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研究成果の概要（和文）：本研究では、大腸癌がNKcell（ナチュラルキラー細胞）に耐性を獲得するメカニズム
を解明するために、MSS大腸癌およびMSI-H大腸癌を模倣する遺伝子改変マウス大腸オルガノイドをCRSIPR/Cas9
技術にて作成した。癌化オルガノイドをNKcellと共培養したところ、MSSオルガノイドはNKcellに感受性を示し
MSI-H癌化オルガノイドはNKcellに耐性を獲得していた。耐性獲得にTGF/Smad経路の関与がないかを検証するた
めに、MSSオルガノイドにTGF/Smad経路に異常を来たす遺伝子改変を追加したが、NKcellへの感受性は維持され
たままであった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we created genetically modified mouse colorectal organoids 
that mimic MSS and MSI-H colorectal cancer by CRSIPR / Cas9, in order to elucidate the mechanism 
which colorectal cancer acquires resistance to NK cells (natural killer cells). When cancerous 
organoids were co-cultured with NK cells, MSS organoids were sensitive to NK cells. MSI-H cancerous 
organoids had acquired resistance to NK cells. To verify the involvement of the TGF / Smad pathway 
in resistance acquisition, we added genetic modifications to MSS organoids that cause abnormalities 
in the TGF / Smad pathway, but susceptibility to NK cells remained maintained.

研究分野： 消化管癌

キーワード： 大腸癌　NKcell

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、免疫チェックポイント阻害剤の実用化に伴い、大腸癌でも同阻害剤の使用が進んでいる。しかし、既存の
免疫チェックポイント阻害剤は、固形癌ではMSI-Hに分類される一部の癌にしか奏功しないことが、近年明らか
になった。大腸癌でMSI-Hと分類されるのはおおよそ10％以下とされており、多くの大腸癌には無効である。本
研究では、MSS、MSI-HのB6マウス大腸癌オルガノイド株を作成した。生物学研究において最も頻用されているB6
近交系マウス由来のオルガノイド株を作成できたことは、NKcellに関連する免疫研究においては、MHCclass1が
同一であることが重要であることか、今後の研究に有用と考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 近年、免疫チェックポイント阻害剤の実用化に伴い、大腸癌でも同阻害剤の使用が進んで
いる。しかしながら、PD-1 阻害剤、CTLA4 阻害剤といった既存の免疫チェックポイント
阻害剤は、固形癌では MSI-H に分類される一部の癌にしか奏功しないことが、近年明らか
になった。大腸癌で MSI-H と分類されるのはおおよそ 10％以下とされており、多くの大腸
癌には無効である。本研究では、新たな癌免疫療法のターゲットとして NKcell（ナチュラ
ルキラー細胞）に着目した。大腸癌において NKcell 耐性獲得のメカニズムは、未だ不明点
が多い。 
２．研究の目的 
 免疫チェックポイント剤への感受性から、大腸癌は、MSS 型と MSI-H 型に大別されており、
本研究では、それぞれの型が NKcell にどのような感受性を示すかを検証することで、大腸癌の
NKcell 耐性化のメカニズムの解明を目指すことを目的とした。 
３．研究の方法 
①マウス MSS および MSI-H 大腸癌オルガノイドの作成 
MSS 大腸癌には、古典的なものは Apc, Kras, p53 変異を特徴とし進行に伴い Tgfbr2 ないし 
Smad4 変異も起きるとされる。また、MSI-H 型としては、Serrated Pathway モデルとされる
Braf, p16 変異を特徴とするものがある。マウス正常粘膜より、これらを模倣する癌化オルガノ
イドとして以下を CRISPR-Cas9 技術にて樹立した。 
AKP: (Apc-KO; Kras G12D; p53-KO)  
AKPT: (Apc-KO; Kras G12D; p53-KO; Tgfbr2-KO) 
AKPS: (Apc-KO; Kras G12D; p53-KO; Smad4-KO) 
ΔTRIZI:(Braf V599E; Tgfbr2-KO; RNF43-KO; ZNRF3-KO, p16-KO)  
 
②NKcell・癌化オルガノイド共培養による MSS 大腸癌株の NKcell 耐性評価 

 
①にて作成した大腸癌オルガノイドと共培養するために、正常マウスより磁気ビーズを使用

して NKcell を分離・初代培養し、癌化オルガノイドと共培養を行った。事前に癌化オルガノイ
ドを Luciferase+RFP 安定発現株へ改変し Luciferase を測定することで癌化オルガノイドの
Cell variability を、蛍光顕微鏡にて RFP シグナルを観察し形態変化を評価した。これにより、
NKcell とオルガノイドの混在下においても両者を識別し、癌化オルガノイドの NKcell 耐性評
価を行うことができた。 
古典的 MSS 大腸癌モデルの AKP 株、Serrated Pathway モデルの ΔTRIZI 株を共培養した

ところ、AKP 株は NKcell 感受性であったが ΔTRIZI 株は耐性を示した。このことは、古典的
MSS 大腸癌が NKcell 耐性を獲得するには、追加の遺伝子変異が必要なことを示唆している。
正常 vs AKP 株 vsΔTRIZI 株の RNAseq データでは、AKP 株では MHCclass1 発現を FACS に
て評価した。続いて、AKP 株の Tgfbr2 ないし Smad4 を①にて KO し、NKcell に対する刺激
性膜リガンドとして機能しているとされう、necl2 と ICAM1 の発現を評価した。 
 
４．研究成果 
①マウス MSS および MSI-H 大腸癌オルガノイドの作成 
 まず、遺伝子改変オルガノイドを作成するために、WT の近交系 B6 マウスより大腸オルガノ
イドを採取し、Cas9 発現レンチウィルスを感染させ、Cas9 安定発現株を作成した。 
 次に、KrasG12D 変異および BrafV600E 変異を挿入するための、sgRNA とホモロジーアー
ムを持ったレンチウィルスを再度感染させることで、KrasG12D 変異および BrafV600E 変異を
持った大腸オルガノイドを作成した。続いて、APC およぼ p53 のノックアウトをするための
sgRNA を発現するレンチウィルス、続いて Tgfbr2 もしくは、Smad4 をノックアウトするため
のレンチウィルスを順に感染させることで、AKP 株、AKPT 株、AKPS 株の作成に成功した。 
 ΔTRIZI 株についても、Tgfr2、RNF43、ZNRF3、p16 をノックアウトするためのレンチウィ
ルスを順に感染させていき作成した。 
②NKcell・癌化オルガノイド共培養による MSS 大腸癌株の NKcell
耐性評価 
 ①にて作成したオルガノイドと NKcells を共培養した状態で、大
腸癌オルガノイドの variability を評価するため、UBCpromoter 化
ホタルルシフェラーゼを発現するレンチウィルスを感染させ、ルシ
フェラーゼの発光を測定することで、NKcell を除いた variability を
測定することができた（右図）。 



 

続いて右図のように NKcells と共培養したと

ころ、AKP 株では、NKcells の刺激サイトカ

インである IL2 ないし IL15 を加えた状態で

は、癌化オルガノイドが貪食される像を確認す

ることができた。 
 さらに、ルシフェラーゼ活性を測定したとこ

ろ、AKP 株では、特に variability の低下が観

察され、貪食像と一致する結果が得られた。 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 この結果より、MSS 株では、MSI-H 株に比べ NKcell への

感受性が維持されていることが示唆された。まずは、NKcell が
自己抗原提示を認識する際に必要となる MHCclass1 の発現

を、各癌化オルガノイド作成過程で得られた RNA を用いて

RNAseq にて評価したところ、MSS 株を模倣した、APC-KO、

KrasG12D 変異株にて特に、MHCclass1 の発現が低下してい

ることがわかった。一方、Braf 変異を有する MSI-H 株の系統

においては、MHCclass1 の低下はわずかなものとなった。 
 FACS を使用し AKP 株、ΔTRIZI 株での MHCclass1 の発現

を比較したが、同様に AKP 株で発現の低下が観察された。 
 続いて、MSS 株と MSI-H 株の差異が、Tgf/Smad 経路の差異

によるものの可能性を考慮し、①にて AKP 株に Smad4-KO 変異

を加えた株を利用し、NKcell との共培養を施行したところ、AKP
株に比して、感受性の低下が観察された。 
 RNAseq の結果より、NKcell に対する刺激膜表面リガンドで

ある、Necl2 と ICAM1 の発現変化を原因メカニズムとして挙げ、

qPCR にて解析したところ、逆に NKcell に対する感受性が低下

している ΔTRIZI 株にて発現が高く、WT に比して AKP 株も発

現の上昇が見れるものの、AKPS 株への改変では、発現量に変化

はないとの結果となり、仮説とは逆の結果となった。 
 これらのことより、MHCclass1 の発現変化が、MSI-H 株で

の NKcell 耐性化に寄与していることが示唆された一方、刺激

膜表面リガンドの変化は、逆に NKcell の活性化を予想する結果

となった他、Tgf/Smad 経路の関与は示唆されなかった。 
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