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研究成果の概要（和文）：マウス人工多能性幹細胞から胚体内胚葉を経て肝・胆管前駆細胞及び膵前駆細胞へと
分化誘導し各段階の細胞についてがん幹細胞モデルを作製する手法を用いてがん化誘導した。また、各分化段階
のオルガノイドを作製し同様にがん化誘導した。これらの細胞及びオルガノイドをマウスの皮下及び肝に移植し
て腫瘤を形成させた。オルガノイド及び腫瘤形成の効率は未分化な細胞で効率が良くかったが、腫瘤形成効率は
なお低く、分化及びがん化誘導条件の更なる検討を要した。一方、マウス肝・胆管系前駆細胞のオルガノイドを
癌化誘導してマウスの肝臓に移植したが、安定的な腫瘍形成には各段階における条件の改善が必要である。

研究成果の概要（英文）：We induced differentiation of mouse induced pluripotent stem cells into 
liver and bile duct progenitors and pancreatic progenitors via embryonic endoderm, and induced 
tumorigenesis of cells at each stage using a method to generate cancer stem cell models. Organoids 
at each stage of differentiation were also generated and induced to become cancerous in the same 
manner. These cells and organoids were transplanted subcutaneously and into the liver of mice to 
form masses. The efficiency of organoid and tumor formation was higher in undifferentiated cells, 
but the efficiency of tumor formation was still low, requiring further investigation of conditions 
for induction of differentiation and tumorigenesis. On the other hand, organoids of mouse liver and 
bile duct progenitor cells were induced to become cancerous and transplanted into mouse liver, but 
the conditions at each step need to be improved for stable tumor formation.

研究分野：腫瘍生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝的に明確かつ均一ながん幹細胞モデルの作成は、がんの生物学的な解析などの基礎的な研究に重要であり、
その解析成果による臨床応用も期待される。さらに、がん幹細胞動物モデルの作成は、診断及び創薬などの臨床
応用に直結する可能性を秘めている。本研究ではこれらがん幹細胞およびそのオルガノイドモデルの作成からが
ん幹細胞動物モデルの作成を試みたものであり、その過程に影響を及ぼす種々の要因が明らかになった。これら
の要因の更なる究明によるより効率的ながん幹細胞モデルの作成が今後期待される。

※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。



１．研究開始当初の背景 
(1) 消化器がんは本邦のがん死亡の大半を占めており、社会的にも問題となっている。多発例や転移・
再発をきたしたがん症例では局所制御が困難であり、薬物療法や放射線療法が中心となるが、しば
しば治療抵抗性を示し再発は必至である。これらがん治療への抵抗性や再発・転移にはがん幹細
胞が深く関わっている。しかしながら腫瘍組織におけるがん幹細胞の頻度は低い上に、それらがん幹細
胞を分離・維持して解析に供することは困難であった。 
 
(2) われわれは、多能性幹細胞をがんの微小環境に曝露してがん幹細胞へと誘導できることを見出し、
がん幹細胞モデルを世界で初めて作製した（特許第 6161828 号、特願 2015-85851）。続いて、本法と
多能性幹細胞の分化誘導技術を用いて、それまで樹立が困難で報告のなかった肝がん幹細胞モデル
および動物モデル作製の可能性を示した。 
 
(3) しかしながら、多能性幹細胞からの分化誘導効率、幹細胞モデルの安定的維持、動物モデル作製
における移植効率において解決すべき問題が見出されていた。 
 
２．研究の目的 
オルガノイド作製技術の応用により、幹細胞から分化誘導した前駆細胞の安定維持、移植効率
の向上を図るとともに、人工多能性幹細胞よりがん幹細胞モデルを樹立するがん幹細胞モデル
作製技術を組み合わせることにより、臨床検体由来のオルガノイドにおけるゲノム多様性など
の様々な問題を回避し、肝胆膵がんを含む内胚葉系の分化系統的かつ組織的ながん幹細胞モデ
ルをより効率的に作製することにより、その基礎的・生物学的解析と新規のがん治療法開発への
応用を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 人工多能性幹細胞から内胚葉系へと分化誘導した後に肝胆膵系細胞へと分化させる。また、
人工多能性幹細胞から直接肝細胞様細胞への分化を誘導し、肝前駆細胞、肝細胞様細胞の段階の
細胞を作製する。各分化段階の細胞を用いてオルガノイドを作製するとともにがん化誘導して
肝胆膵がん幹細胞オルガノイドモデルを作製する。 
 
(2) 作製されたがん幹細胞オルガノイドをマウスの皮下及に移植して腫瘍を形成させ、肝胆膵
がん幹細胞動物モデルを作製する。この形成された腫瘍の初代培養細胞から再度オルガノイド
を作製する。これを再びマウスにオルガノイドを移植して腫瘍を形成させる。 
 
(3) マウス肝から肝・胆管前駆細胞を分離してオルガノイドを作製し、培養・維持する。これを
がん化誘導してマウス肝に移植してマウス肝腫瘍モデルを作製する。 
 
(4) 株化肝癌細胞培養系から胚様体を作製し、マトリゲルと各種培地を用いて 3 次元培養する
ことによりオルガノイドを作製し株間での性状を比較検討する。 
 
４．研究成果 
(1) マウス人工多能性幹細胞に増殖因子及びシグナル伝達阻害剤を用いて胚体内胚葉を誘導し
た。続いて胚体内胚葉から肝・胆管前駆細胞及び膵前駆細胞へと分化誘導した。また、マウス人
工多能性幹細胞から直接肝細胞様細胞への分化を誘導し、肝前駆細胞、肝細胞様細胞の段階の細
胞を得た。各種分化段階の細胞について人工多能性幹細胞からがん幹細胞モデルを作製する手
法（特許第 6161828 号、特願 2015-85851）を用いてがん化誘導して肝胆膵がん幹細胞モデルを
作製した。 
各分化段階の細胞を用いてオルガノイドを作製し、同様にがん化誘導した。各分化段階に応じ
てオルガノイドの形成効率に違いが見られ、未分化な細胞において効率が良い傾向であった。さ
らに、癌化の誘導効率は培養上清の由来するがん細胞株（PLC/PRF/5, HepG2, Huh-7）による相
違がみられた。また、人工多能性幹細胞あるいは胚体内胚葉からの分化誘導中と誘導後の分化し
た細胞ではがん化の誘導効率が異なり、誘導中の方が良好であった。 
 
(2) 作製されたがん幹細胞モデル及びオルガノイドをマウスの皮下に移植して、腫瘤を形成さ
せた。腫瘤形成についても分化段階ごとに効率が異なり、未分化な細胞の方が効率は良い傾向に
あり、さらに、2次元培養細胞よりオルガノイドの方が腫瘍形成効率は良好であった。しかしな
がらが、マウス皮下における腫瘤形成は不安定であった。 
これらのことは、分化誘導時に含まれる各種因子とがん化誘導に用いられるがん細胞株培養上
清の性質、さらにはそれらの混合比率に依存するものと考えられ、腫瘍形成効率の向上のための
至適条件の設定が必要と考えられた。 
 
(3) マウス肝由来のモデルとして、C57BL/6 マウスの肝より肝・胆管前駆細胞分離し、オルガノ
イドを作製した。この C57BL/6 マウス由来の肝・胆管系前駆細胞オルガノイドを、肝がん細胞株
の培養上清を用いて同様にがん化誘導した。マウス肝・胆管系前駆細胞オルガノイドの維持およ



びがん化誘導後の培養は安定していた。しかしながら、がん化誘導および未誘導のオルガノイド
を C57BL/6NJcl マウスの肝臓に移植して腫瘤形成を試みたが、安定的な腫瘍の形成には各段階
における培養等の条件の更なる改善が必要である。 
 
(4) 肝がん幹細胞由来モデルのアプローチとして、株化肝癌細胞培養系から非接着及び無血清
培地の条件下に胚様体を作製し、マトリゲルと各種培地により 3 次元培養を行うことによりオ
ルガノイドを作製した。各種株化細胞培養系（PLC/PRF/5, HepG2, Huh-7, HLE, HUH-6）につい
て培養条件を検討してオルガノイド作製を試みたが、株化細胞によりオルガノイドの形態、増殖
能は相違を示した。また、オルガノイド形成効率は株化細胞間で大きく異なるとともに、安定し
てオルガノイド形成を得るには更なる条件の改善が必要である。 
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