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報告

要旨

Abstract

卵巣摘出マウスの大腸粘膜における細胞増殖および細胞死関連タンパクの発現を解析し、エストロゲンの大
腸粘膜への作用について検討した。3群（OVX：卵巣摘出、OVX＋Mg：卵巣摘出＋マグネシウム投与、コ
ントロール：偽手術）のマウス結腸・直腸切片を対象とし、caspase 3、beclin 1、cyclin D1、Ki-67の各抗体
を用いて免疫組織化学染色を行った。OVXとコントロールを比較すると、beclin 1、 cyclin D1、Ki-67の発現
に有意差は認められなかったが、caspase 3の発現は OVXで有意に高くなった。OVX＋Mgとコントロール
を比較すると、caspase 3の発現は OVX＋Mgで有意に高く、beclin 1は OVX＋Mgで有意に低かった。以
上から、卵巣摘出マウス大腸ではアポトーシスが促進し、さらにMg投与はアポトーシスを促進させオートファ
ジーを抑制する可能性が示唆された。

キーワード：大腸粘膜、細胞増殖、アポトーシス、エストロゲン

Although the inhibitory or proliferative role of estrogen in the colorectal mucosa has been 

previously studied, the results remain controversial . To help resolve these controversies , we 

assessed cell death and proliferation in the colorectal mucosa of ovariectomized mice to determine 

the effects of estrogen. In addition, the effect of magnesium (Mg) administration was evaluated, as 

Mg is associated with osteoporosis prevention and alleviation of colorectal cancer risks. Proteins 

expression was analyzed in three groups of mouse colorectal tissue sections (OVX: ovariectomized, 
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OVX + Mg: ovariectomized + Mg administration, control: sham operation) by immunostaining 

using antibodies specific for caspase 3, beclin 1, cyclin D1, and Ki-67. Caspase 3 expression was 

significantly higher in the OVX group than in control mice. No significant differences in beclin 

1, cyclin D1, and Ki-67 expression were observed between OVX and control mice. Comparing the 

OVX + Mg colorectal tissue sections with the controls, caspase 3 expression was significantly 

higher in the OVX + Mg group, whereas beclin 1 were significantly lower in the OVX + Mg group. 

These results suggest that apoptosis could be accelerated in the colorectum of ovariectomized 

mice. Furthermore, Mg administration might promote apoptosis and inhibit autophagy.

Key words: colorectal mucosa, cell proliferation, apoptosis, estrogen

はじめに

近年、大腸癌による死亡者数が男女ともに増加
し、女性の臓器別癌死亡者数では第１位が続いて
いる。女性は閉経後に大腸癌が増加することから、
エストロゲンと大腸癌との関係について多くの研
究が行われているが、エストロゲンが大腸粘膜に
対して、増殖促進に働くか、抑制的に働くかにつ
いて一致した見解は得られていない 1-8）。エストロ
ゲンレセプター（ER）βが第 2の ERとして同定
され、種々の組織に対するエストロゲンの影響が
検討されており、大腸粘膜もその一つで、ER-βに
より制御されることが報告されている 1）。大腸粘膜
の発癌および進展における ER-βの役割は不明で、
正常組織から進行癌へと進むにつれ ER-βの発現
が低下するといわれている一方で、大腸癌組織で
は非癌部と比較するとエストロゲン活性が高レベ
ルに認められるという報告もある 3）。
大腸粘膜上皮は、陰窩の底部に存在する腸管上
皮幹細胞の増殖により数日ごとに細胞回転（ター
ンオーバー）を繰り返し新しくなっており、消化
管の機能的恒常性を保っている 9）。腸粘膜にとって
恒常性を保つために大きな役割を果たしているの
が細胞死であるが、アポトーシス以外の細胞死に
ついては報告が少ない。
本研究は、大腸粘膜の増殖に関わるエストロゲン

に着目し、卵巣摘出（閉経後骨粗鬆症モデル）マウ
スを用いて、低エストロゲン状態における大腸粘膜
の細胞死と細胞増殖について解析を行った。また、
マグネシウム（Mg）は、骨粗鬆症の予防効果や大
腸癌リスクとの関連が報告されていることから、
Mg投与による大腸粘膜への影響も検討した 10-14）。

材料と方法

使用動物および実験材料
実験には日本エスエルシー株式会社より購入し
た 10週齢の ICR雌性マウスを用いた。イソフルラ
ン（富士フイルム和光純薬株式会社、大阪、日本）
麻酔下で卵巣摘出手術（OVX）および卵巣を摘出
しない偽手術（Sham）を行った。マウスには飼料
として低カルシウム食（AIN-93M（低カルシウム
飼料）；日本クレア社、東京、日本）を与えた（表
1）。飲料水として、Sham（n＝4）および OVX（n

＝5）には純水を与え、マグネシウム投与群（OVX

マウスにマグネシウムを投与：OVX+Mg）（n＝5）
には、純水に硫酸マグネシウム（MgSO4・7H2O、
フジフィルム和光純薬株式会社）を 25 mg metal/

kg BW となるように混入したものを与えた。飼
料と飲料水は自由摂取下で 120日間飼育した。こ
れらマウスは、室温 22± 2℃、湿度 40～ 60％に
保たれた環境下で飼育を行った。その後、摘出し
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た大腸はホルマリン固定・パラフィン包埋を行い
3μ mの薄切切片を作製した。すべての動物実験
は、神戸女子大学動物倫理委員会の承認（A133、
A157）を得て、神戸女子大学大学院健康栄養学研
究科吉川研究室において実施した。

免疫組織化学染色
アポトーシスの検出に caspase 3（ASP175、ウサ
ギポリクローナル抗体、Cell Signaling Technology、
MA、USA）、オートファジーの検出に beclin 

1（ウサギポリクローナル抗体、Proteintech、
IL、USA）、細胞周期制御（進行）タンパクと

して cyclin D1（SP4、ウサギモノクローナル抗
体、Abcam、Cambridge、UK）、細胞増殖能の
指標として Ki-67（ウサギポリクローナル抗体、
Proteintech、IL、USA）の各一次抗体を用いて
免疫組織化学染色を行った（表 2）。反応は、ペル
オキシダーゼ標識ポリマー法を用いて以下の通り
行った。
切片を脱パラフィンし、流水水洗後、抗原性賦
活処理のため、圧力鍋（ティファール、クリプソ
アーチ、グループセブジャパン、東京、日本）を
用いて、121℃で 8分間加熱した。加熱溶液として
caspase 3および beclin 1には 1 mM EDTA溶液

表 2　一次抗体と染色条件

表 1　低カルシウム飼料
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（pH8.0）、Ki-67および cyclin D1には Tris-EDTA 

緩衝液（pH9.0）を用いた。自然冷却後、流水水洗
し、10 mM リン酸緩衝食塩水（phosphate-buffer 

saline、PBS、pH7.2）で 2回洗浄を行った。次に、
一次抗体を湿潤箱内にて室温で一晩反応させた。
PBS洗浄後、ペルオキシダーゼ標識ポリマー試薬
（シンプルステインMAX-PO、ニチレイバイオサ
イエンス社、東京、日本）を室温で 60分間反応さ
せた。PBS洗浄後、diaminobenzidine基質キット
（DAB+、DAKO、アジレントテクノロジー社、東
京、日本）で発色させ、ヘマトキシリンで核染色
後、脱水・透徹・封入を行った（表 3）。

陽性細胞計測方法
計測は各群でマウスごとに行い、あらかじめ粘
膜上皮を観察し、偏りがないように計測部位を決
定した。陽性細胞の分布状況、個数により細胞計
測を以下の通り行った。

caspase 3：顕微鏡下（400倍・HPF）で 40視野
を観察し、1視野当たりの陽性細胞数を算出した。

beclin 1：大腸粘膜の粘膜筋板の長さが１mmに
あたる粘膜上皮の範囲（基準範囲）を観察し、基
準範囲内の全細胞数と陽性細胞数をカウントし、
陽性細胞の割合（％）を算出した。

cyclin D1および Ki-67：顕微鏡下（400倍）で
40視野を観察し、1視野当たりの陽性細胞の割合
（％）を算出した。

統計学的解析法
陽性細胞数または割合は、平均値±標準誤差で
表した。
統計的解析にはエクセル統計（Statcel 3、東京、
日本）を用いて、ウェルチ t 検定を行った。P < 

0.05を有意差ありと判定した。

結果

表 3　免疫組織化学染色法



－50－

神戸常盤大学紀要　　第17号　2024

caspase 3
caspase 3の陽性像は、細胞の核と細胞質に見
られた（図 1a）。コントロールマウスにおける
caspase 3陽性細胞数は 1視野あたり 0.25～0.83個
（0.49± 0.07）であった。OVXでは 0.13～2.03個
（1.17± 0.17）、OVX+Mgでは 1.63～2.00個（1.84

± 0.08）であった。コントロールと比較すると、
caspase 3の発現は OVXで有意に高く（P < 0.05）、
OVX＋Mgにおいても有意に高くなった（P < 

0.001）（図 2a）。

beclin 1
beclin 1の陽性所見は細胞質に見られた（図 1b）。
コントロールマウスにおける beclin 1 陽性率は

8.7～36.7％（16.4± 3.13）、OVXでは 3.7～36.3％
（13.8 ± 3.06）、OVX ＋ Mg では 1.1～24.0％（7.0

± 2.12）であった。beclin 1の発現は、コントロー
ルと比較するとOVXでは有意差はなく（P=0.559）、
OVX＋ Mgでは有意に低かった（P=0.027）（図
2b）。

cyclin D1
cyclin D1の陽性像は核に見られた（図 1c）。コ
ントロールマウスにおける cyclin D1陽性細胞率は
35～50％（42.5± 1.89）であった。OVXでは 40

～60％（48.0± 2.81）、OVX＋Mgでは 35～50％
（41.0± 1.25）であった。cyclin D1の発現には有意
差は認められなかった（図 2c）。

Ki-67
Ki-67の陽性像は核に見られた（図 1d）。コント
ロールマウスにおける Ki-67陽性細胞率は 28～58 

％（42.3± 2.32）であった。OVXでは 29～66％
（45.7± 2.50）、OVX＋Mgでは 18～75％（47.9±
3.22）であった。Ki-67の発現には有意差は認めら
れなかった（図 2d）。

考察

本研究は、低エストロゲン状態における大腸上
皮細胞の細胞増殖および細胞死の状態を解析す

caspase 3 の陽性像は核と細胞質に見られた（a）。beclin 1（b）は細胞質
に陽性を示した。cyclin D1（c）および Ki-67（d）陽性像は核に見られた。
a は OVX+Mg、b,c,d はコントロールマウス。Scar bar：100 μ m。

図 1　代表的な染色像
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ることを目的とし、アポトーシス実行因子である
caspase 3、オートファジーマーカーである beclin 

1、細胞周期促進タンパクとして cyclin D1、細胞増
殖能の指標として Ki-67に対する抗体を用いて免疫
組織化学的検討を行った。
大腸粘膜は、陰窩の最底部にある幹細胞の増殖
と表層に向かって分化した細胞の死により上皮は

絶えず置き換わっており、この細胞死は主にアポ
トーシスであると考えられている。また、一般的
にアポトーシスがうまく機能しないときにオート
ファジーやネクロプトーシスによる細胞死が代償
的に働くと報告されている 15, 16）。本研究結果から、
卵巣摘出マウス（OVX、低エストロゲン状態）で
は、コントロールマウスと比較し、アポトーシス
実行因子である caspase 3の発現が有意に高く、ア
ポトーシスが促進していることが示唆された。オー
トファジーマーカーである beclin 1の発現には有意
差は認められず、亢進は見られなかった。さらに、
細胞増殖を促進する cyclin D1と細胞増殖の指標で
ある Ki-67の発現についても、どちらも有意差は認
められなかった。
これまでのところ、低エストロゲン状態ではア
ポトーシスが抑制され、細胞増殖が促進するとい
う報告が多いが 1, 4, 8）、本研究では、低エストロゲン
状態下でアポトーシスの亢進がみられ、細胞増殖
傾向は示さなかった。エストロゲンが大腸粘膜に
対して細胞増殖に働くか、または増殖抑制に作用
するかは重要な問題であるが、答えが一致しない
理由として、腸粘膜には個々の複雑な背景（性別、
年齢、栄養状態、腸内細菌叢の状態、粘液分泌、免
疫機能、遺伝子修復機能など）が影響し、実験材
料の違いによる結果の相違があげられており、特
に大腸の部位による違いや年齢の影響の重要性が
指摘されている 5, 6）。本研究は、卵巣摘出マウスを
対象とし、コントロールマウスとの比較による検
討を行ったが、今後はさらに細胞老化関連因子や
ムチンマーカー、遺伝子修復蛋白の発現など、個
体年齢や部位による差異を考慮した検討が必要と
考える。
次に、マグネシウム投与による大腸上皮細胞への
影響を検討したところ、アポトーシスは促進したが、
オートファジーは低下を示した。マグネシウムは細
胞増殖、細胞分化、血管新生、アポトーシスなどの
幅広い生化学反応に関与すると報告されており、そ
の働きは複雑で多岐にわたっている 10, 13）。大腸癌

図 2　コントロールマウス、OVX、OVX-Mg における
各タンパクの発現
caspase 3 の発現は、コントロールと比較する
と OVX で有意に高く（P < 0.05）、OVX ＋ Mg
においても有意に高くなった（P < 0.001）（a）。
beclin 1 の発現は、コントロールと比較する
と OVX では有意差はなく（P=0.559）、OVX
＋ Mg で は 有 意 に 低 か っ た（P < 0.05）（b）。
cyclin D1（c）および Ki-67（d）の発現には有
意差は認められなかった。
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との関連性について研究されており、女性では血
清マグネシウム濃度が低いほど大腸癌のリスクが
高いことが報告され、マグネシウム摂取が大腸が
ん予防に効果的であると考えられている 12）。また、
マグネシウムのレベルと大腸癌リスクに関連性は
ないとする報告もある 14）。本研究では、低エスト
ロゲン状態においてマグネシウムを投与したとこ
ろアポトーシスは促進し、オートファジーは抑制
された。マグネシウムの適切な投与は、細胞死誘
導の制御に応用できる可能性があると考える。
今後は、Estrogen Receptor-βの発現や、他の細
胞増殖因子（サイクリン A、サイクリン B）、細胞
周期抑制因子である p16、p21の発現についても検
討が必要と考える 17）。さらに、大腸粘膜に作用す
る他の細胞死として、ネクロプトーシスや炎症性
細胞死であるパイロトーシス、また新規細胞死で
あるエレボーシスについても解析していく 18-19）。
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