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研究成果の概要（和文）：胃癌切除検体から背景、腸上皮化生、腫瘍オルガノイドを樹立する方法を確立した。
腫瘍由来オルガノイドをヌードマウスやSCIDマウスの皮下に移植したxenograftは樹立元の手術検体の組織像と
同様の構造が形成されており手術検体の特性を反映した胃癌モデルが確立できた。またオルガノイドへの遺伝子
導入法としてこれまで使用していたエレクトロポレーション法に加えレンチウイルスを用いた方法を改良し、細
胞の生存率がより高く、かつ導入効率がより高い（30%程度）方法を確立した。本手法は腸上皮化生や胃癌を始
め胃のあらゆる病態解明に応用可能と考えられる。

研究成果の概要（英文）：We have developed a method for establishing gastric organoids from resected 
gastric cancer specimens. The xenografts generated by transplanting tumor-derived organoids into the
 subcutaneous tissues of nude mice or SCID mice exhibited a similar structure to that of the 
original surgical specimens, thus establishing a gastric cancer model that reflects the 
characteristics of the surgical specimens. 
In addition, we have improved the gene delivery method to organoids using lentivirus and established
 a method with higher cell viability and transfection efficiency. This method can be applied to 
study various pathological conditions of the stomach, including intestinal metaplasia and gastric 
cancer.

研究分野： 実験病理学

キーワード： 胃癌　オルガノイド

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
胃癌は日本人に多い癌であり胃癌制圧の為の基礎研究が急務である。これまでに多くの胃癌のゲノムデータが蓄
積されているものの胃上皮培養法の欠如により胃発癌を端的に解析することが困難であり、胃発癌分子機構は未
解明であった。本研究では新たな胃の病態モデルとしてオルガノイド技術の開発を行った。本技術により胃癌の
病態に限らず他の臓器に応用することにより、あらゆる臓器の病態解明に結びつくと考えられる基盤を形成し
た。

※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 

(1)胃癌は日本において高い罹患率を示し進行癌は難治性であり新たな治療戦略が求められ

ている。また同時に胃癌制圧の為、予防を目指した基礎研究が急務である。胃癌発生のモデ

ルとして、胃癌の多くを占める分化型胃癌は Helicobacter pylori (ピロリ菌)感染から萎

縮性胃炎、腸上皮化生を経て発生するという Correa モデルが広く認知されている (Cancer 

Res 1992; 52:1153-6740)。これまでの数多くの報告から腸上皮化生は胃癌の前癌病変であ

ると考えられている一方で腸上皮化生は胃癌が発生する粘膜に発生しやすいとする傍癌病

変との見方もある。腸上皮化生がヒト胃癌における前癌病変であるか否か未だ明確に示され

ていない。この理由の一つとして胃上皮細胞の培養モデルの欠如が挙げられる。  

 

(2)オルガノイドモデルは近年開発された技術であり細胞株に変わる、より生体に近い細胞

モデルとしての重要性が認識されている。我々は令和元年度までの若手研究(B)研究課題に

おいてヒト胃上皮組織からのオルガノイド培養法の樹立に取り組んだ。胃オルガノイド培養

法は胃から分離した腺管をディッシュ内で長期間三次元培養する手法であり樹立元の胃上

皮の構造や遺伝子発現を保持したまま維持可能な点が画期的であり胃上皮細胞モデルとし

ての活用が期待されている。またオルガノイドは胃に限らず同様の手法であらゆる臓器に対

して応用可能であり活発に研究されている。本研究では我々が開発した胃オルガノイド技術

を中心に研究を展開した。 

 

2. 研究の目的 

本研究では前研究課題で我々が開発した胃オルガノイド技術をさらに発展させ、胃発癌モデ

ルを構築することを第一の目的とした。特に胃癌発生過程における腸上皮化生に注目し腸上

皮化生モデルの構築と特性解析を行い発癌における機能を解明する事を第二の目的とした。 

  

(1) オルガノイドを用いた胃発癌モデル実験系の確立 

胃の正常部、腸上皮化生部、腫瘍部よりオルガノイドを樹立し、培養系を確立する。樹立し

た胃オルガノイドに遺伝子導入やノックアウトを行う為のプロトコルを最適化する。胃正常

上皮オルガノイドにピロリ菌や EB ウイルスを感染させる事により胃の炎症モデルを作成し

長期培養による形態変化やゲノム異常、エピゲノム異常、発現プロファイルを解析する。 

 

(2) 腸上皮化生の胃癌進展への関与の解析 

胃の腸上皮化生部位よりオルガノイドを培養することにより腸上皮化生オルガノイドの樹

立を行う。さらに、腸上皮化生の形成モデルとして正常胃上皮オルガノイドに CDX2 を導入

する。CDX2 発現胃オルガノイドを SCID マウスの皮下へ移植し皮下腫瘍の形態やゲノム異常、

エピゲノム異常、および発現プロファイルの解析により腸上皮化生の特性を明らかにする。 



3. 研究の方法 

(1)胃オルガノイドの樹立 

2020-2022 年の胃癌手術検体(20症例)より正常部、腸上皮化生部、腫瘍部よりオルガノイド

を樹立した。我々が開発した樹立法は既報(Gastroenterology 2015; 148:126-136)とは異な

る独自の方法であり機械を用いて組織分散を行う事により簡便にまた樹立者によらず一様

のオルガノイドを樹立することが可能である。腸上皮化生は手術前の生検検体の組織像を病

理医が確認し、腸上皮化生が認められたもの、あるいは腸上皮化生の形成が見込まれる症例

について検体を採取した。組織を分散後、細胞を Matrigel に包埋し各部位共に Wnt3a, R-

spondin 3, Noggin を含む培養液で三次元培養した。樹立したオルガノイドはホルマリン固

定後パラフィンブロックを作製し HE 染色による形態評価や免疫染色を実施した。腫瘍由来

オルガノイドの一部はヌードマウスや SCID マウスの皮下へ移植し xenograft を作製し手術

検体の組織像と比較した。 

 

(2) 胃オルガノイド技術を用いた遺伝子導入・ノックアウト及びピロリ菌・EBV感染 

エレクトロポレーション法及びレンチウイルス法により正常胃オルガノイドに CDX2 遺伝子

を導入した。ノックアウト実験は CRISPR/Cas9 システムを用い TP53及び APC のノックアウ

ト実験とクローニングを試みた。また正常胃上皮オルガノイドにピロリ菌感染を行った。ピ

ロリ菌はマイクロインジェクション法および Matrigel をコートしたチャンバースライドへ

の二次元培養法により感染実験を実施した。EB ウイルスはマイクロインジェクション法お

よび培養液へのウイルス添加により感染実験を実施した。 

 

(3)腸上皮化生モデルの構築 

腸上皮化生由来オルガノイドは、組織分散の方法として EDTA を用いて腺管分離を顕微鏡下

で確認しながら分散する古典的な EDTA 法と我々が確立した酵素法で樹立効率を比較した。

樹立したオルガノイドを CDX2 抗体による免疫染色と、アルシアンブルー染色を実施して腸

上皮化生を評価した。さらに、(2)により正常胃上皮オルガノイドに CDX2 を導入することに

より、腸上皮化生性変化が認められるか形態評価を行い、CDX2 発現オルガノイドを SCID マ

ウスに皮下移植し、腫瘍の形態変化の観察を試みた。 

 

4. 研究成果 

(1) 胃オルガノイドの樹立 

本研究期間中に胃癌手術症例(20症例)よりオルガノイドを樹立した。当初は培養液に Wnt3a

を添加していたが、Wnt3a に加えて R-spondin 3, Noggin を含む培養液で培養することによ

りオルガノイドの増殖能が亢進した事から以後は Wnt3a, R-spondin 3, Noggin を含む培養

液で培養を実施した（図１）。培養液の検討の他、細胞数を最適化し、正常胃上皮オルガノ

イドの樹立の成功率は 100%を達成できた。 



 

図 1 Wnt-3a, R-spondin 3, Noggin を含む培養液による胃オルガノイド形成率の向上 

 

一方で腫瘍部から樹立したオルガノイドは 2-3 週間の維持は可能でもそれ以上の複数回の

継代培養が困難であり課題を残した。腫瘍オルガノイドの長期培養の為に更なる培養条件の

最適化が必要である。長期培養が可能であった一部の腫瘍オルガノイドはヌードマウスや

SCID マウスの皮下へ移植し形成された腫瘍が元の手術検体の形態に類似している事を確認

した。更に腸上皮化生部位と十二指腸からオルガノイドを樹立した。胃正常上皮オルガノイ

ドと比較し十二指腸オルガノイドはより大型であり、腸上皮化生オルガノイドの大きさは胃

正常上皮オルガノイドと十二指腸オルガノイドの中間であった。胃正常上皮オルガノイドと

比較し腸上皮化生オルガノイドに顕著な構造変化は認められなかった(図２)。腸上皮化生オ

ルガノイドは CDX2 陽性である事を免疫染色により確認しアルシアンブルーによる染色性も

確認し、形態変化は乏しいが樹立したオルガノイドが腸上皮化生の性質を保持する事が確認

できた。 

 

図２ 腸上皮化生由来オルガノイドの樹立（培養開始から 20 日後） 

 

 

 



 

(2) 胃オルガノイド技術を用いた遺伝子導入・ノックアウト 

我々はこれまで胃オルガノイドへの遺伝子導入法としては主としてエレクトロポレーショ

ン法を実施してきた。しかしエレクトロポレーションにより多数の細胞が死滅し生存した細

胞においても細胞損傷の懸念があり、より細胞毒性の低い遺伝子導入法であるレンチウイル

スを用いた感染実験により CDX2 導入を実施した。細胞数やウイルス量を最適化する事によ

り 30%程度の導入効率が達成でき RT-qPCR により CDX2 の発現も確認できた。一方ノックア

ウトについては TP53及びAPCの sgRNAとCas9タンパクをエレクトロポレーション法やリポ

フェクション法により導入を試みたがサンガーシーケンスによる検討で十分なノックアウ

ト効率が得られず、またノックアウト後のクローニングの過程で細胞が死滅し課題を残した。 

 

(3) 胃オルガノイドへのピロリ菌および EBV感染 

既報(Gastroenterology 2015; 148:126-136)に従い胃正常オルガノイドにマイクロインジ

ェクション法によりピロリ菌を注入し培養を行なったが HE 染色でピロリ菌は確認できなか

った。また EBウイルスをマイクロインジェクション法や培養液に EBウイルス液を添加させ

る事により感染を試みたが EBウイルスの潜伏感染期発現遺伝子である LMP2Aの発現は確認

できず感染成立は認められなかった。そこで次にオルガノイドを Matrigel をコートしたチ

ャンバースライドで二次元培養しピロリ菌を感染させたところ免疫染色によりピロリ菌が

確認できた。本手法を使用して共同研究によりピロリ菌と CagA 欠損したピロリ菌の胃オル

ガノイドへの感染実験を実施した。ピロリ菌感染により胃上皮オルガノイドでは CagA によ

りBRCA1の核内移行が阻害される事が明らかになりピロリ菌の産生したCagAがBRCAnessを

誘導することにより胃癌発生に寄与する可能性が示唆された （Cell Host Microbe. 

2021;29(6):941-958.e10.）。 

 

(4) 腸上皮化生モデルの構築 

胃癌検体の腸上皮化生部位から EDTA 法と我々が開発した機械を用いた酵素法により組織分

散後 Matrigel に包埋し三次元培養を行った。EDTA法と比較して酵素法の方がよりオルガノ

イドの形成率が高かった。樹立した腸上皮化生由来オルガノイドは CDX2、アルシアンブルー

陽性である事を確認後、SCID マウスに皮下移植を行い xenograft 作製を試みたがオルガノ

イド移植後半年以上が経過しても腫瘍形成が認められず xenograft における腸上皮化生様

変化の確認はできなかった。また胃オルガノイドに CDX2 を導入した腸上皮化生モデルオル

ガノイドについても xenograft 作製を試みたが同様に研究期間終了時までに腫瘍形成が認

められなかった。腫瘍が形成されなかった原因については SCID マウスに残された NK細胞や

マクロファージ、補体活性等の免疫機能による排除の可能性が考えられる。今後より重度の

免疫不全マウスである NSG マウスでの移植実験を行い形成された腫瘍に腸上皮化生様の形

態変化やゲノム構造変化、エピゲノム構造変化が認められるか検討したい。 
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