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研究成果の概要（和文）：腺粘液に特異的なαGlcNAcを欠損したA4gntノックアウト(KO)マウスは分化型胃癌を自然発
症する。本研究では胃癌発生におけるIL-33/ST2シグナルの役割を明らかにする為、A4gnt KOマウスとST2を欠損したIl
1rl1 KOマウスを交配し、A4gnt/Il1rl1 ダブルKO(DKO) マウスを作出した。10週齢のA4gnt KOマウスとA4gnt/Il1rl1 D
KOマウスの比較で胃粘膜に差異は認められなかったが、後者は前者に比べてIl33、Fgf7、Ccl2、Grem1、Arg1が有意に
低下しており、IL-33/ST2シグナルは向腫瘍性炎症を制御している可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：A4gnt knockout (KO) mouse is a unique model for studying gastric cancer 
pathogenesis. Extensive gene analysis for gastric mucosa of A4gnt KO mouse indicated possible involvement 
of IL-33/ST2 axis in gastric cancer development. Aim of this study is to clarify the role of IL-33/ST2 
axis on pathogenesis of gastric cancer. To this end, we generated A4gnt/Il1rl1 double KO mice by crossing 
A4gnt KO mice and Il1rl1 KO mice that deficient in ST2, and then compared A4gnt/Il1rl1 DKO mice with 
A4gnt KO mice at 10 weeks of age (n = 6). Obvious difference was not found in gastric pathology. However, 
real-time PCR analysis revealed that expression levels of Il33, Fgf7, Ccl2, Grem1 and Arg1 in 
A4gnt/Il1rl1 DKO mice were significantly reduced compared to A4gnt KO mice, suggesting that IL-33/ST2 
axis regulates tumor-promoting inflammation in A4gnt KO mice.

研究分野： 病理学

キーワード： 胃癌　糖鎖　炎症　サイトカイン　ダブルノックアウトマウス　ゲノム編集
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１．研究開始当初の背景 
 胃粘膜下層から分泌される腺粘液は特殊な
糖鎖構造であるαGlcNAc 含有 O-グリカンを
有し、ピロリ菌の感染防御に重要な役割を担
っている。我々はαGlcNAc の生合成に関わる
糖転移酵素遺伝子である A4gntを欠損した KO
マウスはピロリ菌が感染していなくても胃癌
を自然発症する極めてユニークな疾患モデル
であることを見出した(Karasawa et al, J 
Clin Invest 122:923-934, 2012)。 
 IL-33 は IL-1ファミリーに属する核内サイ
トカインで、細胞傷害時に細胞外へと放出さ
れ、alarmin として機能する。一方、ST2 は
IL1-1RAcP と共に IL-33 の受容体を構成して
おり、グループ 2 自然リンパ球(ILC2)や Th2
細胞、好酸球、好塩基球等に発現している。
IL-33 が ST2 に結合すると、これらの細胞か
ら IL-13 と IL-5 が放出されることから、
IL-33/ST2 シグナルはアレルギー、特に 気管
支喘息の発症に中心的な役割を担っている 
(Cayrol & Girard, Curr Opin Immunol 31, 
31-37, 2014)。しかしながら、IL-33/ST2 シ
グナルと発がんとの関連については不明な点
が多い。 
 我々は A4gnt KOマウスにおける網羅的遺伝
子発現解析により IL33/ST2 シグナルの胃癌
発症への関与を示唆するデータを得た
(Karasawa et al, J Clin Invest 122:923-934, 
2012)。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は A4gnt KO マウスを用いて、
胃癌発生における IL-33/ST2 シグナルの役割
を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
(1) A4gnt/Il1rl1 ダブルノックアウト(DKO)
マウスの作出 
 IL-33/ST2 KO（Il1rl1tm1Aki）マウス(Hoshino 
et al, J Exp Med 190:1541-1548, 1999)は兵
庫医科大学 中西憲司教授より供与いただい
た。A4gnt KO マウスと Il1rl1 KO マウスを交
配することにより、A4gnt/Il1rl1 DKO マウス
の樹立、系統化を行った。 
 
(2) 病理組織学的解析 
 頸椎脱臼により安楽死させた 10 週齢の
A4gnt/Il1rl1 DKO マウス(n = 6)から胃を摘
出し、大弯切開後に 20%緩衝ホルマリンで固
定した。胃を長軸方向で短冊状に切開した後、
パラフィン包埋し、HE 標本を作製した。比較
対象として A4gnt KOマウス(n = 6)を用いた。
腺胃における腺管異型度の評価は、過形成、
軽度異形成、高度異形成、腺癌の 4 段階で判
定した。 
 
(3) 定量 PCR による解析 
 A4gnt/Il1rl1 DKO マウス(n = 6)の胃パラ
フィンブロックに HE 標本を参照しながら前
胃と腺胃の境並びに腺胃と十二指腸の境に浅

い切開を加え、10μm の厚さでパラフィン切
片を 3枚作製した。これらの切片から RNeasy 
FFPE キット(Qiagen)により total RNA を抽出
し、逆転写反応により cDNA を合成した。比較
対象として A4gnt KO マウス(n = 6)から同様
に調整した cDNA を用いた。 
 次に先行研究(Karasawa et al, J Clin 
Invest 122:923-934, 2012)により明らかにな
っている野生型マウスに比べて A4gnt KOマウ
スで発現量が上昇している 8 種類の分子、
Grem1、Cxcl1、Ccl2、Cxcl5、Il11、Hgf、Il1b、
Fgf7 に加えて、Il33、Mmp3 と、それぞれ M1
マクロファージと M2 マクロファージに特徴
的な Nos2と Arg1について、A4gnt/Il1rl1 DKO
マウスと A4gnt KOマウスにおける発現レベル
を定量 PCR 装置 7300 Real-Time PCR System 
(Applied Biosystem)を用いて比較解析した。
各分子の発現レベルは Gapdh 値で補正し、比
較 CT 値は A4gnt KO マウスで 3 番目に高い値
を示した数値を 1 と定義した。表 1 に使用し
た probe(Applied Biosystem)の Assay ID を
示す。 
 
表 1 定量 PCR に使用した probe リスト 
    --------------------- 
 遺伝子 Assay ID    
 --------------------- 
 Ccl2 Mm00441242_m1 
 Cxcl1 Mm00433859_m1 
 Cxcl5 Mm00436451_g1 
 Il1b Mm01336189_m1 
 Il11 Mm00434162_m1 
 Il33 Mm00505403_ml 
 Hgf  Mm01135193_m1 
 Fgf7 Mm00433291_m1 
 Grem1 Mm00488615_s1 
 Mmp3  Mm00440295_ml 
 Nos2 Mm00440502_m1 
 Arg1 Mm00475988_m1 
 Gapdh Mm99999915_g1 
 --------------------- 
(4) A4gnt/Il33 DKO マウスの作出 
 IL-33 タンパク質をコードする Il33 遺伝子
に対して、ORF 第 2 エキソンに相当する部位
に gRNA の標的配列（TACTGCATGAGACTCCGTTC 
-TGG/ PAM ）を設計し、gRNA 合成用カセット
プラスミド（pGEM-Teasy-U6gRNA）に gRNA 標
的配列を導入、T3 RNA ポリメラーゼを用いて
in vitro transcription を行うことにより、
Il33-gRNA を作製した。また、初期胚最適化
型 Cas9 として、pCAG-T3-hCAS9-pA (Addgene 
#48625: Fujii et al, Nucleic Acids Res 
41:e187, 2013)から T3 RNA ポリメラーゼを用
いたin vitro transcriptionによりCas9 mRNA
を作製した。続いて、A4gnt KO マウスを用い
て体外受精を行うことにより得られた A4gnt 
KO 1 細胞期胚に対して、それぞれ 10ng/μl
の Il33-gRNA/Cas9 mRNA を細胞質内マイクロ
インジェクションした後、擬妊娠 ICR メスマ
ウスに胚移植することにより、A4gnt/Il33 



DKO マウスの作出を行った。 
 Il33 遺伝子座への変異導入は、標的部位近
傍 を PCR （ プ ラ イ マ ー Il33-CRISPR-F1: 
TTGCATATCCTATCTGTGGCTTGC, R1: CACTCACCACA 
GTTACTGCCTTCC,増幅産物: 662bp）により得ら
れた DNA 断片に対してダイレクトシークエン
スを行い、波形解析により検討した。 
 
４．研究成果 
(1) A4gnt/Il1rl1 DKO マウスの樹立 
 A4gnt KO マウスと Il1rl1 KO マウスの交配
を行い、ダブルヘテロ変異マウスを得た。さ
らに A4gnt KO マウスと交配し、A4gnt-/- 
Il1rl1+/-の遺伝子型を持つ変異マウスを選抜
した。これらを交配することにより、両遺伝
子をホモで欠損する A4gnt/Il1rl1 DKOマウス
を得た。A4gnt/Il1rl1 DKO マウスは外見上正
常かつ生殖能力を有していた。そのため、以
降の実験には、A4gnt/Il1rl1 DKO マウス同士
を交配して得られた仔マウスを用いた。 
 
(2) A4gnt/Il1rl1 DKO マウスと A4gnt KO マ
ウスの比較：病理学的解析 
 10 週齢の A4gnt/Il1rl1 DKO マウスの胃粘膜
は何れも軽度異形成を示していた。同週齢の
A4gnt KO マウスの胃粘膜でも A4gnt/Il1rl1 
DKOマウスと同様に軽度異形成を示しており、
両者に明らかな差異は認められなかった(図
１)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 胃粘膜の病理所見：A4gnt/Il1rl1 DKO
マウス(A)、A4gnt KO マウス(B)の何れも軽度
異形成を示している。(C)対照としての野生型
マウス。(Bar = 200μm) 

 
(3) A4gnt/Il1rl1 DKO マウスと A4gnt KO マ
ウスの比較：定量 PCR による解析 
 胃粘膜から抽出した mRNA に対して遺伝子発
現解析を行った所、A4gnt/Il1rl1 DKO マウス
では A4gnt KO マウスと比較し、Ccl2、Il33、
Fgf7、Grem1、Arg1 の発現レベルが有意に低
下していた(図２)。 
 特に腫瘍形成を促進するとされる腫瘍関連
マクロファージ(tumor-associated macro- 
phages (TAM))を引き寄せるケモカインであ
る Ccl2 や、TAM の示す M2 マクロファージの
形質に特徴的な Arg1 の発現低下は、
IL-33/ST2 シグナルが A4gnt KO マウスの胃粘
膜において生じた向腫瘍性炎症を抑制してい
る可能性を示唆している。 
 10 週齢の時点では形態学的に A4gnt/Il1rl1 
DKO マウスと A4gnt KO マウスの胃粘膜に明ら
かな異型度の違いはみられなかったが(図１)、
週齢を重なるにつれて、A4gnt/Il1rl1 DKO マ
ウスでは A4gnt KOマウスに比べて腫瘍の促進
が抑制される可能性が考えられる。この仮説
を検証するため、今後も引き続きマウスを飼
育して解析を行う予定である。 

図２ 定量 PCR による胃における炎症関連遺
伝子の発現量の比較:緑色バーは A4gnt KO マ
ウス、空色バーは A4gnt/Il1rl1 DKO マウスを
示す。(* P < 0.05, ** P < 0.01) 
 



(4) A4gnt/Il33 DKO マウスの樹立 
 最新のゲノム編集である CRISPR/Cas 法を用
いることにより、A4gnt/Il33 DKO マウスを迅
速かつ効率的に作製することを試みた。A4gnt 
KO マウス胚に Il33-gRNA/Cas9 mRNAをマイク
ロインジェクションしたところ、11 匹の G0
マウスが得られた。Il33遺伝子座に変異が導
入されているか PCR ダイレクトシークエンス
法により DNA 配列解析を行ったところ、9 個
体にモザイク型と思われる複数の変異、2 個
体にホモ・両アリル変異が導入されていた（図
３）。12bp、24bp 欠失、3bp 挿入などのインフ
レーム変異を持つ個体が多数得られたが、こ
の中から Il33 遺伝子にフレームシフトを引
き起こす変異を持つオス個体（AM2）を選抜、
精子を採取し、A4gnt KO 胚を用いて体外受精
を行うことにより、微生物学的クリーニング
及び系統化を試み、Il33 ORF 内に 61bp 欠損
／1bp 欠損型変異<CCG→AC>を持つ 2 系統の
A4gnt/Il33 DKO マウスを樹立・系統化に成功
した。今後、引き続きマウスを飼育し、病理
組織学的並びに４．研究成果(3)で示した分子
の発現レベルを定量 PCR にて解析する予定で
ある。 
 

図３ CRISPR/Cas 法による A4gnt/Il33 DKO マ
ウスの作製：（A）変異導入効率 *:両アリル
変異（B）系統化に成功した Il33 KO マウスの
遺伝子配列。フレームシフトが導入され、変
異部位のすぐ後に終始コドンが出現する。(赤
字：gRNA 標的配列) 
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