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研究成果の概要（和文）：大腸がんの治療抵抗性の一因として、遺伝子変異を伴う細胞多様性と、その結果生じ
る腫瘍微小環境への影響が挙げられる。本研究では、RAS変異と細胞多様性の機能的関連性を明らかにするた
め、マウス消化管組織由来オルガノイドを用いた一細胞遺伝子発現解析を行い、Kras変異により生じる液性因子
と細胞種の変化を同定した。さらに、消化管腫瘍モデルマウスへの薬理学的介入を通して、Kras変異に伴う細胞
多様性の変化は、液性因子を介して腫瘍微小環境への免疫細胞動員を変化させることを明らかにした。
以上の結果から、RAS変異に伴う細胞多様性の機能的意義が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Cell diversity and tumor microenvironment is considered to be the causes of 
treatment-resistant in colorectal cancer. To investigate the functional interaction of RAS mutation 
with cellular diversity, we performed single-cell RNA sequencing (scRNA-seq) analysis using 
genetically modified mice and their organoid. Through scRNA-seq analysis, we found that tumor cells 
with Kras mutation secreted humoral factor with or without alteration of cellular diversity. We 
focused on humoral factor which is reported to be associated with recruitment of immune cells in 
tumor microenvironment. Using pharmacological intervention, we found that humoral factor plays an 
important role in the interaction of tumor cells with immune cells in Apc/Kras intestinal tumor 
mice.
These observations suggest that cellular diversity is induced by Kras mutation modulate the immune 
microenvironment in intestinal tumor.

研究分野：細胞生物学

キーワード： 消化管腫瘍　細胞多様性　腫瘍微小環境　発がんモデルマウス
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
大腸がんは様々な遺伝子変異の蓄積によって悪性化する。本研究では、「Kras変異による細胞多様性の変化」と
それに伴う腫瘍微小環境中の液性因子分泌量の変動、さらにその結果生じる免疫微小環境への影響を明らかにし
た。
腫瘍関連分子の研究は、それら分子の転写調節やシグナル伝達経路に着目したものが多い。本研究成果は、従来
の「Rasシグナル活性化」による腫瘍細胞自身の形質転換に加え、「腫瘍組織の細胞多様性」および「腫瘍微小
環境の免疫系変化」の機能的相関を示しており、RASによる免疫回避の新たな概念の提示と治療法開発につなが
ることが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
大腸がんは、正常消化管細胞に生じた APC 遺伝子変異により初期の良性腫瘍が形成され、その
後、RAS や TP53 などの遺伝子変異が段階的に蓄積することで悪性化する。生じたがん組織は、
「増殖能や分化形質の異なる様々な細胞種で構成される」という細胞多様性を示す。そのため、
化学療法等に抵抗性を示す細胞が選択的に増殖することが、治療抵抗性の一因と考えられるが、
「変異遺伝子の機能」と「変異に伴う細胞多様性」との相関関係については不明な点が多い。 
悪性化に関わる遺伝子変異のうち、RAS変異を有する大腸がんは抗EGFR抗体の適応とはならず、
免疫チェックポイント阻害薬に対する感受性も低い。 
これらのことから、RAS 変異に伴う腫瘍微小環境を含めた腫瘍組織の変化を明らかにすることは、
有効な治療法が確立していない RAS 変異陽性大腸がん患者に対する新たな治療法開発における
学術的基盤につながると期待された。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、大腸がんの発生・進展・悪性化に重要な役割を果たす APC と RAS の遺伝子変異
に伴う細胞多様性に焦点を絞り、以下の 3点を明らかにする。 
(1) マウス消化管組織由来オルガノイドの遺伝子発現解析を行い、RAS 変異と相関する分子等を
同定する。 
(2) 同定した分子等について、マウス消化管組織での発現等を検証する。 
(3) 消化管腫瘍モデルマウスを用いて、同定した分子等の腫瘍形成等への機能的相関を明らか
にする。 
生体組織の細胞多様性を模倣しているオルガノイドの発現解析と、腫瘍発生過程や腫瘍微小環
境を含めたがん組織を再現している消化管腫瘍モデルマウスの実証を通して、「RAS 変異による
細胞多様性」と「RAS 変異に伴う腫瘍微小環境の変化」の機能的相関を明らかにすることを目指
す。 
 
３．研究の方法 
本研究では、APC 遺伝子変異によって生じた腫瘍における RAS 変異の機能的意義を明らかにする
ため、タモキシフェン投与により、時期特異的かつ消化管幹細胞（Lgr5）特異的に Apc 遺伝子欠
損（Apc 変異）かつ KrasG12D 発現（Kras 変異）を誘導できる消化管腫瘍モデルマウスを用いた。  
(1) 遺伝子発現解析 
Apc 変異・Kras 変異・Apc/Kras 二重変異を持つ各マウス消化管組織から樹立したオルガノイド
を用いて、遺伝子発現解析（バルク解析）および一細胞遺伝子発現解析を行い、正常オルガノイ
ドとの発現を比較した。  
(2) in vivo 解析 
Kras 変異に伴う腫瘍組織および腫瘍微小環境の変化を明らかにするため、消化管腫瘍モデルマ
ウスの腫瘍組織を用いた FACS 解析や免疫組織化学染色を行った。また、Kras 変異に伴う腫瘍組
織の変化が機能的意義を有するのかを明らかにするため、Apc/Kras 二重変異消化管腫瘍モデル
マウスにγ-セクレターゼ阻害剤 DBZ を投与し、Notch シグナル阻害による分泌系細胞への分化
誘導実験を行った。 
Kras 変異と相関する分子に関して、中和抗体・阻害剤等の投与実験を行い、腫瘍形成や腫瘍微
小環境変化について検討した。 
なお、生じた腫瘍組織の大きさの比較には、免疫組織化学染色によるβ-カテニンの蓄積を指標
に腫瘍面積を数値化する画像処理システムを用いた。 
 
４．研究成果  
(1) Kras 変異に伴う腫瘍組織の変化  
オルガノイドの遺伝子発現解析（バルク解析）から、Kras
変異では分泌系細胞を含む様々な分化細胞マーカー遺伝
子の発現上昇が明らかとなった。また、消化管腫瘍モデル
マウスの腫瘍組織を構成する細胞種の中でも、分泌系細胞
の一種である杯細胞の増加が Apc/Kras 二重変異マウスで
認められた（図 1）。 
Apc 変異マウスの消化管腫瘍形成は、Kras 変異追加によっ
て促進することが明らかとなった。この現象は、Apc によ
って生じる腫瘍組織は、Kras 変異に伴って、腫瘍細胞が増
殖しやすい環境に変化した可能性を示している。 
正常消化管組織の分泌系細胞は、粘液産生に加え、サイト
カイン産生や抗原提示を介して免疫応答に関与している。

Apc 変異    Apc/Kras 変異 

 
図 1. ムチン 2の発現 
杯細胞のマーカー遺伝子ムチ
ン 2の陽性細胞は、Kras 変異に
伴って増加した。 



このことから、腫瘍組織においても分泌系細胞と免疫細胞の相互作用が示唆される。 
Apc/Kras 二重変異マウスに生じた腫瘍組織の蛍光多重免疫組織染色および FACS 解析を行った
結果、予想通り、一部の免疫細胞について、Apc 変異マウスと比較して腫瘍微小環境での増減が
認められた。これらの結果は、Kras 遺伝子の活性化変異が、腫瘍細胞自体の増殖能亢進に加え、
「腫瘍組織の細胞多様性」と「腫瘍微小環境の変化」を引き起こす可能性を示唆している。 
Kras 変異に伴って増加した分泌系細胞が、腫瘍微小環境の変化を誘発しているのかを検証する
ため、消化管細胞の運命決定に関与する Notch シグナルを阻害することにより、マウス個体レベ
ルで細胞分化の方向性を人為的に変えた。腫瘍がある程度の大きさになった時期に、Apc/Kras 二
重変異マウスに DBZ 投与を行うと、腫瘍組織の杯細胞が増加しただけでなく、腫瘍形成の亢進お
よび腫瘍微小環境への免疫細胞動員が変化することを見出した。細胞多様性を模倣したこの実
験から、Kras 変異に伴う細胞分化の方向性変化が、腫瘍微小環境の変化と機能的に相関してい
ることが明らかになった。   
(2) Kras 変異に伴う細胞多様性に相関する分子の同定  
オルガノイドの一細胞遺伝子発現解析から、消化管組織
の代表的な液性因子について、Apc/Kras 二重変異に伴う
発現低下を見出した（図 2）。クラスター解析により、幹
細胞・TA 細胞・吸収上皮細胞・分泌系細胞などのクラス
ターに分類した結果、バルク解析結果と同様に、杯細胞を
含む分泌系細胞の細胞集団が増加していることが明らか
になった。これらの細胞集団特異的に、一部の液性因子の
発現増加が認められた。この中には、腫瘍微小環境への免
疫細胞動員に関与する液性因子も含まれていた。 
マウス正常消化管組織および腫瘍組織の免疫組織化学染
色から、Kras 変異との相関が示された一部の液性因子の
発現が杯細胞に認められることを明らかにした。 
これらの結果から、オルガノイド遺伝子発現解析で認め
られた「Kras 変異に伴う液性因子の発現上昇」は、液性
因子を分泌する杯細胞自体の増加に起因すると考えられ
る。   
(3) 腫瘍形成における液性因子の関与  
腫瘍形成における液性因子の関与を明らかにする
ため、Apc/Kras 二重変異マウスへ中和抗体投与を
短期間行った結果、腫瘍微小環境への免疫細胞動
員が変化した。さらに、Apc/Kras 二重変異マウス
に液性因子の受容体阻害剤を投与すると、腫瘍微
小環境の免疫細胞増減に加え、腫瘍形成の抑制が
認められた（図 3）。 
受容体阻害剤による腫瘍形成の抑制効果は、MEK 阻
害剤との併用投与によって相乗効果が認められ
た。 
これらの結果から、Apc/Kras 二重変異マウスの腫
瘍形成には、液性因子が重要な役割を担っている
ことが明らかになった。 
 
以上の結果から、Kras 変異による RAS シグナル活性化は、これまで知られていた Kras 変異腫瘍
細胞自体の増殖亢進に加え、腫瘍組織の細胞分化を制御することが示された。 
本研究成果は、消化管腫瘍組織における Kras 変異に伴う分泌系細胞への分化亢進は、液性因子
を分泌する細胞自体の増加を引き起こし、その結果、液性因子の分泌量増加を介して腫瘍微小環
境の免疫系が変化する可能性を示唆している。腫瘍組織の液性因子は種類が多く、本研究で着目
した分子を含め、腫瘍微小環境の免疫細胞や間質など、多様な腫瘍関連分子との機能的相関のさ
らなる研究により、液性因子を介した腫瘍細胞と腫瘍微小環境の相互作用解明に基づいた、RAS
変異大腸がんに対する治療標的分子の同定が期待される。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2.液性因子の発現 
正常消化管オルガノイド(C)の液
性因子の発現は、Apc変異(A)によ
って低下し、Kras変異追加(AK)に
よりさらに低下した。 
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図 3. 腫瘍形成への液性因子の影響 
Apc/Kras 二重変異マウスの消化管腫瘍
形成は、液性因子の受容体阻害剤投与に
より抑制された。 
＊緑色：β-カテニンの蓄積部分 
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