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研究成果の概要（和文）：大腸がん悪性化に関与するドライバー遺伝子の中から異なるパスウェイの制御に関わ
る５種類（Apc、Kras、Tgfbr2、Trp53、Fbxw7）に着目し、異なる組み合わせで変異を持つマウスモデルを交配
により作製して解析した。その結果、Wnt活性化により発生した腸管腫瘍細胞は、TGF-beta経路の遮断または変
異p53の発現により粘膜下浸潤し、さらにKrasの活性化変異の蓄積によりEMT様の形態変化と脈管内浸潤が誘導さ
れることを明らかにした。これらの３重遺伝子変異を持つ腫瘍由来オルガノイドは転移能を獲得しており、誘導
遺伝子群の中から転移に対する治療標的分子を特定することが期待された。

研究成果の概要（英文）：We have selected five colon cancer driver genes, Apc, Kras, Tgfbr2, Trp53 
and Fbxw7, which regulate distinct oncogenic or tumor-suppressor pathways, and generated compound 
mutant mice by intensive crossing. Phenotype analyses of the mice revealed that suppression of 
TGF-beta signaling or mutant p53 expression in addition to Wnt activation causes submucosal 
invasion. Moreover, we found that additional Kras activation mutation induces morphological changes 
to EMT-like structure and intravasation. These triple mutant tumor-derived organoids acquired 
metastatic ability rom spleen to the liver. Taken together, the results suggest that Apc, Kras, 
Tgfbr2 or Apc, Kras, Trp53 is a minimum core for efficient colon cancer metastasis.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： 大腸がん　マウスモデル　悪性化進展　オルガノイド　転移

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
複数の遺伝子変異の積み重ねが大腸がんを発生させるという、「多段階発がん」の概念が確立されているが、そ
れぞれの遺伝子変異の組み合わせにより、がん細胞がどのような悪性化形質を獲得するのかは、未だ不明な点が
多く全体像は明らかになっていない。本研究では、ゲノム解析で明らかにされたドライバー遺伝子変異の情報を
基にして、マウスモデルを用いた網羅的解析を実施することで、大腸がん細胞の粘膜下浸潤、血管やリンパ管浸
潤、遠隔転移などの各悪性化段階に、どのようなドライバー遺伝子変異の組み合わせが関与するのかを初めて明
らかにした。得られた知見は、将来の大腸がん転移を標的とした治療薬開発に貢献が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
大腸がんの発生および悪性化には、複数のがん遺伝子およびがん抑制遺伝子の変異が段階的に
蓄積することが原因と考えられ、「多段階発がん説」としてその概念が確立している。また、大
規模なゲノム解析により、大腸がん発生に関与するドライバー遺伝子が明らかにされ、それらの
変異による、Wnt シグナル活性化、TGF-シグナル抑制、Kras 活性化、p53 機能欠損などが腸管
粘膜上皮細胞の腫瘍化、そして悪性化を誘導すると考えられていた。一方で、遺伝子変異の蓄積
が、大腸がん悪性化の粗過程、すなわち粘膜下浸潤、血管・リンパ管内浸潤、遠隔転移にどのよ
うに関与するのかについて、個体レベルでの研究が行われておらず、遺伝子変異型と悪性化等の
表現型との相関は明らかにされていなかった。転移再発をともなう悪性化進展がんを罹患する
患者の生存率は低く、転移を対象とした抗がん剤の開発もなされていない。そのためにも、遺伝
子変異の蓄積による大腸がん悪性化機構の解明は重要な研究課題である。 
 
２．研究の目的 
本研究は、大腸がん発生と悪性化に関与するドライバー遺伝子として、Apc、Kras、Tgfbr2、Trp53、
Fbxw7 の５遺伝子に着目し、これらの遺伝子変異マウスの交配により、様々な遺伝子変異の組み
合わせを腸管上皮細胞に導入したマウスモデルを作製し、これらを用いた解析により、腸管腫瘍
の悪性化誘導機構を個体レベルの解析で明らかにすることを目的とした。これらの遺伝子変異
は、それぞれ Wnt シグナル活性化、Kras 活性化、TGF-シグナル抑制、変異型 p53 発現、Fbxw7
によるがん遺伝子不活化の抑制などを誘導して発がんに関与すると考えられる。研究では、特に
転移を誘導する遺伝子変異の組み合わせを明らかにし、それにより発現変化する遺伝子群を特
定することで、将来の転移を標的とした治療薬開発に重要な知見を提供する。 
 
３．研究の方法 
（１）マウスモデル作製 
Apc716マウス、KrasLSL-G12D/+マウス、Tgrbr2flox/floxマウス、Trp53LSL-R270H/+マウス、Fbxw7flos/floxマウ
ス、villin-CreER マウスの６種類のマウスを交配して複合変異マウスを作製した。Apc716マウス
は良性の腸管ポリープを発生するため、全てのマウスでは Apc 遺伝子変異に加えて他の遺伝子
変異を導入した。villin-CreER は、タモキシフェン投与により腸管上皮細胞にて Cre が核移行し、
コンディショナル変異マウスの floxed 領域の DNA を切り出す。それにより、KrasLSL-G12D/+マウ
スと Trp53LSL-R270H/+マウスでは、それぞれ変異型の KrasG12D や Trp53R270H の発現が誘導され、
Tgrbr2flox/floxマウスと Fbxw7flos/floxマウスでは、Tgfbr2 および Fbxw7 遺伝子を欠損する。それぞれ
のドライバー変異を A、K、T、P、F のアルファベット１文字で示し、A、AK、AT、AP、AKP、
AKF、AKT、ATP、AKTP、AKTPF などの 14 種類の複合変異マウスを作製した（図１）。 
 
（２）表現型の病理組織解析 
各マウスモデルの腸管に発生する腫瘍組織を病理組織学的に解析した。とくに、粘膜下浸潤、ま
た、Ki67 や aSMA に対する抗体を用いた免疫染色により細胞分裂と間質細胞の活性化を評価し、
血管やリンパ管内皮細胞の免疫染色により、脈管浸潤の有無を解析した。さらに、F4/80、CD3、
CD4、CD8、CD45R などの抗体を用いて、マクロファージ、CD4/CD8 陽性 T 細胞、および B 細
胞の浸潤の検出を行い、免疫学的性状を解析した。 
 
（３）オルガノイド培養および移植による転移実験 
各マウスモデルに発生した腸管腫瘍細胞を採取し、マトリゲル中で３次元培養した。顕微鏡下で
オルガノイド形成を確認した後、オルガノイドを免疫不全マウスおよび同系統の C57BL/6（B6）
マウス脾臓にマトリゲルと共に移植した。移植後２〜４週間で病理解剖し、肝転移の有無につい
て組織学的に解析した。また、悪性化の分子機構を明らかにするため、オルガノイドの遺伝子発
現を RNA シークエンスにより解析し、
Ingenuity Pathway Analysys（IPA）および主
成分解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）変異型 p53 発現および TGF-シグ
ナル遮断による粘膜下浸潤 
作製した全ての遺伝子型マウスの腸管腫
瘍に対して組織病理解析を実施した結果、
AP および AT を含む遺伝子型マウスで粘
膜下浸潤が認められたため、TGF-シグナ
ル遮断または変異型 p53 R270H 発現が、
腫瘍細胞の粘膜下浸潤を誘導することが
明らかとなった（図１A）。 

ヒトがん組織の大半では、p53 遺伝子
の変異は欠損ではなく特定のアミノ酸変化をともなうミスセンス型変異である。これまでの研
究により、変異した p53 が新たに発がん促進機能を獲得することが示されており、機能獲得型

図１.遺伝子型の組み合わせによる腫瘍悪性化形質の変化 



（gain-of-function, GOF）変異と呼ばれている。興味深いことに GOF 変異 p53 は野生型 p53 との
ヘテロ接合体では安定化しても核局在しないが、GOF p53 ホモ接合体の細胞では顕著な p53 核
局在が観察され、オルガノイドの形状も複雑な腺管構造を示すようになる（図 2）。さらに変異
p53 発現による浸潤機構を明らかにするため、RNA シークエンスによる遺伝子発現解析を実施
した結果、GOF 変異 p53 発現細胞では約 350 遺伝子の発現誘導が確認され、トランスクリプト
ームの大きな変化が認められた。発現解析結果を用いて IPA 解析により活性化パスウェイを探
索した結果、興味深いことに
Wnt/-catenin シグナルおよび自
然免疫・炎症反応経路が顕著に活
性化していることが明らかとな
った。したがって、変異 p53 の発
現は、Wnt 活性化による未分化性
の亢進と、周囲の間質における炎
症反応誘導による微小環境形成
を促進すると考えられた。 

 
（２）Kras 活性化による上皮間葉転換（EMT）様構造変化と脈管浸潤 

AT および AP マウスでは、粘膜下浸潤は認められるがそれ以上の悪性化形質は観察されなか
った。それに対して、AKT および AKP の組み合わせで変異を持つマウスでは、粘膜下浸潤領域
での腺管構造が見られなくなり、切片上では数個の細胞塊として観察されるなど、EMT 様の構
造変化が認められた（図 1B、図３右）。さらに、リン
パ管や血管内皮細胞を免疫染色により検出すると、
腫瘍細胞が脈管の中に浸潤している像が認められた
（図３左、緑色がリンパ管）。一方、AK マウスでは
粘膜下浸潤を認めず、悪性化組織像は認められなか
った。以上の結果から、変異型 p53 発現または TGF-
シグナル遮断に加えた Kras 活性化が、EMT 様変化
と脈管浸潤を誘導されると考えられた。 

興味深いことに、AK マウス腫瘍細胞をオルガノイド培養し、マウス腸管粘膜下組織に移植
すると、AKT および AKP マウスの腫瘍と類似した悪性化像が観察された。したがって、粘膜下
に形成される微小環境と Kras 活性化の相互作用が悪性化を誘導する可能性が考えられた。 

 
（３）変異型 p53 発現または TGF-シグナル遮断と Kras 活性化による肝転移 

作製したマウスでは肝臓や肺への自然転移は認められなかったため、全ての遺伝子型マウス
の腫瘍組織からオルガノイド培養を樹立し、B6 マウスおよび免疫不全マウスの脾臓に移植した。
その結果、AKT および AKP を含む遺伝子変異の組
み合わせのオルガノイドだけで肝転移が認められ、
TGF-シグナル遮断または変異型 p53 発現と Kras 活
性化の組み合わせが大腸がん細胞の転移能獲得を誘
導すると考えられた（図１B）。特に AKT 変異を持つ
AKTP や AKTPF オルガノイドで転移巣が多く、AKT
または AKP をコアとした 4 重変異や 5 重変異オルガ
ノイドで高い転移能を獲得することが明らかとなっ
た（図１C、図４）。 

そこで、転移能を持たない ATP、低転移能の AKP、
および転移能が次第に高くなる AKT、AKTP、AKTPF
それぞれの腫瘍オルガノイドの発現解析を RNA シ
ークエンスにより実施し、主成分解析を行った結果、
それぞれの悪性化形質の進展にともない、特徴的な
発現プロファイルの進化的変化を示すことが明らか
となった（図５）。これらの遺伝子群の中に、転移制
御因子が含まれる可能性が考えられた。 

 
（４）Kras 活性化と Fbxw7 欠損による腫瘍構造変化 

本研究では、Fbxw7 遺伝子の欠損による悪性化形質進展への影響は認められなかった。しか
し、AKF の変異の組み合わせを持つマウスでは、粘膜内腫瘍と粘膜下浸潤腫瘍の双方で、腫瘍
組織構造の顕著な変化が観察された。すなわち、他の遺伝子型マウスでは腺管構造を主体とする
腫瘍を形成するのに対して、AKF を含むマウスでは絨毛型腫瘍を形成した（図１D）。この変化
による悪性化への影響については、今後のオルガノイドを用いた解析が必要である。 

 
（５）転移巣における免疫細胞浸潤 

近年の免疫療法の開発により、がんの治療方針に大きな変革がもたらされている。そこで、
原発腫瘍および肝転移巣を対象に各種免疫細胞の免疫染色を施した結果、粘膜下浸潤組織を含

図５.オルガノイド RNA シークエンス結果の主成
分解析。発現プロファイルの進化的な変化が認め
られる。 

図２.p53 遺伝子変異に依存したオルガノイド構造の変化。p53 遺伝子
欠損オルガノイド（左）および GOF 型 p53 変異ホモ接合体オルガノイ
ド（右）。ホモの GOF 変異により核蓄積と腺管構造形成が見られる。 

図３.AKTP 変異マウス粘膜下浸潤領域における
細胞塊構造（右）およびリンパ管内浸潤（左）。 

図４.AKTP（左）および AKTPF オルガノイド（右）
脾臓移植により発生した肝転移巣。 



む原発巣ではマクロファージ浸潤を認めるもののリンパ球浸潤は認められず、獲得免疫反応は
誘導されていないと考えられた。一方で、オルガノイド移植により形成された肝転移巣では CD4
および CD8 陽性 T 細胞や B 細胞の顕著な浸潤が認められ、同じ遺伝子変異の組み合わせでも、
転移巣では獲得免疫が誘導される可能性が示された。また、遺伝子変異の組み合わせの違いによ
る免疫反応の違いは見られなかった。以上の結果は、大腸がん細胞に対する免疫反応誘導機構を
明らかにして、新規治療方法を開発する上でも重要な知見となり、今後の継続した解析が重要と
考えられた。 
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