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研究成果の概要（和文）：申請者らは、癌細胞株が正常線維芽細胞にTGF-bシグナルを誘導し、癌促進性ニッチ
の代表的間質細胞である線維芽細胞(CAFs) への分化を促進することを見出した実績がある。しかしながら、
CAFsニッチ形成に寄与した癌細胞由来の因子やその癌細胞自身の特性に関しては明らかではない。申請研究で
は、特定の癌細胞株を使用することなく、複数の大腸癌patient-derived tumor xenograft (PDX)や癌オルガノ
イドを樹立し、それぞれの癌促進性CAFsを誘導する能力を比較検討し、癌細胞とCAFsの相互作用を分子レベルで
解明することを試みた。

研究成果の概要（英文）：Applicants found that cancer cell lines induce TGF-b signals in normal 
fibroblasts and promote their differentiation into fibroblasts (CAFs), the representative stromal 
cells of the cancer-promoting niche. However, the factors derived from cancer cells that contributed
 to the formation of the CAFs niche and the characteristics of the cancer cells themselves are not 
clear. In the submitted study, multiple colorectal cancer patient-derived tumor xenograft (PDX) and 
cancer organoids were established without using a specific cancer cell line, and their ability to 
induce cancer-promoting CAFs was compared and examined to compare cancers. We attempted to elucidate
 the interaction between cells and CAFs at the molecular level.

研究分野：癌生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
癌塊内にCAFsが豊富に存在すると予後不良であることが疫学的調査により報告されている。しかしながら、癌細
胞の悪性度とCAFsを癌塊内にリクルートしニッチを形成する能力の相関に関して、細胞および実験動物レベルで
の研究報告は乏しい。申請研究の独創性はCAFsニッチを形成する能力が癌悪性化の１つの指標であることを大腸
癌PDXsや癌organoidを使用し分子レベルで明らかにすることである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
従来、大腸癌の予後不良のマーカーとして、K-ras, Smad4や p53遺伝子における変異の
有無が議論されてきた。最近、大腸癌遺伝子発現プロファイルをもとに、4種類のコン
センサス分子サブタイプ（consensus molecular subtype：CMS）が報告された (Guinney J. 
et al., Nature Medicine, 21, 1350–1356, 2015)。興味深いことに、これらは特定の遺伝子変
異には全く依存しないサブタイプ分類であり、CMS1はマイクロサテライト不安定化と
高頻度の突然変異やマイクロサテライトの不安定化による強い免疫活性化を特徴とす
る。CMS2は上皮性で、WNTとMYCシグナル伝達の顕著な活性化を特徴とする。CMS3
は上皮性で、明らかな代謝調節異常を特徴とする。CMS4は、TGF-βシグナルの顕著な
活性化、間葉系の表現型(上皮間葉移行 epithelial mesenchymal transition: EMT)および
CAFs の集積や血管形成および高浸潤・転移性を特徴とし、最も予後不良のサブタイプ
である。この予後不良の CMS4サブタイプに裏図けられるように、大腸癌の進展におけ
る CAFs の意義は益々明確になってきている。しかしながら、大腸癌細胞の悪性度と
CAFsニッチ形成能力との関係は明らかではない。 
 
以前申請者らは 1 種類ヒト乳癌細胞株と正常ヒト乳腺由来線維芽細胞を免疫不全マウ
スの皮下に共移植後に、癌塊より移植した正常線維芽細胞を抽出し、癌促進性の CAFs
に変化していることを見出した(Kojima, Y., et al., PNAS., 107, 20009-20014, 2010)。癌細胞
とマウスに移植後、癌塊内での癌細胞との相互作用により線維芽細胞は経時的に癌促進
性 CAFsの表現型を獲得していた。以上の結果および上記 CMS4サブタイプの大腸癌の
特性を考慮し、申請者らは以下の仮説を想像した。 
CMS4サブタイプの大腸癌は、癌進展過程で CAFsをリクルートしニッチを形成するこ
とにより悪性化する。つまり CMS4サブタイプの大腸癌細胞は、その悪性度を維持する
ために、CAFsニッチを形成する能力が他のサブタイプの癌細胞より高い。さらに、CAFs 
は CMS2 や CMS3 などの他のサブタイプの大腸癌細胞を悪性度の高い間葉系の CMS4
サブタイプに変換する能力を持つかもしれない。 
申請者らは、40 例の大腸癌患者より外科的に切除された大腸癌原発巣組織を高度免疫
不全 NOD/Scid/IL2Rγnull (NOG)マウスに同所移植し、patient-derived tumor xenograft 
(PDX) modelを作製した。その中に、癌塊内に-SMA陽性 CAFsをリクルートし間葉系
の表現型を示す CMS4サブタイプ様の PDXが観察された。 
 
２．研究の目的 
申請者らは、癌細胞株が正常線維芽細胞に TGF- シグナルを誘導し、癌促進性ニッチ
の代表的間質細胞である線維芽細胞(CAFs) への分化を促進することを見出した実績が
ある。しかしながら、CAFs ニッチ形成に寄与した癌細胞由来の因子やその癌細胞自身
の特性に関しては明らかではない。申請研究では、特定の癌細胞株を使用することなく、
複数の大腸癌 patient-derived tumor xenograft (PDX)や癌オルガノイドを樹立し、それぞれ
の癌促進性 CAFsを誘導する能力を比較検討し、癌細胞と CAFsの相互作用を分子レベ
ルで解明することを試みた。 
 
３．研究の方法 
特に悪性度が高く予後不良な CMS4サブタイプ大腸癌の根治治療は極めて困難である。
予後不良の大腸癌の効果的な治療を可能にする社会実現に向けて、申請研究では、CAFs
と CMS4 サブタイプの相互作用を分子レベルで解明することを目指す。このゴールに
向けて、次の目標①～③を設定して戦略的にアプローチする。申請研究では、①CMS4
サブタイプ大腸癌が正常線維芽細胞の CAFs化に優れているか否か②CAFsが CMS4サ
ブタイプ大腸癌の分化に寄与しているのか③CMS4サブタイプ大腸癌と CAFsの相互作
用を分子レベルで明らかにする。以上より、CAFsと CMS4サブタイプの相互作用を分
子レベルで解明し、それらを標的とした新たな分子標的治療法の実現化を目標とした基
礎研究を実施する予定である。 
 
課題（１）CMS4サブタイプ大腸癌が正常線維芽細胞の CAFs化に優れているか否か検
討する。 
現在 5種類の患者より作製された、大腸癌由来 PDXマウスモデルを継代・維持してい
る。その内１～２例において、間葉系マーカーである ZEB1 の発現亢進および上皮系マ



ーカーE-cadherin の発現低下および a-SMA 陽性の CAFs の癌塊へのリクルートの亢進
を示したことより、CMS4サブタイプの癌の可能性が示唆された。 
申請研究では、上記 5 種類の PDXs を collagenase で消化し、dissociate し癌細胞の cell 
suspension を作製する。１X105の癌細胞と不死化された３X105の puromycin-耐性遺伝
子が導入された正常ヒト大腸由来線維芽細胞を NOGマウスに皮下移植する。 
1～２か月後成長したそれぞれの群の癌塊を collagenase で消化し、dissociate し
puromycinを添加した 10％FCS-DMEM培地で培養する。数週間培養し、puromycin-耐性
ヒト大腸由来線維芽細胞が増殖し confluent になったら stock する。対照群として癌細
胞なしに、正常ヒト大腸由来線維芽細胞を NOGマウスに皮下移植する。1～２か月後に
線維芽細胞の白色塊をマウス皮下より採集し、同様に puromycin を添加した 10％FCS-
DMEM培地で培養する。数週間培養し、puromycin 耐性ヒト大腸由来線維芽細胞が増殖
し confluent になったら stock する。 
 
これらの puromycin-耐性ヒト大腸由来線維芽細胞において、CAFs の活性化のマーカー
である a-SMA, SDF-1, リン酸化 Smad2/3の発現を immunoblotや real-time PCRで比較検
討する。さらにこれらの線維芽細胞の癌促進能を調査するために、ヒト大腸癌細胞株と
共に NOG マウスに皮下移植し、癌塊の増殖を比較検討する。 
申請者らは、CMS4サブタイプの大腸癌細胞が、non-CMS4サブタイプの癌細胞と比較
し、より活性化し癌促進能を有した CAFs を作り出すことつまり CAF ニッチ化に寄与
していると予期している。CMS4サブタイプの症例数を増やす必要性がある場合は、生
検サンプルや外科的に切除されたサンプルを使用し新たに PDXモデルを作製する。 
 
課題（２）CAFsが CMS4サブタイプ大腸癌の分化に寄与しているのか調査する。 
申請者は患者大腸癌より複数の a-SMA の発現を亢進した活性化線維芽細胞能を有した
CAFsの抽出を予定している。non-CMS4サブタイプの 2～3種類の PDXsを collagenase
で消化し dissociate し、NOG マウスに CAFs あるいは対照非癌部由来大腸線維芽細胞
と同所移植する。成長した癌塊を dissociateし大腸癌細胞を抽出しマトリゲル状に 3 次
元培養する。この条件では移植された CAFsやマウスの線維芽細胞が増殖することが困
難であり、大腸癌細胞が organoidとして増殖することが申請者らの予備実験にて明らか
になっている。増殖した大腸癌細胞 organoid をレンチウイルス由来 GFP でラベルし、
NOG マウスに同所移植する。移植後に形成された癌塊より標本を作製し、免疫組織染
色や細胞抽出液を用いたWestern blot解析を施行し、TGF-βシグナルの活性化、間葉系
の表現型および CAFsの集積や血管形成および高浸潤・転移性を検査する。これらの解
析結果より、対照非癌部由来大腸線維芽細胞と比較して、CAFsと移植された non-CMS4
サブタイプの大腸癌細胞がより間葉系で高転移性の悪性度の強い CMS4 サブタイプに
変化しているか否かを考察する。 
 
課題（３）CMS4 サブタイプ大腸癌と CAFs の相互作用を分子レベルで明らかにする。 
CMS4サブタイプの大腸癌細胞が CAFs化を促進した場合は、organoid培養された CMS4
サブタイプ大腸癌細胞に 500種類の化合物ライブラーリー（癌支援より提供予定）を使
用する。申請者の先行研究より、癌細胞由来の刺激により線維芽細胞に TGF-β-Smad2/3
シグナルが活性化されることが CAFs化に重要であることがわかっている。それ故、化
合物添加 24時間後に癌細胞培養上清を回収し、96 well plate にまかれた活性化 Smad2/3
レポータープラスﾐﾄﾞが導入された線維芽細胞に添加する。線維芽細胞における TGF-b
シグナルの活性化を抑制する化合物を同定し、その標的シグナルを特定化する。以上よ
り CAFs化に関与する、CMS4サブタイプの大腸癌細胞で活性化している遺伝子シグナ
ルの同定を試みる。 
 
また、大腸癌細胞と線維芽細胞の直接の接触が CAFs化に重要である可能性も考慮し以
下の実験も施行する。Accutaseタンパク質分解酵素で処理された CMS4サブタイプの大
腸癌細胞と活性化 Smad2/3レポータ―プラスﾐﾄﾞが導入された線維芽細胞をマトリゲル
上で共培養し、organoid を作製する。上記の化合物ライブラーリーを使用し、organoid 
中に存在する線維芽細胞のレポータ―活性を IncuCyte® S3 生細胞解析システムを使用
し、経時的に測定する。 
 
 
 
 



４．研究成果 
Informed consent が取れている大腸癌患者４０例より手術により摘出された癌小断片を
高度免疫不全 NOG マウスの皮膚に移植し PDX モデルを樹立した。２８例の癌がマウ
スに生着し新たなマウスに継続的に移植可能であった。２８例中１３例の癌がマウスの
直腸に移植された時に自発的に肝臓や肺に転移を発症した。これらの PDX をコラゲナ
ーゼ処理後にマトリゲル中で３D培養し、８例の癌 organoidを樹立した。ZEB1陽性の
CMS４サブタイプおよび ZEB１陰性の上皮系の organoidを樹立した。 
 
Informed consent が取れている６例大腸癌患者より手術により摘出された癌部および非
癌部を採取しコラゲナーゼ処理後に培養し CAFsおよび counterpart fibroblastsを樹立し
た。６例中５例の CAFsで counterpart fibroblastsと比較し筋線維芽細胞マーカーである
a-SMAの蛋白発現が顕著に亢進していたことより、筋線維芽細胞性の CAFsが樹立され
た。残りの１例が炎症性サイトカインの発現を亢進した炎症性 CAFsであるか否か現在
検討中である。 
 
ヒト正常大腸由来線維芽細胞を購入し、hTERT を導入し不死化ヒト正常大腸由来線維
芽細胞を樹立した。hTERTの導入は PBabe-hTERT-hygro vectorを挿入することにより施
行された。長期間継代培養することにより vector導入前の線維芽細胞と比較し、hTERT
で不死化された線維芽細胞が不死化していることが明かになった。 
 
不死化ヒト正常大腸由来線維芽細胞と ZEB１陽性の CMS４サブタイプ１例の大腸癌
organoid が NOG マウスに移植され、現在、癌が増殖中である。今後は、他のサブタイ
プの大腸癌 organoidと不死化ヒト正常大腸由来線維芽細胞も NOGマウスに移植予定で
ある。その後、増殖した大腸癌塊より移植した線維芽細胞を抽出し CAFs化の程度（筋
線維芽細胞性あるいは炎症性）と癌の CMSサブタイプ、間葉系、上皮/間葉系あるいは
上皮系などの相関関係を評価する予定である。 
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