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研究成果の概要（和文）：ヒト消化器癌や周囲の正常組織の切除標本から癌幹細胞、組織幹細胞を分離、培養
し、細胞集塊（オルガノイド）形成させて、その特異的な遺伝子や蛋白の発現を解析した。その結果、大腸癌幹
細胞から分化した非癌幹細胞は、上皮間葉転換に関わるTWIST1分子の活性化により再び幹細胞性を獲得した。ま
た正常胃組織幹細胞においてE-cadherin分子の発現抑制により印環細胞癌様の形態が誘導された。いずれもこれ
らの分子を標的とした治療開発に繋がることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Freshly isolated human gastrointestinal cancer stem cells (CSCs) and normal 
tissue stem cells, which form organoid in our culture system, were examined by comprehensive gene 
expression analysis. Differentiated colorectal non-CSCs in the culture were demonstrated to retrieve
 the stem cell features in association with activation of TWIST1, a key molecule of 
epithelial-mesenchymal transition process. Normal gastric tissue stem cells-derived organoid 
exhibited signet-ring cell carcinoma-like morphology by inhibition of E-cadherin expression. These 
molecules regulating the behavior of CSCs and tissue stem cells could possibly become therapeutic 
targets for cancer chemotherapy.

研究分野： 消化器内科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 近年の集学的治療の発展により胃癌、大腸
癌などの消化器癌の治療成績は向上してき
た。特に殺細胞性抗癌薬や分子標的薬を用い
た薬物療法は、切除不能進行および再発消化
器癌の中心的な治療手段としての役割を果
たしている。しかし、これらの薬物療法によ
り腫瘍が縮小し病勢が制御された後に、再発
を来たして不幸な転機をとる例が多い。その
主な原因として、薬物抵抗性の癌幹細胞の残
存が考えられてきた。 
 癌幹細胞の概念は Dick らにより造血器腫
瘍において初めて証明された後、様々な癌種
でもその存在が報告されてきた。癌幹細胞は、
自己複製能と、免疫不全マウスにおける造腫
瘍能の２つの性質により定義される。そして
腫瘍組織を形成する癌細胞の中で、特定の表
面マーカーにより区別が可能である。 
 癌幹細胞を研究する上で、ヒト臨床検体を
扱うことは極めて重要である。癌研究に用い
られる細胞株の多くは単一集団で構成され、
臨床検体の腫瘍組織のような不均一性を喪
失している。また免疫不全マウス移植におい
て、原発腫瘍の組織学的構造を再現できるの
はほぼ臨床検体のみである。 
 ヒト体内で腫瘍が形成される際、癌幹細胞
の一部は自己複製し、他の一部は非癌幹細胞
へと分化する。この過程を解析する上で、免
疫不全マウスへの異種移植実験では、分化過
程の経時的な分子レベルの変化を観察する
ことは困難である。癌幹細胞から非癌幹細胞
へ分化していく過程、あるいは非癌幹細胞が
癌幹細胞性を獲得する過程を経時的に観察
するには培養系が必要であった。 
 
 本研究計画の準備段階では、ヒト大腸癌の
臨床検体の培養系では単一細胞からの経時
的変化の安定した解析は未だ困難であった
（Kondo et al. PNAS, 2011）。一方、ヒト正
常消化管細胞では、マトリゲルを用いた 3 次
元培養により、単一の消化管幹細胞から細胞
集塊（オルガノイド）培養が可能との報告が
なされていた（Sato et al. Gastroenterology, 
2011）。我々はそれまでもヒト大腸癌臨床検
体より単一の癌幹細胞を分離し、経時的な観
察が可能な培養系の確立に取り組んできた。
しかし胃癌については、正常粘膜および胃癌
由来の幹細胞の培養は確立できていなかっ
た。 
 大腸癌では、EpCAM+CD44+ヒト大腸癌
幹細胞が免疫不全マウスにおける造腫瘍能
を有し、この同種移植腫瘍片は CD44+癌幹
細胞と CD44-非癌幹細胞により構築される
ことが示された（Dalerba et al. PNAS, 
2007）。一方、胃癌幹細胞のマーカーは未だ
明らかでなかった。 
 この、癌幹細胞から非癌幹細胞への分化は、
当時より一方向性と考えられていた。しかし
Mani らは、CD44-非癌幹細胞が癌幹細胞様

の性質を獲得し得ることを示し、その癌幹細
胞様の性質の獲得には上皮間葉転換（以下
EMT）が重要な役割を担っていると報告した
（Mani et al. Cell, 2008）。EMT により非癌
幹細胞が癌幹細胞様性質を獲得すること、あ
るいは EMT による癌細胞の浸潤、転移能の
増強の現象は、細胞株を用いた研究により示
されたが、ヒト臨床検体で同様の現象が生じ
るかは証明されていなかった。 
 癌の微小環境からの増殖因子は、癌幹細胞
の維持、および癌細胞の EMT 誘導にも必須
と考えられている。しかしヒト臨床検体由来
の癌幹細胞・非癌幹細胞が、この増殖因子等
により、どのような分子機序で（１）幹細胞
性を維持し、（２）癌幹細胞より非癌幹細胞
へと分化し、あるいは（３）非癌幹細胞から
幹細胞性を獲得するか（４）EMT を生じる
かは不明であった。 
 
 これまで我々は、主にヒト大腸癌を対象に
臨床検体にわずかに含まれる EpCAM+ 
CD44+癌幹細胞集団をフローサイトメトリ
ーにより分離し、この細胞が免疫不全マウス
において造腫瘍能を有し、連続移植が可能で
あることを確認した。 
 またこの大腸癌臨床検体由来の単一の癌
幹細胞の培養により、オルガノイドの形成は
可能であった。そしてこれらのオルガノイド
形成癌細胞は、それ以外の癌細胞と比較して
特徴的な遺伝子発現プロファイルを有する
こと、オルガノイド形成癌細胞は一定期間培
養後に癌幹細胞および非癌幹細胞の混在し
た不均一な状態となることを観察していた。 
 
２．研究の目的 
 
 そこで本研究では、まずヒト大腸癌臨床検
体中にわずかに含まれる癌幹細胞を分離し、
単一癌幹細胞より安定した培養系を確立し、
これらが分化あるいは EMT を来す過程にお
いて、どのような遺伝子発現プロファイルの
変化を示すかを解析することを目指した。 
 具体的には、この培養系では単一大腸癌幹
細胞由来のオルガノイドは、癌幹細胞と非癌
幹細胞により形成され、それぞれ特徴的な遺
伝子発現パターンを示しており、そのパター
ンは時間と共に変化することが予想された。
そのためこの培養過程で（１）癌幹細胞の幹
細胞性の維持、（２）癌幹細胞から非癌幹細
胞への分化、（３）非癌幹細胞の幹細胞性の
獲得、（４）EMT、などの変化に特徴的な遺
伝子発現プロファイルを明らかにすること
を目指した。またこれらの変化に役割を果た
している細胞内外の因子が、治療のための標
的となるかを検討する。 
 一方、胃癌においては、ヒト臨床検体から
の癌幹細胞の分離やその培養法の樹立も未
だ不可能であったため、まずこれらを可能と
し、その後大腸癌と同様に癌幹細胞の分化過
程の分子レベルでの解明を目指した。 



 これらの結果を基に、消化器癌幹細胞の分
化や、非癌幹細胞の幹細胞性獲得、EMT な
どの過程に関わる基盤となる分子機構を明
らかにし、癌幹細胞自体を標的にした治療法
や、EMT による浸潤・転移誘導を阻害する
治療法の開発を最終的な目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
研究方法の概略： 
ヒト消化器癌臨床検体由来の単一細胞より、
フローサイトメトリーを用いて癌幹細胞分
画を集め、マトリゲル上で液性因子添加した
培地により培養してオルガノイドを形成す
る。オルガノイド構成細胞はフローサイトメ
トリー、免疫組織学検査で解析するとともに、
単一細胞 PCR により細胞毎の遺伝子発現プ
ロファイルを測定した。この臨床検体の有す
る癌幹細胞性、および EMT による表現型の
変化を免疫不全マウスへの異種移植モデル
などで確認した。またヒト正常胃組織検体の
細胞のオルガノイド培養系を確立し、正常組
織幹細胞の性質の解析も行った。 
 
（１）ヒト消化器臨床検体からの細胞分離と
培養系樹立 
 九州大学病院で切除された胃癌、大腸癌の
手術検体より、切除直後に約 1cm 角の腫瘍組
織片を採取した。あるいは切除された胃検体
辺縁の正常粘膜部分を採取した。細切後に酵
素処理にて単細胞化し、各種抗体で染色後に
セルソーターを用いて単細胞の状態で分離
した。ソーティングされた癌細胞および正常
胃細胞を、癌微小環境由来の液性因子を添加
したマトリゲル上の培地で培養した。7-14 日
後に得られたオルガノイドを下記の手法で
解析する。このオルガノイドは、再び単細胞
に分離後に同様の条件で長期間の継代培養
が可能であることを確認した。 
 本計画ではこの方法を基盤として研究を
実施したが、症例毎に異なるスフェアの形成
効率を高めるため、また特に胃正常組織、胃
癌組織からの分離細胞の培養法を樹立する
ため、培養に用いる液性因子や培養条件の最
適化を行った。 
 本研究計画は九州大学病院臨床試験倫理
審査委員会の承認を得ている。ヒト検体の採
取には、術前に文書による患者同意取得の上、
手術的に採取された消化器組織の一部を使
用する。 
 
（２）ヒト消化器癌幹細胞の異種移植実験 
上記の手法で手術検体より分離されソーテ
ィングされた癌細胞の一部は、癌幹細胞性の
確認のために免疫不全マウス（NOD/SCID）
皮下に移植した。1x102-5x102 個の移植によ
り多くは 8-12 週後に腫瘍形成が観察された。
この異種移植片を採取し、HE 染色、免疫染
色による病理組織学検査を行う。また新鮮な
異種移植片を単一細胞化し、抗体で染色後ソ

ーティングしたものを、再び免疫不全マウス
に移植して腫瘍形成を確認するか、上記 1 の
方法で培養を行う。またこれに加えて、臨床
検体から上記 1の手法で培養されたオルガノ
イド細胞を回収して、同様に免疫不全マウス
への移植実験も実施する。 
 
（３）オルガノイドの解析（免疫組織学的検
査、フローサイトメトリー） 
 マトリゲル上に培地で形成された大腸癌
由来のオルガノイドを適切な時期に固定し、
EpCAM, CD44, CD133 などの癌幹細胞マー
カー分子や E-cadherin, N-cadherin など
EMT に関連する分子に対する抗体を用いて
多重免疫染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡
でこれらの発現部位を観察した。また正常胃
組織由来のオルガノイドについては、正常胃
粘膜上皮の分化マーカーを染色して同様に
解析した。 
 大腸癌幹細胞集団や、EMT 関連分子を発
現する細胞集団のスフェア内の分布状態は
測定時期により異なっており、単一癌幹細胞
からスフェア形成に至る細胞の増殖、分化の
過程も 3 次元画像として解析可能である。 
 またオルガノイドを単一細胞化して抗体
で染色し、フローサイトメトリーにより構成
細胞を定量的に測定した。 
 
（４）オルガノイド形成細胞の遺伝子発現解
析 
 オルガノイド形成する癌細胞の個別の遺
伝子発現プロファイルを解析するために、単
一細胞化した癌細胞が発現する表面分子を
確認する。その後、それぞれの単一細胞の
PCR 反 応 を Biomark HDTM system 
(Fluidigm corporation, USA) を用いて実施
した。この系では一細胞あたり最大 96 遺伝
子の PCR 増幅が可能である。 
 
（５）ヒト臨床検体由来癌細胞における
EMT の検討 
 ヒト臨床検体由来の癌細胞の上記培養系
において、EMT が生じるかどうかを検討し
た。EMT 誘導に関連する可溶性因子の存在
下に培養を行い、EMT 関連分子の発現をフ
ローサイトメトリー、ウエスタンブロッティ
ング、および定量的PCR法により測定した。
EMTに伴って亢進する浸潤能については、in 
vitro の遊走能測定により評価する。既に我々
は、臨床検体由来大腸癌細胞に TGF-beta を
添加すると、一部の ETM 関連分子の高発現
が誘導されることを見いだしたことから、さ
らに多数の症例において複数の関連分子を
指標とした解析を行った。これらの解析結果
に基づき、Snail や Twist などの EMT 関連
遺伝子を、レンチウイルスベクターを用いて
臨床検体由来癌細胞に導入した。遺伝子導入
癌細胞の特徴を in vitro で解析すると共に、
これらを免疫不全マウス皮下に移植して、腫
瘤形成能や浸潤能・転移能の獲得についても



解析した。 
 
（６）ヒト胃組織幹細胞の培養系樹立と胃印
環細胞癌発癌モデルの作成 
 ヒト正常胃組織は、主に表層粘液細胞、頚
部粘液細胞、主細胞、壁細胞、神経内分泌細
胞などの上皮系細胞によって構成される。
我々は、胃正常組織より in vitro で培養した
オルガノイドを用い、オルガノイドの分化能
を免疫組織染色で確認した。この解析結果を
基に、胃組織由来オルガノイド形成細胞に遺
伝子変異を導入することで、発癌過程の再現
を試みた。遺伝子変異導入には CRISPR- 
Cas9 法を利用した。遺伝子変異導入された
胃組織由来オルガノイドの形成細胞は、蛍光
免疫組織染色、PCR 法による遺伝子発現解析
などに用いた。 
 
４．研究成果 
 
 本研究では、ヒト消化器癌幹細胞の分化過
程、非癌幹細胞の幹細胞性獲得と EMT の関
連などに関わる分子機構の解明により、消化
器癌幹細胞自体を標的にした治療法、癌の浸
潤、転移を阻害する治療法の開発を目的とし
ている。 
（１）ヒト大腸癌幹細胞に関する研究成果： 
我々は、まずヒト大腸癌臨床検体（手術検体、
癌性胸腹水など）にわずかに含まれる癌幹細
胞を、フローサイトメトリー等を用いて効率
よく分離し、単一癌幹細胞からオルガノイド
形成に至る安定した培養系を確立した。
EpCAM 高発現 CD44 陽性のヒト大腸癌幹細
胞はオルガノイド形成能を有しており、免疫
不全マウス移植による腫瘍形成能も観察さ
れ、高い幹細胞性を有すると考えられた。 
 大腸癌幹細胞の分化と EMT を再現する過
程において、単一細胞レベルでの遺伝子発
現・蛋白発現プロファイルの解析を行った。
興味深いことに、EMT 関連分子 TWIST1 の
発現に強く相関して、非癌幹細胞が幹細胞性
を獲得することが明らかとなった。さらにこ
の過程に TGF-beta を介するシグナル伝達が
深く関与することを明らかにした。大腸癌の
臨床検体において、EMT 過程に関連して癌
幹細胞性を獲得する現象を証明した本研究
は意義深いと考えられる（論文改訂版投稿
中）。 
 
（２）ヒト胃組織幹細胞と発癌過程に関する
研究成果： 
 未だその生物学的特徴が知られていない
ヒト胃癌幹細胞の、生成および増殖過程を分
子レベルで解明するために、まず我々はヒト
正常胃組織幹細胞の同定を試みた。胃手術検
体を用いてヒト正常胃組織幹細胞の候補と
なる細胞集団を分離し、オルガノイド培養を
行った。培養開始後 1 週間程度の培養早期で
は、胃の分化細胞に特徴的な蛋白の発現を認
めず、代わりに SOX2 や Lgr5 など未分化細

胞に特徴的な転写因子、膜蛋白の高発現が見
られたことから、より未分化な状態が維持さ
れていると考えられた。 
 培養液に添加する液性因子や培養条件を
最適化し、ヒト胃組織由来オルガノイドは約
2 か月間培養および継代可能となった。さら
に壁細胞以外の 4系統の細胞の特異的な蛋白
発現を確認し、これらへの分化を証明できた。
以上より、in vitro において、ヒト胃組織由
来オルガノイドは正常胃組織幹細胞に由来
し、正常胃組織の性質を備えたものと考えら
れた。 
 胃癌の発癌過程を明らかにするために、こ
の胃組織由来オルガノイドを遺伝子改変実
験に使用した。 
 従来胃癌はびまん型と腸型の 2つの組織型
に大別されてきた。更に、近年の胃癌組織の
網羅的解析により、胃癌は 4 つのサブタイプ
に分類可能であることが報告されている
(Cancer Genome Atlas Research Network, 
Nature 513;202-209, 2014) 。これらの知見
を紐解くと、びまん型胃癌では、高率に
CDH1 遺伝子のミスセンス変異やサイレン
シングを伴うことが明らかになった。CDH1
遺伝子は、細胞間接着分子である E-cadherin
をコードし、E-cadherin は上皮系細胞にユビ
キタスに発現する分子である。 
 我々はヒト胃組織由来オルガノイドにお
いて、CRISPR-Cas9 技術によって CDH1 遺
伝子のノックアウトを行った。その結果、
E-cadherin 陰性の細胞では、PAS 陽性の粘
液貯留と核の偏在化を伴う、印環細胞癌に特
徴的な形態変化を認めた。更に、CDH1 ノッ
クアウト細胞では、マトリゲル培養下におい
て、走化性亢進が観察された。しかしこれら
の印環細胞は、後に Cleaved caspase 3 を高
発現してアポトーシスを生じ、長期培養は不
可能であった。以上の結果より、胃組織幹細
胞における E-cadherin の発現抑制は、胃印
環細胞癌に特徴的な形態変化および臨床的
に重要な転移能獲得に関与していることが
示唆された。しかし、CDH1 単独欠損では癌
化には不十分であり、今後癌化に必要な遺伝
子異常もしくは特定のニッチの同定が必要
と考えられた（論文投稿準備中）。 
 これらの知見は、胃癌幹細胞の起源、およ
び胃癌幹細胞の発生と癌細胞の増殖に強く
関わる分子の同定の基盤となり、今後特にび
まん型胃癌の新規治療法開発に繋がるもの
と期待される。 
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