと、Wnt1 と PGE2 が

胃に発現する Gan マウスの交配によって得られたマウス 171 匹（表 2）のう

ち 106 匹を 25 週で解剖した。交配により得られたトランスジェニックマウ

スと、そのうち 25 週で解剖したマウスの内訳を図 9 に示す。 

解剖後、25 週胃粘膜における肉眼的・組織学的変化を観察し、隆起病変部

図 9 解析に用いたトランスジェニックマウス内訳 

25 週での解剖は、C2mE マウスと LMP-2A/C2mE マウス、Gan マウスと LMP-2A/Gan

マウスの比較を念頭に、これらのマウスを中心に行った。 
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の大きさ、組織学的基準に基づき評価した腫瘍の発生率と大きさ、隆起病変

部に占める腫瘍部の面積割合について Genotype により比較し、LMP-2A 発

現が加わることによる胃粘膜への影響を検討した。 

１) 胃粘膜の肉眼的変化 

25 週解剖マウスでは、WT マウスと Wnt マウス、LMP-2A マウス、LMP-

2A/Wnt マウスでは、明らかな肉眼病変は認められなかった。 

一方、C2mE マウスで 61.1％、LMP-2A/C2mE マウスで 90.5％、Wnt/C2mE

（Gan）マウスで 100％、LMP-2A/Gan マウスで 95.7％のマウスで胃粘膜に隆

起性病変が生じた（図 10）。 

図 10 肉眼的隆起性病変の形成率  

ＬMP-2A/C2mE マウス、Gan マウス、LMP-2A/Gan マウスの肉眼的隆起性病変の形成率（25

週解剖時）は WT に比べ有意に高かった（p=0.00949, P=0.00285, P=0.00079）。棒グラフ上

の数値は（発生個体数/解剖個体数）を示す。 
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２) 隆起病変部の組織学的特徴 

25 週解剖マウスを組織学的に観察したところ、C2mE マウス、LMP-

2A/C2mE マウス、Gan マウス、LMP-2A/Gan マウスについてはいずれの個体

においても組織学的に何らかの変化を伴った隆起性病変が認められた。 

隆起性病変部は多彩な成分からなるが、Genotype により全く性質が異なる

ものではなく、一連の病変として説明可能なものであった。 

主な成分として腺窩上皮細胞の増加からなる過形成（Hyperplasia）と十二

指腸 Brunner 腺や胃幽門腺様の粘液細胞が多数出現する粘液化生（Mucinous 

metaplasia）、および扁平上皮円柱上皮境界部を起点とした異型腺窩上皮の増

生からなる Dysplasia が認められ（図 11）、隆起病変部は、Dysplasia と背景

の過形成・粘液化生を含めた病変全体に相当するものであった。 

隆起病変部にはリンパ球を主体とし、好中球を含む炎症細胞浸潤が起こっ

ていた。炎症の激しい症例では、好中球浸潤が高度である傾向があり、粘膜

下層あるいは筋層にまで炎症細胞浸潤が及び、粘膜筋板下で巣状の炎症細胞

集塊を成していた。 
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A 
B 

C 

A B 

C-2 C-1 

図 11 隆起病変部の組織学的特徴 

LMP-2A/C2mE マウス（25 週）にできた病変。（A）明瞭な隆起性病変を形作り、核の腫

大・核密度上昇などの細胞異型や不規則に分枝する腺管などの構造異型を伴った異型腺窩

上皮（Dysplasia）、（B）腺窩上皮や体部腺の伸長からなる過形成（Hyperplasia）と過形成

的な粘液化生（Mucinous metaplasia）の成分（B・C-1）が主体をなし、粘膜間質から筋

層にかけて炎症細胞浸潤を認め、炎症の程度が強いものでは粘膜筋板下に巣状の浸潤が見

られた（C-2）。 

0 1 2 3 ㎜ 
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３) 隆起病変部の大きさ 

C2mE マウス、LMP-2A/C2mE マウス、Gan マウス、LMP-2A/Gan マウスの

隆起病変部の大きさについて、解剖時に計測した長径短径から算出した肉眼

面積（LW）、デジタル画像上で計測した断面積（CS）と、体積（LWH）、体

積（CSL）で比較し、LMP-2A の発現が加わることで隆起性病変全体の大き

図 12 隆起病変部の大きさについての比較 

 
組織標本上の断面積（CS）、体積（長径×短径×標本上の高さ:LWH、標本上断面積×短

径:CSL）において LMP-2A/Gan マウスと Gan マウス、LMP-2A/C2mE マウス、C2mE マ

ウスの各 Genotype との間に有意差がみられた。（Genotype 下の数字は median を示す。） 
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さに影響があるか検討した。 

その結果、断面積と体積は LMP-2A/Gan マウスのほうが Gan マウスより

も大きかった（CS: p=0.0349, CS×L:p=0.0349, L×W×H: p=0.0304）（図 12）。 

 

また、C2mE マウスと LMP-2A/C2mE マウスの同腹仔で比較すると、隆起

病変部の肉眼サイズ、切片上断面積ともに、LMP-2A/C2mE マウスが C2mE

マウスよりも有意に大きかった（p=0.0327, p=0.0215）（図 13）。 

 

図 13 C2mE マウスと LMP-2A/C2mE マウスの同腹仔における隆起病変部

大きさの比較 

肉眼サイズ、組織切片上サイズともに LMP-2A/C2mE マウスのほうが大きかった。 
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LMP-2A/Gan マウスと Gan マウスの同腹仔ペアで比較すると、隆起病変部

の断面積では、LMP-2A/Gan マウスが Gan マウスより有意に大きかった

（LMP-2A/Gan マウス平均 5.80μ㎜２、median6.53μ㎜２、Gan マウス平均 3.79

μ㎜２、median2.91μ㎜２、p=0.0419）（図 14）。 

 

 

  

図 14 LMP-2A/Gan マウスと Gan マウスの同腹仔における隆起病変部大きさ

の比較 

組織切片上サイズは LMP-2A/Gan マウスのほうが有意に大きかった。 
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４) Dysplasia グレードの評価 

25 週で解剖したマウスの胃粘膜について組織像を観察し、Dysplasia につ

いて、図 6 の Dysplasia 評価基準に従いグレーディングを行った。Genotype

ごとのグレードの内訳を図に示す（図 15）。グレード１は C2mE マウスに多

く、グレード 3 は LMP2A マウスや Gan マウスに多かった。LMP-2A マウス

では 1 /9 例（11.1%）で、1 ㎜以下の微細な Dysplasia 病変（2 か所）が認め

られた（図 16）。WT マウスと Wnt マウス、LMP-2A/Wnt マウスでは、組織

学的にも明らかな変化は認めなかった。 

 

図 15 Genotype ごとの Dysplasia グレードの内訳 

C2mE マウスではグレード 1、LMP2A/C2mE マウスではグレード 2 が多く、LMP2A/Gan

マウスや Gan マウスではグレード 2 やグレード 3 が多かった。 
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腫瘍部での細胞増殖の様子を検討するために、Ki67 の免疫染色を施行し

たところ、過形成や Dysplasia グレード 1 に相当する部分では増殖帯が染色

されるのに対し、Dysplasia グレード 2 以上の腫瘍部においては粘膜表層部

から深部まで腫瘍細胞が散在性に染色され（図 17）、粘膜構造が異常を来た

し極性が失われていることが伺われた。 

 

9 例中 1 例に a）Dysplasia グレード 1 相当（体部腺領域） b）Dysplasia グレード 2 相当

（幽門腺領域）の微小病変が見られた。 

図 16  LMP-2A トランスジェニックマウスの一例に見られた Dysplasia 
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図 17 Ki67 免疫染色の染色像 

過形成や Dysplasia グレード 1 相当の箇所では増殖帯が保たれていたが、Dysplasia 

グレード2以上の腫瘍部では粘膜表層部から深部まで腫瘍細胞が散在性に染色された。

（写真は LMP-2A/C2mE マウス。） 
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５) 腫瘍発生率 

Dysplasia グレード 2 以上の病変を腫瘍と定義し、C2mE マウス、LMP-

2A/C2mE、Gan マウス、LMP-2A/Gan マウスでその発生率を Genotype 間で比

較、LMP-2A 発現が加わることで腫瘍発生に影響があるかを検討した。 

腫瘍発生率は C2mE マウスで 27.8％、LMP-2A/C2mE マウスで 66.6％、Gan

マウスで 95.2％、LMP-2A/Gan マウスで 100％であり、C2mE マウスと LMP-

2A/C2mE マウスの間には有意な差がみられた（p=0.0248）（図 18）。 

図 18 組織学的腫瘍発生率（25 週解剖マウス） 

Dsplasia グレード 2 以上の病変を腫瘍と定義すると、C2mE マウスよりも LMP-

2A/C2mE マウスの腫瘍発生率が高かった（p=0.0248）。Gan マウスと LMP-2A/Gan マ

ウスの腫瘍発生率には有意差がなかった（P=0.477）。 
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Gan マウスと LMP-2A/Gan マウスでは腫瘍発生率に差はなく（P=0.477）

（図 18）、Dysplasia グレード 3 病変の発生率においても差はなかった

（p=0.371）。 

 LMP-2A が加わる効果をさらに詳細に検討するため、C2mE マウスと

LMP-2A/C2mE マウスの同腹仔ペア、および Gan マウスと LMP-2A/Gan マウ

スの同腹仔ペアを全て抽出し、それぞれ比較した。 

25 週で解剖したマウスのうち、C2mE マウスと LMP-2A/C2mE マウスで同

腹仔がいる個体は、C2mE マウス 10 匹、LMP-2A/C2mE マウス 10 匹で、ペ

アとしては 13対であった。肉眼的隆起性病変はC2mEマウスで 5匹（50％）、

LMP-2A/C2mE マウスで 10 匹（100％）に認め、LMP-2A/C2mE マウスで有

図 19 C2mEマウスと LMP-2A/C2mEマウスの同腹仔群における病変発生

率の比較 

肉眼的隆起病変、腫瘍（Dysplasia グレード 2 以上）ともに LMP-2A/C2mE マウスのほうで

発生率が高かった。 
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意に多かった（p=0.0325）。Dysplasia グレード 2 以上の腫瘍発生を示した個

体は C2mE マウス 0 匹（0％）、LMP-2A/C2mE7 匹（70%）で、発生率に有意

差を認めた（p=0.0031）（図 19）。 

また、25 週で解剖したマウスのうち、Gan マウスと LMP-2A/Gan マウス

で同腹仔がいる個体は、Gan マウス 8 匹、LMP-2A/Gan マウス 10 匹で、ペア

としては 14 対であった。肉眼的隆起性病変は全個体で認められ、そのうち

組織学的に Dysplasia グレード 2 以上の腫瘍発生を示した個体は、Gan マウ

ス 7/8 匹（87.5％）、LMP-2A/Gan マウス 10/10 匹（100%）で、発生率には有

意差を認めなかった（p=0.444）（図 20）。Dysplasia グレードの分布にも有意

な差はみられなかった（図 20）。 

 

図 20  Gan マウスと LMP-2A/Gan マウスの同腹仔群での腫瘍発生率 

両群の腫瘍発生率に有意な差は見られなかった（p=0.444）。また、同腹仔ペア(14 組)同士

を対応させた比較ではグレードの差は有意でなかった（p=0.824）。 
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６) 腫瘍部面積 

C2 mE マウス、LMP-2A/C2mE マウス、Gan マウス、LMP-2A/Gan マウス

について、最大割面における Dysplasia グレード 2 以上の腫瘍部面積（Dys）

をデジタル画像上で計測し Genotype 間で比較、LMP-2A 発現が加わること

により腫瘍の大きさに影響があるかを検討した。 

腫瘍部面積には LMP-2A/Gan とその他の Genotype の間に有意差が見られ

（図 21）、Gan マウスよりも LMP-2A/Gan マウスで腫瘍部面積が広いことが

判明した（p=0.0386）。C2mE マウスと LMP-2A/C2mE マウスの間には有意差

は見られなかった(p=0.170)。 

図 21 腫瘍部（Dysplasia グレード 2 以上）面積の比較 

標本上での Dysplasia グレード 2 以上の腫瘍部面積は、Gan マウスよりも LMP-2A/Gan マ

ウスで有意に広かった（p=0.0386）。C2mE マウスと LMP-2A/C2mE マウスの間には有意

差は見られなかった(p=0.170)。Genotype 下の数字はそれぞれの median を表す。 
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C2mE マウスと LMP-2A/C2mE マウスの同腹仔ペアで比較すると、

Dysplasia グレード 2 以上の面積は C2mE マウス 0 に対し、LMP-2A/C2mE マ

ウスの平均値は 2.43μ㎜２、median は 1.23μ㎜２であった（p=0.00583）（図 

22）。 

LMP-2A/Gan マウスと Gan マウスは、同腹仔ペアで比較すると、Dysplasia 

グレード 2 以上の腫瘍部面積に有意な差が見られなかった（LMP-2A/Gan マ

ウス平均 4.16μ㎜２、median4.44μ㎜２、 Ganマウス平均 2.54μ㎜ 2、median1.75

μ㎜２、p=0.0676）（図 22）。 

図 22 C2mE マウスと LMP-2A/C2mE マウスの同腹仔、LMP-2A/Gan マウ

スと Gan マウスの同腹仔における腫瘍部断面積比較 

C2mE には Dysplasia グレード 2 以上に相当する腫瘍部は見られなかった。LMP-2A/Gan

マウスと Gan マウスは同腹仔ペアで比べると有意な差が得られなかった(p=0.0676)。 
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７) 隆起病変部において腫瘍部が占める面積の割合 

C2mE マウス、LMP-2A/C2mE マウス、Gan マウス、LMP-2A/Gan マウスに

ついて、隆起病変部の中で Dysplasia グレード 2 以上の腫瘍部面積がどの程

度の割合を示すかを算出し Genotype 間で比較した。 

その結果、C2mE マウス・LMP-2A/C2mE マウスと Gan マウス・LMP-2A/Gan

マウスの間に有意差が認められた（LMP-2A/C2mE マウスと Gan マウスで

p=0.0430、C2mE マウスと Gan マウス、C2mE マウスと LMP-2A/Gan マウス、

LMP-2A/C2mE マウスと LMP-2A/Gan マウスで p<0.001）が、C2mE マウスと

LMP-2A/C2mE マウス（p=0.142）および Gan マウスと LMP-2A/Gan マウス

（p=0.360）の間では有意差は認められなかった（図 23）。 

図 23 隆起病変部において Dysplasia グレード 2 以上の腫瘍部が占める割合 

C2mE マウス・LMP-2A/C2mE マウスと Gan マウス・LMP-2A/Gan マウスの間に有意差

が認められた。C2mE マウスと LMP-2A/C2mE マウス（p=0.142）および Gan マウスと

LMP-2A/Gan マウス（p=0.360）の間では有意差は認められなかった。***p<0.001  
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LMP-2A/C2mE マウスと C2mE マウスの同腹仔ペアの比較では、隆起性病

変部において腫瘍部の占める割合は、C2mE で 0％に対し、LMP-2A/C2mE マ

ウスでは平均値 38.8％、median34.0％であった（p=0.00583）（図 24）。 

また LMP-2A/Gan マウスと Gan マウスの同腹仔ペアの比較では、隆起病

変部に占める腫瘍部の割合に有意差は認めなかった（LMP-2A/Gan マウス平

均 73％、median73％、Gan マウス平均 66％、median76％、P=0.761）（図 24）。 

C2mE マウスでは LMP-2A/C2mE マウスとの同腹仔群の中で Dysplasia グレード 2 以上

に相当する腫瘍部は見られなかった。LMP-2A/Gan マウスと Gan マウスの同腹仔の比較で

は、隆起病変部のなかで腫瘍部が占める割合には差がなかった。 

図 24 C2mE マウスと LMP-2A/C2mE マウスの同腹仔、および LMP-2A/Gan

マウスと Gan ウスの同腹仔における隆起病変部内で腫瘍部が占める割合比較 
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 隆起病変部に対する免疫組織学的検討 

25 週で解剖したマウスのうち、同腹仔のペア（C2mE マウス 10 匹・LMP-

2A/C2mE マウス 10 匹：13 組、Gan マウス 8 匹・LMP-2A/Gan マウス 10 匹：

14 組）のホルマリン固定パラフィン包埋切片に対し、白血球共通抗原である

CD45（炎症細胞一般を認識）、 B 細胞を認識する CD45R、マクロファージ

を認識する F4/80、粘液化生である SPEM を認識する TFF2 の免疫染色を行

い、隆起性病変部および隣接部における陽性細胞浸潤数（CD45, CD45R）あ

るいは浸潤面積（F4/80, TFF2）を測定、同腹仔ペア間で比較し、炎症細胞浸

潤や SPEM（spasmolytic polypeptide-expressing metaplasia）が LMP-2A 発現が

加わることでどう変わるかの検討を行った。 
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１) CD45  

白血球共通抗原を認識し炎症細胞一般で陽性となる CD45 陽性細胞は、病

変部間質に散在性に浸潤し、浸潤の強い症例では粘膜筋板下に巣状の集簇が

見られた（図 25）。 

図 25 CD45(白血球共通抗原を認識）の染色

像 A）LMP-2A/C2mE マウスの一例 B）間質の間に散在して浸潤していた。 C）粘膜筋板

下に集簇巣を形成していた。 D）WT 粘膜にはほとんど浸潤がみられなかった。 
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図 26 CD45 陽性細胞（白血球共通抗原）浸潤数の比較 

いずれの Genotype でも、隆起病変部のほうが単位当り浸潤数が多かった。 

C2mE マウスと LMP-2A/C2mE マウスの比較では隆起病変部（①）では実数、単位面積

当たり数ともに LMP-2A/C2mE マウスのほうが多かったが、隣接部（②）では有意差は

なかった。LMP-2A/Gan マウスと Gan マウスの比較では隆起病変部（①）・隣接部（②）とも

に有意差がなかった。 
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単位面積当たりの CD45 陽性細胞数は、全 Genotype で隣接部より隆起病

変部のほうが有意に多かった（C2mE マウス: p=0.00391、LMP-2A/C2mE マ

ウス: p=0.00195、Gan マウス: p=0.00781、LMP-2A/Gan マウス: p=0.00195）。 

C2mE マウスと LMP-2A/C2mE マウスの同腹仔ペアで比較すると、隆起病

変部では陽性細胞数・単位当たり陽性細胞数、ともに LMP-2A/C2mE マウス

でのほうがC2mEマウスでよりも有意に多かった（陽性細胞数: p=0.000244、

1 ㎜ 2 あたり陽性細胞数: p=0.000488）。隣接部では、陽性細胞数・単位当た

り陽性細胞数、ともに LMP-2A/C2mE と C2mE に有意な差はみられなかった

（陽性細胞数: p=0.937、1 ㎜ 2あたり陽性細胞数: p=0.414）。 

Gan マウス・LMP-2A/Gan マウスの同腹仔ペアで比較すると、隆起病変部

では陽性細胞数・単位当たり陽性細胞数、ともに有意差は見られなかった（陽

性細胞数: p=0.715、1 ㎜ 2あたり陽性細胞数: p=0.358）。腫隣接部でも、陽性

細胞数・単位当たり陽性細胞数、ともに有意な差はみられなかった（陽性細

胞数:p=0.346、1 ㎜ 2あたり陽性細胞数: p=0.542）（図 26）。 
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２) CD45R 

B細胞を表すCD45R陽性細胞の浸潤は散在性に少数認められた（図 27）。 

A）LMP-2A/C2mE マウスの一例 B） 散発的に少数が染色された。 C） WT の粘

膜。正常粘膜にはほとんど浸潤がみられない。 

図 27 CD45R（B 細胞）の染色像 
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単位面積当たりの CD45R の陽性細胞数は、いずれの Genotype でも隣接部

より隆起病変部のほうが有意に多かった（図 28）（C2mE マウス: p=0.00195、

LMP-2A/C2mE マウス: p=0.00195、Gan マウス: p=0.00781、LMP-2A/Gan マウ

ス: p=0.00195）。 

図 28 CD45R 陽性細胞（B 細胞）浸潤数

いずれの Genotype においても、隆起病変部のほうが単位当り浸潤数が多かった。C2mE マ

ウスと LMP-2A/C2mE マウスの比較では病変部（①）では実数、単位面積当たり数ともに

LMP-2A/C2mE マウスのほうが多かったが、隣接部（②）では有意差はなかった。LMP-

2A/Gan マウスと Gan マウスの比較では病変部（①）・隣接部（②）ともに有意差がなかった。 
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C2mE マウスと LMP-2A/C2mE マウスの同腹仔ペアで比較すると、隆起病

変部では陽性細胞数・単位当たり陽性細胞数ともに LMP-2A/C2mE マウスで

のほうが有意に多かった（陽性細胞数: p=0.00171、1 ㎜ 2あたり陽性細胞数: 

p=0.00122）。隣接部では陽性細胞数・単位当たり陽性細胞数ともに LMP-

2A/C2mE マウスと C2mE マウスに有意な差はみられなかった（陽性細胞数: 

p=0.676、1 ㎜ 2あたり陽性細胞数:p=1.00）（図 28）。 

Gan マウスと LMP-2A/Gan マウスの同腹仔ペアで比較すると、隆起病変部

では陽性細胞数・単位当たり陽性細胞数、ともに有意差はなかった（陽性細

胞数: p=0.903、1 ㎜ 2あたり陽性細胞数: p=0.583）。隣接部では陽性細胞数・

単位当たり陽性細胞数とも Gan マウスと LMP-2A/Gan マウスに有意な差は

みられなかった（陽性細胞数:p=1.0、1 ㎜ 2 あたり陽性細胞数: p=0.834）（図 

28）。 
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３) F4/80 

マクロファージを表す F4/80 陽性細胞は、隆起病変部間質の間を這うよう

に浸潤し、程度の強いものでは、筋板下に集簇する浸潤巣がみられた（図 29）。 

図 29 F4/80（マクロファージ）の染色像 

A）LMP-2A/C2mE マウスの一例 B）間質の間を這うように浸潤していた。 C）粘膜筋

板下に集簇巣を形成していた。 D）WT の粘膜。正常粘膜にはほとんど浸潤がみられない。 
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対象領域に占める F4/80 の陽性面積割合は、いずれの Genotype でも隣接

部より隆起病変部のほうが有意に高かった（図 30）（C2mE マウス: p=0.00195、

LMP-2A/C2mE マウス: p=0.00195、Gan マウス: p=0.00781、LMP-2A/Gan マウ

ス: p=0.00195）。 

C2mE マウスと LMP-2A/C2mE マウスの同腹仔ペアで比較すると、隆起病

変部では陽性面積・単位当たり陽性面積、ともに LMP-2A/C2mE マウスのほ

うが高かった（図 30）（陽性細胞面積: p=0.00244、1 ㎜ 2 あたり陽性細胞面

積: p=0.00244）。隣接部では、陽性細胞面積・単位当たり陽性細胞面積、とも

に LMP-2A/C2mE マウスと C2mE マウスに有意な差はみられなかった（陽性

細胞面積: p=0.685、1 ㎜ 2あたり陽性細胞数: p=0.529）。 

Gan マウスと LMP-2A/Gan マウスの同腹仔ペアで比較すると、隆起病変部

では陽性面積・陽性面積割合、ともに有意差は認めなかった（図 30）（陽性

面積: p=0.903、陽性面積割合: p=0.583）。隣接部では陽性面積・陽性面積割合、

ともに Gan マウスと LMP-2A/Gan マウスに有意な差はみられなかった（陽

性細胞面積: p=0.173、陽性細胞数: p=0.0906）。 
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図 30 F4/80（マクロファージ）陽性面積の比較 

C2mE マウス、LMP-2A/C2mE マウスともに隆起病変部（①）のほうが単位面積あたりの

浸潤面積が広い。C2mE マウスと LMP-2A/C2mE マウスの比較では、隆起病変部では実

面積、単位面積当たりの面積、ともに LMP-2A/C2mE マウス のほうが広かったが、隣接

部では有意差は見られなかった。LMP-2A/Gan マウスと Gan マウスの比較では隆起病変

部（①）・隣接部（②）ともに有意差はなかった。 
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４) TFF2（trefoil factor 2） 

SPEM（spasmolytic polypeptide-expressing metaplasia）で陽性となる TFF2 は、

過形成的な粘液細胞化生の部分に陽性となった（図 31）。 

図 31  TFF2 の染色像 

A）LMP-2A/C2mE マウスの一例。B）Dysplasia 内の粘液化生部分および C）過形成性粘液化

生部分の細胞質に陽性となった。D）E）正常マウス胃粘膜では体部腺頸部粘液細胞、幽門腺、ブ

ルンネル腺の細胞質に陽性となった。 
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対象領域に占める TFF2 の陽性面積割合は、C2mE マウス・LMP-2A/C2mE

マウスでは隣接部と隆起病変部で有意な差は認めなかった（C2mE マウス: 

p=0.275、LMP-2A/C2mE マウス: p=0.322）が、Gan マウス・LMP-2A/Gan マ

ウスでは、隆起病変部のほうが多かった（Ganマウス: p=0.00781、LMP-2A/Gan

マウス: p=0.00391）。 

C2mE マウス・LMP-2A/C2mE マウスの同腹仔ペアで比較すると、隆起病

変部では LMP-2A/C2mE マウスのほうが陽性面積は有意に広かったが、対象

領域に占める陽性面積の割合には有意な差が見られなかった（陽性面積: 

p=0.00394、陽性面積割合: p=0.542）。隣接部では、陽性細胞面積・陽性面積

割合、ともに LMP-2A/C2mE マウスと C2mE マウスに有意な差はみられなか

った（陽性面積: p=0.237、陽性面積割合: p=0.945）。 

Gan マウス・LMP-2A/Gan マウスの同腹仔ペアで比較すると、隆起病変部

では、陽性面積に有意な差は見られなかったが、陽性面積割合は、Gan マウ

スのほうが有意に高かった（陽性細胞面積: p=0.391、陽性細胞面積割合: 

p=0.0494）。隣接部では、陽性細胞面積・単位当たり陽性細胞面積ともに Gan

マウスと LMP-2A/Gan マウスに有意な差はみられなかった（陽性細胞面積: 

p=0.715、陽性面積割合: p=0.715）（図 32）。 
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図 32 TFF2 陽性面積の比較 

C2mE マウスと LMP-2A/C2mE マウスでは病変部と隣接部で陽性面積に有意差は見られ

なかった。 LMP-2A/Gan マウスと Gan マウスはともに TFF2 陽性面積は病変部のほうが高

かった。  

C2mE マウスと LMP-2A/C2mE マウスの比較では LMP-2A/C2mE マウスのほうが病変

部における陽性面積が広かったが、陽性面積の割合では差がなかった。隣接部では有意差

がみられなかった。 LMP-2A/Gan マウスと Gan マウスを比較すると、病変部では LMP-

2A/Ganマウスのほうが陽性面積の割合が高かった。隣接部では有意差は見られなかった。 
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また TFF2 の陽性面積と Dysplasia グレード 2 以上範囲面積の間には正の

相関が見られた（ρ=0.772, p＜0.001）(図 33)。Genotype ごとに検討したとこ

ろ、LMP-2A/C2mE マウスと LMP-2A/Gan マウスにおいて強い相関が認めら

れた（LMP-2A/C2mE マウス :ρ=0.804 p=0.00508, Gan マウス :ρ=0.690 

p=0.0693、LMP-2A/Gan マウス:ρ=0.709 p=0.0275）。 

図 33 TFF2 陽性面積と Dysplasia グレード 2 以上の腫瘍部面積の相関 

TFF2 陽性面積と Dysplasia グレード 2 以上の腫瘍部面積には LMP-2A/C2mE マウ

スと LMP-2A/Gan マウスにおいて有意な正の相関が見られた。 
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 まとめ 

C2mE マウスと LMP-2A/C2mE マウス、Gan マウスと LMP-2A/Gan マウス

の比較結果について、表 3 にまとめる。 

表 3 C2mE マウスと LMP-2A/C2mE マウス、Gan マウスと LMP-2A/Gan

マウスの比較まとめ 
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２. マウス胃粘膜を用いた腫瘍発生メカニズムの検討 

トランスジェニックマウスの解剖の結果、Wnt1 発現が組み込まれていな

い LMP-2A/C2mE マウスにおいて腫瘍性病変が発生したことから、解剖時に

採取した胃粘膜を用いてその背後にある LMP-2A の造腫瘍能（tumorigenicity）

のメカニズムを探った。分析には C2mE マウス、LMP-2A/C2mE マウス、Gan

マウス、LMP-2A/Gan マウスの Dysplasia グレード 2 以上の腫瘍部粘膜と周

囲体部腺粘膜と、WT の体部腺粘膜を使用した。 

まず、LMP-2A/C2mE マウスにおいて、LMP-2A が Wnt/β-catenin 経路を

活性化させる可能性を考え、β-catenin の Western blotting により LMP-

2A/C2mE マウス腫瘍部における Wnt/β-catenin 経路活性化の検討を行った。 

次にLMP-2AとWnt/β-catenin経路をつなぐシグナルとされるAkt、MTA1、 

GSK3βの活性化や発現亢進について Western blotting で検討した。 

また、リン酸化受容体型チロシンキナーゼの抗体アレイを施行後、LMP-

2A/C2mE マウスにおいてリン酸化亢進が見られた EGFR についてその発現

とリン酸化を Western blotting で検討し、さらに EGFR 周辺のシグナルであ

る Stat3、Erk(p44/42MAPK)、p70S6K についての活性化を Western blotting で

検討した。 
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 LMP-2A/C2mE マウス腫瘍部における Wnt/β-catenin 経路活性化の検討 

LMP-2A/C2mE マウスにおいて、Gan マウスと同様の組織像を示す腫瘍性

病変が発生したことから、LMP-2A が Wnt/β-catenin 経路を活性化させる可

能性を考え、WT マウスと C2mE マウスの体部腺粘膜、LMP-2A/C2mE マウ

ス、Gan マウス、LMP-2A/Gan マウスの腫瘍部（いずれも Dysplasia グレード

2）粘膜からの抽出蛋白（各 1 例ずつ）を用いて Total β-catenin および細胞

質内や核内に蓄積する非リン酸化型β-catenin（Ser37, Thr41 がリン酸化され

ていないβ-catenin を認識 : 商品名 Active β-catenin）について Western 

blotting を施行した。 

その結果 Total β-catenin については、Genotype 間のシグナルの差が目立

たなかったのに対し、非リン酸化型β-catenin については LMP-2A/C2mE マ

ウス腫瘍部では Gan マウス、LMP-2A/Gan マウスの腫瘍部と同様に高いシグ

ナルが認められた（図 34）。 

さらに同腹仔同士の組み合わせ2グループ：グループ①WTマウスとC2mE

マウス体部腺粘膜、Gan マウスと LMP-2A/C2mE マウス腫瘍部（いずれも

Dysplasia グレード 2）、グループ②：Gan マウスと LMP-2A/C2mE マウス、

LMP-2A/Gan マウスの腫瘍部（いずれも Dysplasia グレード 3）粘膜からの抽

出蛋白各 1 例ずつで同様に Western blotting を施行し比較したところ、やは
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りどちらの同腹仔グループにおいても、LMP-2A/C2mE マウス腫瘍部では

Gan マウスや LMP-2A/Gan マウスと同様に非リン酸化型β-catenin のシグナ

ル亢進が見られた（図 35）。 

 

LMP-2A/C2mE マウスの腫瘍部では、Wnt/C2mE（Gan）マウスや LMP-2A/Gan マウス

の腫瘍部と同様に、非リン酸化型 β-catenin のシグナルが強く認められた。数字は各シグ

ナル値をβ-Actin のシグナル値で除し、WT を１としたときのそれぞれの相対値を示す。 

T: 腫瘍部(Dysplasia グレード 2)、 F: 周囲体部腺粘膜 

図 34 非リン酸化型β-catenin・total β-catenin の Western blotting 
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図 35 非リン酸化型βcatenin の Westerm blotting：同腹仔での比較 

同腹仔グループ①と②は別のグループで、WT は同一個体。全て一枚のメンブレン上で同時

に施行した Western blotting の結果である。いずれのグループでも LMP-2A/C2mE マウス

において Wnt/C2mE（Gan）マウスや LMP-2A/Gan マウスの腫瘍部と同様に強いシグナル

が認められた。数字は各シグナル値をβ-Actin のシグナル値で除し、WT を１としたときの

それぞれの相対値を示す。 

T: 腫瘍部（グループ①は Dysplasia グレード 2、グループ②は Dysplasia グレード 3） 

F: 周囲体部腺粘膜 
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C2mE マウスで腫瘍性病変を形成する個体(n=2)、および LMP-2A/C2mE マ

ウス(n=4)、Gan マウス(n=4)についてそれぞれ腫瘍部（Gan マウス 1 例がグ

レード 3、その他は Dysplasia グレード 2）と周囲体部腺粘膜について蛋白質

を抽出し、Genotype ごとに Western blotting を施行した（図 36）（写真は各

Genotype の中から代表的な一例ずつを抽出して泳動・転写し直したもの。）。 

その結果、非リン酸化型β-catenin については、LMP-2A/C2mE マウスにお

いて、周囲体部腺粘膜よりも隆起病変部にての有意なシグナル上昇が見られ、

Gan マウスについても同様の傾向がみられた（C2mE マウス: p=0.285、LMP-

2A/C2mE マウス: p=0.0223、Gan マウス: p=0.0634）。 

Total β-catenin についてはいずれの Genotype においても周囲体部腺粘膜

と隆起病変部で有意な差は見られなかった（C2mE マウス: p=0.782、LMP-

2A/C2mE マウス: p=0.347、Gan マウス: p=0.286）。 
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縦軸は各シグナル値をβ-Actin の値で割った数値。非リン酸化型β-catenin では LMP-

2A/C2mE マウスの隆起病変部で周囲体部腺粘膜よりも有意なシグナル上昇が見られた

(LMP-2A/C2mE: p=0.0224, Gan: p=0.0634)。β-catenin はいずれの Genotype でも周囲体

部腺粘膜と隆起病変部に有意な差は見られなかった。（SD は周囲体部腺粘膜、隆起病変部

での値を順に記載。） 

T：腫瘍部 

（Dysplasa グレード 2） 

F：周囲体部腺粘膜 

 

□内の F・T は同一個体 

 

LMP-2A/C2mE マウス 

Gan マウスは同腹仔 

図 36  非リン酸化型β-catenin、totalβ-catenin の Western blotting 結果 
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 LMP-2A/C2mE マウス腫瘍部における Wnt/β-catenin 経路関連シグナル

（Akt、MTA1、GSK3β）亢進の検討 

LMP2A がどのようにして Wnt/β-catenin 経路を亢進させるのか探るため、

先行研究[48, 50]にて LMP2A と Wnt/β-catenin 経路を関連付けるとされてい

る Akt、MTA1、GSK3βに関して、WT マウス体部腺粘膜(n=2)、および C2mE

マウス (n=2)、LMP-2A/C2mE マウス(n=3)、Wnt/C2mE（Gan）マウス(n=3)の

腫瘍部（Gan マウス 1 例がグレード 3、その他は Dysplasia グレード 2）と周

囲体部腺粘膜の抽出蛋白溶液を用いて、Genotype ごとに Western blotting を

施行した（図 37）。写真は各 Genotype の中から代表的な一例ずつ抽出して

泳動・転写し直したものでβ-catenin の写真（図 36）と同一の個体群である。 

１) Akt 

リン酸化 Akt（P-Akt）では、LMP-2A/C2mE マウスと Gan マウスにおいて、

腫瘍部で周囲体部腺粘膜よりも有意に高いシグナルが認められた（図 37）

（C2mE マウス: p=0.247、LMP-2A/C2mE マウス: p=0.0496、Gan マウス: 

p=0.0470）。Akt については、いずれの Genotype でも周囲体部腺粘膜と腫瘍

部における差は見られなかった（図 37）（C2mE マウス: p=0.843、LMP-

2A/C2mE マウス: p=0.728、Gan マウス: p=0.809）。 



68 

 

  

T：腫瘍部 

（Dysplasa グレード 2） 

F：周囲体部腺粘膜 

 

□内の F・T は同一個体 

 

LMP-2A/C2mE マウス 

と Gan マウスは同腹仔 

図 37 P-Akt, Akt の Western blotting 結果 

縦軸は各シグナル値をβ-Actin の値で割った数値。リン酸化 Akt(P-Akt)では LMP-

2A/C2mE マウス、Gan マウスの隆起病変部で周囲体部腺粘膜よりも有意なシグナル上昇

が見られた(LMP-2A/C2mE: p=0.0496, Gan: p=0.0470)。Akt はいずれの Genotype でも

周囲体部腺粘膜と隆起病変部に有意な差は見られなかった。（SD は周囲体部腺粘膜、隆起

病変部での値を順に記載。） 
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２) MTA1 

MTA1 では、LMP-2A/C2mE マウスにおいて、腫瘍部で周囲体部腺粘膜よ

りも高いシグナルが認められた（図 38）（C2mE マウス: p=0.856、LMP-

2A/C2mE マウス: p=0.0266、Gan マウス: p=0.422）。 

図 38 MTA1 の Western blotting 結果 

縦軸は各シグナル値をβ-Actin の値で割った数値。MTA1 では LMP-2A/C2mE マウスの

隆起病変部で周囲体部腺粘膜よりも有意なシグナル上昇が見られた(P=0.0266)。（SD は周

囲体部腺粘膜、隆起病変部での値を順に記載。） 

T：腫瘍部 

（Dysplasa グレード 2） 

F：周囲体部腺粘膜 

 

□内の F・T は同一個体 

 

LMP-2A/C2mE マウス 

と Gan マウスは同腹仔 
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T：腫瘍部 

（Dysplasa グレード 2） 

F：周囲体部腺粘膜 

□内の F・T は同一個体 

LMP-2A/C2mE マウス 

と Gan マウスは同腹仔 

縦軸は各シグナル値をβ-Actin の値で割った数値。リン酸化 GSK3β(P-GSK3β), GSK3β

ともにいずれのGenotypeでも周囲体部腺粘膜と隆起病変部に有意な差は見られなかった。

（SD は周囲体部腺粘膜、隆起病変部での値を順に記載。） 

図 39 P-GSK3β, GSK3β の Western blotting 結果 
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３) GSK3β 

非活性型であるリン酸化 GSK3β（P-GSK3β）ではいずれの Genotype に

おいても周囲体部腺粘膜と腫瘍部のシグナルの強さに統計学的に有意な差

が得られなかった（図 39）（C2mE マウス: p=0.481、LMP-2A/C2mE マウス: 

p=0.135、Gan マウス: p=0.105）。GSK3βについては、いずれの Genotype に

おいても周囲体部腺粘膜と腫瘍部における差は見られなかった（図 39）

（C2mE マウス: p=0.716、LMP-2A/C2mE マウス: p=0.911、Gan マウス: 

p=0.796）。 

 

 LMP2A/C2ｍE マウスにおける EGFR 発現と関連シグナルの検討 

１) リン酸化受容体型チロシンキナーゼの抗体アレイ 

さらに LMP2A/C2ｍE マウスで亢進しているシグナルを探るため、図 36〜

図 39 の写真に用いた WT マウス体部腺粘膜、および C2mE マウス、

LMP2A/C2ｍE マウス、Gan マウスの個体群における腫瘍部（いずれも

Dysplasia グレード 2）粘膜のタンパク溶液（各 1 例ずつ）を用いて、リン酸

化受容体型チロシンキナーゼの抗体アレイを施行し、Genotype 間の比較をし

た。各個体の発光結果および各抗体における Pixel Density の相対値（WT を

1 とする）を図 40 に示す。 
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図 40 リン酸化受容体型チロシンキナーゼ抗体アレイ結果 

LMP-2A/C2mEマウスでEGFRとErbB2のリン酸化の亢進が顕著であった。またLMP-2A/C2mE

マウスと Ganマウスで共通して ErbB3の活性化が見られた。C2mEマウスでは ErbB2 で Gan マ

ウスと同等の活性化が見られた。T: 隆起病変部（Dysplasia グレード 2）、F: 周囲体部腺粘膜 

各棒は WT,C2mE, LMP-2A/C2mE, Gan 

の順に各々の相対値を示す（WT=1） 
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LMP-2A/C2mE マウスでは、EGFR（Epidermal Growth Factor Receptor）と

ErbB2（Her2）のリン酸化亢進が他の Genotype よりも著明であった。また、

LMP-2A/C2mE マウスと Gan マウスで ErbB3（Her3）の活性化が見られた。

C2mE マウスでは、ErbB2 で Gan マウスと同等（WT の約 14 倍）の活性化が

認められた。 

２) LMP-2A/C2mE マウスにおける EGFR の発現・リン酸化亢進検討 

抗体アレイの結果の再現性の検討と、EGFR の過剰発現か個々の受容体の

リン酸化亢進かの検討を行うため、WTマウス体部腺粘膜(n=2)、およびC2mE

マウス (n=2)、LMP-2A/C2mE マウス(n=3)、Gan マウス(n=3)の腫瘍部（Gan

マウス 1 例が Dysplasia グレード 3、その他はグレード 2）と周囲体部腺粘膜

の蛋白溶液を用い、EGFR とリン酸化 EGFR（p-EGFR）について Western 

blotting を行った（図 41）。写真は抗体アレイ（図 40）と同一の個体群で、

EGFR と P-EGFR を同時に別のメンブレンで泳動・転写したものである。 

その結果、p-EGFR（C2mE マウス: p=0.363、LMP-2A/C2mE マウス: p=0.0773、

Gan マウス: p=0.281）と EGFR（C2mE マウス: p=0.430、LMP-2A/C2mE マウ

ス: p=0.0559、Gan マウス: p=0.334）の両方で、 LMP-2A/C2mE マウスの腫瘍

部で周囲体部腺粘膜よりシグナルが高い傾向が見られたが、いずれも統計学

的には有意な差は認められなかった。 
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図 41 P-EGFR. EGFR の Western blotting 結果 

縦軸は各シグナル値をβ-Actin の値で割った数値。リン酸化 EGFR(P-EGFR)、EGFR とも

に LMP-2A/C2mE マウスの隆起病変部で周囲体部腺粘膜よりもシグナル上昇の傾向がうか

がわれたが(P-EGFR: P=0.0773, EGFR: p=0.0559)、統計学的に有意な差は認められなかっ

た（SD は周囲体部腺粘膜、隆起病変部での値を順に記載。）。 

 

T：腫瘍部 

（Dysplasa グレード 2） 

F：周囲体部腺粘膜 

 

□内の F・T は同一個体 

 

LMP-2A/C2mE マウス 

と Gan マウスは同腹仔 

 

P-EGFR, EGFR は同時に別のメ

ンブレンで泳動・転写した写真 
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３) LMP-2A/C2mEマウスにおけるEGFR関連シグナル（Stat3, p70S6K, ERK,）

の検討 

さらに EGFR に関連するシグナルである Stat3、Erk(p44/42MAPK)、p70S6K

について、WT マウス 体部腺粘膜(n=2)、C2mE マウス (n=2)、LMP-2A/C2mE

マウス(n=3)、Gan マウス(n=3)の腫瘍部と周囲体部腺粘膜の蛋白溶液を用い

て、Western blotting によりその活性化の検討を行った。写真は抗体アレイ（図 

40）と同一の個体群である。 

(1) Stat3 

リン酸化 Stat3（P-Stat3）では、LMP-2A/C2mE マウスにおいて、腫瘍部で

周囲体部腺粘膜より有意に高いシグナルが認められた（図 42）（C2mE マウ

ス: p=0.247、LMP-2A/C2mE マウス: p=0.0105、Gan マウス: p=0.117）。Stat3 に

関してはいずれの Genotype においても周囲体部腺粘膜と腫瘍部における有

意な差は見られなかった（C2mE マウス: p=0.551、LMP-2A/C2mE マウス: 

p=0.299、Gan マウス: p=0.134）。 

P-Stat3 について免疫染色を施行したところ、LMP-2A/C2mE マウスと Gan

マウスでは隆起病変部において明瞭な核への陽性像が認められた。一方、周

囲体部腺粘膜では LMP-2A/C2mE マウスと Gan マウス、ともにほとんど陽性

像が認められなかった。 
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T：腫瘍部 

（Dysplasa グレード 2） 

F：周囲体部腺粘膜 

 

□内の F・T は同一個体 

 

LMP-2A/C2mE マウス 

と Gan マウスは同腹仔 

図 42 P-Stat3, Stat3 の Western blotting 結果 

縦軸は各シグナル値をβ-Actinの値で割った数値。リン酸化Stat3(P-Stat3)ではLMP-

2A/C2mE マウスの隆起病変部で周囲体部腺粘膜よりも有意なシグナル上昇が見られ

た(p=0.0105)。Stat3 はいずれの Genotype でも周囲体部腺粘膜と隆起病変部に有意

な差は見られなかった。（SD は周囲体部腺粘膜、隆起病変部での値を順に記載。） 
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図 43 P-Stat3 の免疫染色 

A)B) LMP-2A/C2mE マウス腫瘍部：腫瘍部の核に陽性像が見られる。 C) D) Gan マウ

ス腫瘍部：腫瘍部の核に陽性像が見られる。 E) LMP-2A/C2mE マウス隆起病変部と周

囲体部腺粘膜境界部：隆起病変部では核の陽性像が見られるが、隣接する体部腺粘膜では

核への陽性像は見られない。F) Gan マウス周囲体部腺粘膜：核への陽性像は見られない。 
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(2) P70S6K 

リン酸化 P70S6K（P-P70S6K）は、いずれの Genotype でも腫瘍部、周囲体

部腺粘膜の間に統計学的に有意な差は認められず（C2mE マウス: p=513、

LMP-2A/C2mE マウス: p=0.220、Gan マウス: p=0.189）、また、C2mE マウス

では腫瘍部、周囲体部腺粘膜ともにほとんどシグナルが検出されなかった

（図 44）。P70S6K では Gan マウスにおいて腫瘍部で周囲体部腺粘膜より高

いシグナルが認められた（C2mE マウス: p=0.624、LMP-2A/C2mE マウス: 

p=0.0481、Gan マウス: p=0.0441）。 

(3) Erk (p44/42MAPK)  

Erk については、LMP-2A/C2mE マウスと Gan マウスで、腫瘍部のほうが

周囲体部腺粘膜よりも高信号を示したが（図 45）（C2mE マウス: p=0.549、

LMP-2A/C2mE マウス: p=0.0467、Gan マウス: p=0.0147）、リン酸化 Erk（P-

ErK）のシグナルは腫瘍部において一定の傾向を示さなかった（C2mE マウ

ス: p=782、LMP-2A/C2mE マウス: p=0.202、Gan マウス: p=0.109）。 
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図 44 P-p70S6K, p70S6K の Western blotting 結果 

縦軸は各シグナル値をβ-Actin の値で割った数値。リン酸化 p70S6K(P-p70S6K)で

はいずれの Genotype でも周囲体部腺粘膜と隆起病変部に有意な差は見られなかっ

た。p70S6K は Gan マウスの隆起病変部で周囲体部腺粘膜との間に有意差を認めた

(p=0.0441)。（SD は周囲体部腺粘膜、隆起病変部での値を順に記載。） 

T：腫瘍部 

（Dysplasa グレード 2） 

F：周囲体部腺粘膜 

 

□内の F・T は同一個体 

 

LMP-2A/C2mE マウス 

と Gan マウスは同腹仔 
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図 45 P-Erk, Erk の Western blotting 結果 

縦軸は各シグナル値をβ-Actin の値で割った数値。リン酸化 Erk(P-Erk)ではいずれの

Genotype でも周囲体部腺粘膜と隆起病変部に有意な差は見られなかった。Erk は LMP-

2A/C2mE マウス、Gan マウスの隆起病変部で周囲体部腺粘膜よりも有意なシグナル上昇が

見られた(LMP-2A/C2mE: p=0.0467, Gan: p=0.0147)。（SD は周囲体部腺粘膜、隆起病変部

での値を順に記載。） 

T：腫瘍部 

（Dysplasa グレード 2） 

F：周囲体部腺粘膜 

 

□内の F・T は同一個体 

 

LMP-2A/C2mE マウス 

と Gan マウスは同腹仔 
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 Western blotting 結果まとめ 

以上の Western blotting の結果を図 46 および表 4 にまとめる。 

LMP-2A/C2ｍE マウス腫瘍部では非リン酸化型 β-catenin, P-Akt, MTA1, P-

Stat3 で周囲体部腺粘膜よりも有意なシグナル上昇を認めた。また、統計学

的には有意な差を認めなられかったが、EGFR の発現とリン酸化が亢進する

傾向がうかがわれた。Gan マウス腫瘍部では P-Akt で周囲体部腺粘膜よりも

有意なシグナル上昇を認め、統計学的には有意な結果が認められなかったが、

非リン酸化型 β-catenin もシグナル上昇の傾向が見られた。 

いずれも同一の個体群による代表写真。□内の F・T は同一個体で、LMP-2A/C2mE マウスと Gan

マウス（赤字）は同腹仔ペアである。 

腫瘍部と周囲体部腺粘膜の間のシグナル値に有意差（p<0.05）が出た箇所を赤枠で、有意差は認め

られなかったが p<0.1 であった箇所を青枠で囲んでいる。 

T：腫瘍部（いずれも Dysplasa グレード 2）F：周囲体部腺粘膜 

 

図 46 Western blotting 結果まとめ 
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表 4 Western blotting による LMP-2A/C2mE マウスと Gan マウスの

シグナル亢進結果比較 

腫瘍部において周囲体部腺粘膜よりも有意なシグナル亢進が認められたもの(P<0.05)を

↑↑（黒）、有意差は認められなかったがシグナル亢進の傾向が示唆されるもの(p<0.1)を↑

（灰色）で示した。LMP-2A/C2ｍE マウス腫瘍部では非リン酸化型 β-catenin, P-Stat3, 

P-Akt, MTA1 で周囲体部腺粘膜よりも有意なシグナル上昇を認めた。 
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第４章 考察 

 

１. LMP-2A の造腫瘍能（tumorigenicity）・腫瘍増殖促進能に関する考察 

25 週で解剖したマウスのうち、LMP-2A 単独発現のマウスでは、9 匹中 1

匹（11.1%）に Dysplasia グレード 2 以上に相当する微小腫瘍性病変が見いだ

された。100 週の LMP-2A マウスで 8％（2/25）に胃癌が発生した日比谷[57]

の結果と併せ、LMP-2A の造腫瘍能を示唆する結果といえる。 

また、PGE2 が発現する C2mE（炎症）マウスと、それに LMP-2A 発現が

加わった LMP-2A/C2mE マウスについて検討すると、両者ともに Wnt1 発現

が組み込まれていないにも関わらず、Dysplasia グレード 2 以上に相当する

腫瘍性病変が発生した。腫瘍発生率は C2mE マウスで 27.8%に対し、LMP-

2A/C2mE マウスでは 66.6%と有意に高かった。LMP-2A の機能についてさら

に検討をするため、C2mE マウスと LMP-2A/C2mE マウスの同腹仔を抽出し

て比較したところ、Dysplasia グレード 2 以上を示す腫瘍性病変は、C2mE マ

ウスでは 10 匹中全く認められなかったのに対し、LMP-2A/C2mE マウスで

は 10 匹中 7 匹の個体に生じた。以上より、LMP-2A は炎症を背景として、

腫瘍発生を促進させる働きがあると考えられた。 

さらに、胃癌モデルマウスである Wnt/C2mE（Gan）マウスと、それに LMP-

2A 発現が加わった LMP-2A/Gan マウスに形成された Dysplasia グレード 2
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以上の腫瘍部の大きさを比較したところ（本研究ではそれぞれ 95.2%、100％

の腫瘍発生率）、LMP-2A/Gan マウスにおける腫瘍部は Gan マウスの腫瘍部

よりも有意に大きいという結果が得られ、LMP-2A には Gan マウスの腫瘍増

殖を促進する機能があると考えられた。 

 

２. LMP-2A と背景の隆起性病変との関連についての考察 

次に、Dysplasia だけでなく過形成（Hyperplasia）、粘液化生（Mucinous 

metaplasia）が含まれる隆起性病変部全体について検討した。 

C2mE マウスと LMP-2A/C2mE マウスの同腹仔同士で、隆起性病変部の大

きさを比較すると、LMP-2A/C2mE マウスのほうが C2mE マウスより大きか

った。また、Gan マウスと LMP-2A/Gan マウスの同腹仔同士で比較すると

LMP-2A/Gan マウスのほうが Gan マウスよりも有意に大きかった。以上よ

り、LMP-2A には腫瘍発生の素地となる背景粘膜の変化を促進する働きがあ

ると考えられる。 

隆起性病変部における炎症細胞浸潤についての検討では、C2mE マウスと

LMP-2A/C2mE マウスの同腹仔を比較すると、LMP-2A/C2mE マウスのほう

が C2mE マウスより炎症細胞浸潤が多かった。一方、Gan マウスと LMP-

2A/Gan マウスの同腹仔比較では、炎症細胞浸潤に差がなかった。日比谷に
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よる先行研究[57]、本研究ともに、LMP-2A 単独発現のトランスジェニック

マウスでは炎症細胞浸潤が目立たなかったことも併せて考えると、LMP-2A

自体が炎症細胞浸潤を促すというよりは、腫瘍発生に伴って腫瘍細胞自身が

産生するサイトカインやケモカインなどの誘導により炎症細胞浸潤が促進

され、さらに腫瘍増大が促されるのではないかと推測される。 

大島らは、SPEM と呼ばれる病変と類似した TFF2 陽性の粘液化生性過形

成が、炎症反応を伴って C2mE マウスにみられると報告している。また、

C2mE マウスを TNF-αノックダウンマウスと交配すると、炎症も過形成病

変も消失することから、腫瘍に浸潤するマクロファージが産生する TNF-α

がその原因である可能性を指摘している[71, 72]。本研究の結果では、TFF2

陽性細胞の面積は C2mE マウスよりも LMP-2A/C2mE マウスの方で広く、

LMP-2A による腫瘍発生促進の素地を形成していると考えられる。また、

TFF2陽性面積とDysplasiaグレード 2以上の腫瘍部面積には強い正の相関が

見られ、SPEM と腫瘍の発生に関連があることが示唆された。 

 

３. LMP-2A の発癌・腫瘍増殖促進のメカニズムに関する考察 

次に、LMP-2A がどのようなメカニズムで造腫瘍性・増殖に関与するのか、

分子生物学的な手法を用いて検討を加えた。 
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LMP-2A/C2mE マウスと Wnt/C2mE（Gan）マウスでは、腫瘍発生率や腫瘍

の大きさ、隆起病変部の大きさに有意な差は見られず、腫瘍の組織像も質的

に異なるものではなかった。このことから、LMP-2A が発現することにより、

Wnt1 が発現するのと同様のシグナル伝達、すなわち Wnt/βcatenin 経路の亢

進が起きている可能性をまず考えた。 

Western blotting にて、GSK3βによるリン酸化サイト（Ser37/Thr41）の非

リン酸化型、すなわち安定化型β-catenin の発現を調べた結果、Wnt1 発現が

組み込まれていない LMP-2A/C2mE マウスの隆起病変部でも、Gan マウスと

同様に非リン酸化型β-catenin の高発現が見られ、Wnt/β-catenin 経路の亢進

により安定化型β-catenin の細胞内蓄積が起きていると考えられた。 

次に、LMP-2A と Wnt/β-catenin 経路の関連について調べた。Morrison ら

は、上皮細胞において LMP-2A が PI3K/Akt 経路を活性化し、GSK3βを不活

性化することによりβ-catenin の安定化と核内移行をもたらし、核内での転

写活性を促進し、発癌あるいは細胞増殖に寄与すると報告している[50]。ま

た、Lin らはそれに加えて PI3K/Akt 経路下流の mTOR（mammalian target 

of rapamycin）がリン酸化され、翻訳抑制因子である４EBP1（4Ebinding 

protein）がリン酸化により解除されて、翻訳開始因子である eIF4E

（Eukaryotic translation initiation factor 4E）が遊離し、MTA1 の発現が
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増大、それにより Wnt1 産生につながり Wnt/β-catenin 経路が亢進する、と

いうモデルを提唱している[48] 。 

これらの先行研究で関与が提唱されている Akt、GSK3βや MTA1 の発現

を Western blotting にて検討した結果、LMP-2A/C2mE マウスでは、腫瘍部に

おいて周囲体部腺粘膜よりも p-Akt、MTA1 が有意なシグナル亢進を示し、

Akt の活性化と MTA1 の産生亢進が起きていると考えられた。MTA1 は胃癌

を含む種々の癌で発現がみられ[14, 78-81]、EMT （Epithelial-Mesenchymal 

Transition）に関与すると考えられている他、Wnt1 の産生を亢進させるとさ

れている[82, 83]。本研究の結果からは、LMP-2A の発現により Akt が活性化

し、それに引き続く MTA1 産生亢進が Wnt/β-catenin 経路を活性化させてい

る可能性が考えられた。 

さらに、リン酸化チロシン受容体の抗体アレイの結果、LMP-2A/C2mE マ

ウスにおける EGFR のリン酸化亢進が見られ、それに引き続いて行った

Western blotting の結果にて LMP-2A/C2mE マウス腫瘍部では周囲体部腺粘膜

に比べ EGFR 自体が亢進する傾向がうかがわれ、EGFR の過剰発現が起きて

いる可能性が示唆された。上咽頭癌において LMP-1 が EGFR の発現とリン

酸化亢進をもたらす[84]という報告や、乳癌において、BARF0 が Her2/Her3

シグナル伝達カスケードを介して EBウイルス感染乳癌細胞の発癌活性をも
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たらすという報告[85]があるが、今回の結果からは LMP-2A が EGFR の発現

とリン酸化亢進に関与し、その下流にある経路を活性化させているという可

能性も考えられる。また、大島らは C2mE マウスにおける Eebb2, Eebb3 の遺

伝子発現亢進、リン酸化 EGFR の発現亢進や EGFR リガンドの発現亢進、

ADAMs（a disintegrin and metalloproteinases: EGFR リガンドの細胞外ドメイ

ン切断により EGFR シグナルを）の亢進、およびこれらが PGE2 の働きによ

るものであると報告している[86, 87]。本研究では Gan マウス腫瘍部におけ

る EGFR や P-EGFR シグナルに周囲体部腺粘膜との間で有意差は見られな

かったが、代表写真に示したように、EGFR や P-EGFR シグナルが腫瘍部で

増加する個体も見られた。Gan マウスにおいても EGFR シグナル活性化が腫

瘍化に関与している可能性は否定できない。 

EGFR 関連シグナルについての Western blotting による検討では、LMP-

2A/C2mE マウスの腫瘍部において周囲体部腺粘膜よりも P-Stat3 が亢進して

いることが示され、造腫瘍性に関与していると考えられた。当研究室の日野

らにより、LMP-2A が IL6 非依存性に Stat3 を活性化する[46]ことが示されて

おり、LMP-2A が EGFR を介して、あるいはその他の経路により Stat3 を活

性化させていると考えられる。Stat3 はシグナル伝達性転写因子の一つで、

種々の腫瘍に発現が見られ、抗アポトーシス作用や DNA methyltransferase1
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（DNMT1）発現を亢進させる働きがあるとされる[46]。さらに、大腸癌[88]

や乳癌[89]では、Stat3 の活性化によりβ-catenin が亢進するという報告や、

本研究で使用したのと同じ Gan マウスを用いた胃癌研究で、クルクミンア

ナログにより Stat3 とβ-catenin が同時に抑制され両者の関連が示唆される

という報告[90]などもあり、Stat3 の活性化が Wnt/β-catenin 経路亢進に関与

している可能性も推測される。一方、Western blotting で統計学的には有意差

が得られなかったが、免疫染色の結果からは Gan マウスの腫瘍部でも Stat3

の活性化が起きていると考えられた。上記報告とは逆に、β-catenin が Stat3

を亢進させるという報告もあり[91-93]、両者の関係にはクロストークがある

ことも推察される。 

本研究の結果では、P-p70S6K は、腫瘍部において有意なシグナル活性化

が見られず、また、P-ERK には周囲胃粘膜と隆起性病変部の間に一定の傾向

が見られなかったことから、いずれも今回の腫瘍の発生・増殖には関与が薄

いと考えられた。 

以上の結果より考察した、腫瘍発生・腫瘍増殖に対する LMP2A の関与の

メカニズムのモデル図（仮説）を示す（図 47）。LMP-2A は直接、あるいは

EGFR を介して PI3K/Akt 経路や Stat3 を活性化させる。Akt の下流での MTA1

の亢進とそれによる Wnt1 シグナルの亢進が起き、Wnt/βcatenin 経路の亢進
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が起きる。また、リン酸化により活性化し二量体となって核内に移行した

Stat3 は c-myc や cyclinD1 など標的遺伝子の転写促進や DNMT1 発現など

に関与するが、同時に β-catenin 経路亢進にも働いている可能性がある[90]。 

また、今回 C2mE マウスにおいて一部腫瘍性病変が発生したことについて

は、Western blotting の結果、周囲体部腺粘膜との間に有意差は見られなかっ

たものの、非リン酸化型β-catenin やリン酸化 Akt、MTA1、リン酸化 Stat3 な

どのシグナルが腫瘍部で亢進している傾向が見られたことから、PGE2 の発

現を介した Akt 経路や Stat3 の活性化が腫瘍発生に働いたのではないかと考

える。また、今回は深く追及できなかったが、抗体アレイの結果からは C2mE

図 47  LMP-2A の腫瘍発生・腫瘍増殖への関与メカニズム（仮説） 
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マウスでも ErbB2 のリン酸化亢進が見られた。また、大島らは C2mE マウス

において、Gan マウスと同様に Eebb2 の遺伝子発現亢進、リン酸化 EGFR の

発現亢進や EGFRリガンド発現亢進、ADAMsの亢進を報告しており[86, 87]、

C2mE マウスにおいても EGFR シグナルの活性化を通じて Akt や Stat3 活性

化がもたらされている可能性がある。 

４. 本研究の意義と今後の課題 

本研究では、背景に炎症、すなわち PGE2 の発現がある場合において、

LMP-2A により腫瘍の発生あるいは増大が促進されるということを実際に

生体の胃において示すことができた。 

そのメカニズムとして PI3K/Akt 経路活性化や MTA1 の発現亢進、Stat3 の

活性化亢進などに伴う Wnt/βcatenin 経路の亢進が関与している可能性を示

し、さらに EGFR などのリン酸化受容体型チロシンキナーゼの発現亢進が関

与している可能性も示唆された。 

今回 LMP-2A の発現により腫瘍が発生する背景として炎症の存在が重要

であることが判明したが、炎症があるとなぜ LMP-2A の造腫瘍能が発揮され

るのかについては追及することができなかった。今後炎症細胞や腫瘍自体か

ら産生されるサイトカインとの関連など、分子生物学的な視点を取り入れて

検討していく必要がある。 
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本研究は Gan マウスを用いて LMP-2A の機能について検討した。このマ

ウスに発生する腫瘍は、50 週時点で平滑筋層への浸潤が見られる悪性腫瘍

であることが確認されており、Gan マウスは胃癌モデルマウスとして確立さ

れた系統である[69, 94]。ただ、扁平上皮胃と円柱上皮胃の境界部というマウ

スの胃特有の領域に発生することや、組織像として核の異型が弱く、ヒトで

いえば腺腫から上皮内癌相当であることなど、ヒトの胃腺癌に相当する病変

とするのが妥当かについては議論が残る。本研究で検討したのは 25 週解剖

時点での胃粘膜であり、浸潤癌の発生は見ることができなかったので、今後、

時間経過を追って腫瘍の発生や進展を観察する必要がある。また、本研究で

は腫瘍の評価において、Dysplasia グレードを定義し、それに従って分析をし

たが、これは Gan マウスを用いた研究においては初めての試みであり、Gan

マウスにおいてグレード 1 からグレード 2、グレード 3 と非可逆的に進展す

るのかどうかについては確認ができているわけではなく、やはり今後縦断的

な検討が必要と考えられる。 

また、今後はヒト EB ウイルス関連胃癌の細胞や組織を用いて、LMP-2A

の発現と、本研究で検討したβcatenin、Akt や Stat3、MTA1、EGFR などの

発現の関連を調べ、EB ウイルス関連胃癌における LMP-2A の機能について

検討していく必要がある。 
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第５章 結論 

本研究では、EB ウイルス潜伏感染遺伝子産物である LMP-2A が EB ウイ

ルス関連胃癌の発生と進展にどのように関わっているのかを、Wnt1 と PGE2

が発現する炎症性胃癌モデルマウス（Gan マウス）と LMP-2A トランスジェ

ニックマウスの交配から得られたマウスを用いて検討した。 

その結果、LMP-2A/C2mE マウスでは C2mE マウス（PGE2 を発現する炎

症マウス）と比較して腫瘍発生率が上昇し、また LMP-2A/Gan マウスでは

Gan マウスに比較して腫瘍の大きさも増大したため、LMP-2A には造腫瘍能

および Gan マウスの腫瘍増殖を促進する機能があることが示された。腫瘍

の背景には、リンパ球・マクロファージなどの炎症細胞浸潤や過形成・粘液

細胞化生が、C2mE マウスよりも高度に認められ、こうした炎症細胞浸潤や

粘膜の変化が腫瘍発生に関与していることが示唆された。 

これらのマウス胃粘膜を用いた Western blotting から、LMP-2A/C2mE マウ

スの隆起病変部粘膜では、Wnt/C2mE マウスと同様に非リン酸化型βcatenin

が増加しており、さらに Akt、Stat3 の活性化亢進や MTA1 の発現亢進が見ら

れた。また、抗体アレイおよび Western blotting の結果から、LMP-2A/C2mE

マウスの腫瘍粘膜において EGFR の発現亢進とそれに伴うリン酸化 EGFR

の亢進が起きている可能性が示唆された。 



94 

 

本研究の成果は、LMP-2A が発現する胃粘膜では腫瘍の発生・増殖が促進

されること、またその背景として炎症の存在が重要であることを生体内にお

いて示した点である。EB ウイルスは LMP-2A による細胞内シグナル分子を

活性化することにより発癌に寄与していると考えられているが、本研究の結

果からは PI3K/Akt 経路、Wnt/βcatenin 経路の他、MTA1、Stat3、EGFR が腫

瘍の発生・増殖に関与する可能性が示された。 

本研究は 25 週解剖マウスの胃粘膜と腫瘍に対して検討を行ったが、その

肉眼像・組織像にはヒトの胃癌とは異なる点もあり、さらに時間経過を追っ

て腫瘍の進展を観察することや、ヒトの検体を用いた検討が求められる。ま

た、炎症細胞や腫瘍が産生するサイトカインと LMP-2A との相互作用につい

ての検討も必要である。胃粘膜における LMP-2A の機能について更なる知見

を積み重ねていくことが、EB ウイルス関連胃癌に対する新たな治療戦略獲

得への糸口につながると考えている。 
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