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研究成果の概要（和文）：それぞれの大腸腫瘍発生経路（Conventional 経路、Alternative経路）における
Arid1aの機能解析を行うために、モデルマウスに加え、ヒト大腸腺腫、ヒト大腸SSLそれぞれからオルガノイド
を樹立し、腸腫瘍におけるArid1aの機能を検討した。in vivo, in vitroいずれにおいても、Arid1aは腸腫瘍発
生経路によって異なる役割を果たしていることが示された。
加えて、網羅的遺伝子解析、ChIP解析を行ったところ、それぞれの経路における中心的な役割を果たす制御因子
を特定し、それらの制御因子をArid1aがエピジェネティックに制御していることが示された。

研究成果の概要（英文）：We generate and investigate the mouse model in Wnt depending tumor pathway 
and Wnt independing tumor pathway.
In Wnt depending pathway, Arid1a plays an essential role in intestinal tumor cells for the 
maintenance of established intestinal tumors in a mouse model. RT-qPCR analysis revealed that Wnt 
signaling is depressed in Arid1a conditional knock out mice. In contrast, in Wnt independing 
pathway, ross of Arid1a suppresses intestinal tumor cells. Arid1a also plays a pivotal role in cell 
survival and stemness in human CRC cells. Moreover, we successfully established organoid cells 
generated from human adenoma cells or human SSL cells. We found that key factors play the essential 
role in each pathways by RNA sequence and ChIP sequence analysis.

研究分野：大腸癌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの結果から、Arid1aは腸腫瘍発生経路によって異なる役割を果たしていることが世界で初めて示され
た。加えて、それぞれの経路において、中心的な役割を果たす制御因子に対する薬剤を用いて行ったキャンセル
実験の結果から、ヒト大腸腫瘍における治療ターゲットとなり得る候補因子を導き出した。これらの結果はヒト
大腸腫瘍の治療戦略を大きく発展させることが期待される。加えて、申請者らが膵癌におけるArid1aの機能解析
で得られた知見と比較することで、大腸腫瘍だけでなく、膵癌における治療戦略につながる可能性がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
エピジェネティックな遺伝子発現制御と発癌、組織発生・恒常性維持との関連を示唆する報告
がなされている。SWI/SNF クロマチンリモデリング複合体は、9-12 個のサブユニットからな
り、ATP 依存性のクロマチンリモデリングによって遺伝子発現を制御している。申請者らのグ
ループは、膵臓特異的に活性化 KrasG12Dを発現させると共に、SWI/SNFサブユニットの 1つ
である Brg1または Arid1aをノックアウトした遺伝子改変マウスを作成し、Brg1及び Arid1a
が IPMNおよび IPMN由来膵癌の形成を抑制し、Brg1、Arid1aによる遺伝子発現制御が膵癌
の発生に重要な働きをしていることを世界で初めて明らかにした(Nat Cell Biol.2014, J Clin 
Invest 2018, Gastroenterology 2018)。 
一方で、Arid1aの腸恒常性維持、腸発癌における役割は依然不明であった。そこで、申請者ら
は、腸上皮特異的に Arid1aを欠失させたマウス（Arid1a-cKOマウス）を作成・解析した。そ
の結果、腸幹細胞が枯渇し、腸上皮 crypt-villi構造の著明な異常を認め、腸オルガノイドの形成
能（＝幹細胞能）が損なわれることを見出した。さらに、Arid1a-cKOマウスの腸では Sox9を
含めたWntシグナル関連遺伝子の発現減少を認めた。そこで、Arid1a-cKOマウスに Sox9の過
剰発現を加えたレスキュー実験を行った結果、Arid1a-cKOマウスで認めたフェノタイプがレス
キューされた。以上より、Arid1aは Sox9を含めたWntシグナルの発現制御を介して、マウス
小腸上皮の幹細胞・恒常性維持に必須であることを初めて明らかにした（Hiramatsu et al. 
PNAS 2019）。 
一方、ヒト大腸癌では①Wnt シグナル関連遺伝子である APC の変異を高頻度で認める

Conventional 経路と、②KRAS、BRAF の活性化を背景に Wnt 非依存性に腸腫瘍を産生する
Alternative 経路が知られている。ヒト大腸癌の網羅的遺伝子解析の結果、ARID1Aの不活化変
異が高頻度に認められたことから(Nature 2012)、Arid1aが大腸癌の発癌機構において腫瘍抑制
的に働いていることが予想されたが、Arid1a の腸でのそれぞれの経路における発癌での役割は
依然不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、申請者らのこれまでの一連の成果、及び上記背景を踏まえ、それぞれの腸腫瘍発
生経路における Arid1aの機能的役割とその分子機構を明らかにすることを目的とする。これま
でのノックアウトマウスから得られた独自知見に基づき、腸腫瘍における Arid1aの機能的役割
の解明に迫る。さらに網羅的遺伝子発現解析・ChIP-Seq解析により、Arid1aがクロマチン制御
によって腫瘍形成に働く分子制御機構までも他に先んじて明らかにする点が独創的である。マ
ウスモデルで得られた知見を基に、ヒト大腸腫瘍における治療ターゲットとなり得る候補因子
を導き出すことで、ヒト大腸腫瘍の治療戦略を大きく発展させることが期待される。加えて、申
請者らが膵癌における Arid1aの機能解析で得られた知見と比較することで、大腸腫瘍だけでな
く、膵癌における治療戦略につながる点も創造性に富む。 
 
３．研究の方法 
Conventional 経路（Wnt 依存性）及び、Alternative 経路（Wnt 非依存性）の腸腫瘍における

Arid1a の機能解析を行うために、それぞれの経路におけるマウス腸腫瘍モデルを用いて Arid1a
を腸特異的、または腫瘍幹細胞特異的にノックアウトし、腸腫瘍形成・維持における Arid1a の
機能的役割を検討する。さらに、マウスモデルから得られた結果を元に、ヒト大腸腺腫、ヒト大
腸鋸歯状腺腫（Sessile serrated lesion、以下 SSL）それぞれから樹立したオルガノイドを樹立
し、ヒト大腸腫瘍における ARID1A の発現を検証した上で、それぞれのオルガイノイドを用い
て、ARID1Aノックダウン実験を行い、ヒト大腸腫瘍における ARID1Aの機能解析を行う。さら
に、マウスモデル、ヒト大腸腫瘍ノックダウン実験から得られた結果を元に、ヒト大腸腫瘍形成
の中心となる制御因子を特定する。 
 
４．研究成果 
(1) Conventional 経路の腸腫瘍における Arid1aの機能解析： 
Conventional 経路の腸腫瘍発生における Arid1a の機能解析を行うために、マウス腸幹細胞特
異的にタモキシフェン投与下にβカテニン恒常活性と同時に Arid1a を欠失させたマウス
(Lgr5CreERT2/+; Ctnnb1lox(ex3); Arid1aflox/flox、以下 LCAマウス)を作成し、コントロールマ
ウス(タモキシフェン投与下βカテニン恒常活性マウス、以下 LCマウス)と腸腫瘍形成能の比較
解析を行なった。その結果、タモキシフェン投与 3週後の検討では、LCマウスでは腸腫瘍を多
数認めたのに対し、LCAマウスでは腸腫瘍はほぼ認めず、LCマウスと比べて生存曲線の著明な
延長を認めた。 
次に、Conventional 経路の腸腫瘍維持における Arid1a の機能解析を行うために、Apc 変異下
に腸特異的に Arid1a欠失させたマウス（Villin-Cre; ApcMin; Arid1a flox/floxマウス、以下 VAA 
マウス）を作成し、コントロールマウス（Wnt依存性腸腫瘍モデルマウス、ApcMinマウス）と



腸腫瘍形成能の比較解析を行なった。その結果、Apc 変異単独マウスに比べ、VAA マウスでは
腸腫瘍発生数の減少を認め、生存曲線の著名な延長を認めた。 
Apc変異単独マウス、LCマウスいずれにおいても、腸腫瘍部ではβカテニンの核内移行を認め
たのに対し、LCAマウス、VAAマウスいずれにおいても βカテニンの核内移行の低下を認め、
Wnt関連遺伝子の発現低下を認めた。 
さらに、 LCA マウスに lacZ レポーターを加えた Lgr5CreERT2/+; Rosa26lacZ/+; 

Ctnnb1lox(ex3); Arid1aflox/flox マウス（以下、LRCAマウス）を用いて細胞系譜解析（Lineage 
tracing）を行い、Arid1a陰性腸幹細胞における子孫細胞供給能を検証した。タモキシフェン投与
３週間後のコントロールマウス（Lgr5CreERT2/+; Rosa26lacZ/+; Ctnnb1lox(ex3)マウス、 LRC
マウス）では lacZ陽性腸腫瘍を多数認めたの対し、LRCAマウスでは、LCAマウス同様に腸腫
瘍はほぼ認めず、加えて、lacZ陽性細胞も認めなかった。 
これらの結果から、Conventional 経路では腸腫瘍の発生、維持いずれにおいて Arid1a の存在
が必須であり、Arid1aは Wnt経路を介して腸腫瘍発生、維持に必須な役割を果たしていること
が示された。 
次に、ヒト大腸腺腫から樹立したオルガノイドを用いて、腸腫瘍における Arid1aの機能を検討
した。ヒト大腸腺腫から樹立したオルガノイドにおいて、ARID1A の発現が保たれていることを
確認したうえで、ARID1Aをノックダウン(KD)したところ、ARID1A KDオルガノイドでは増殖
能が抑制され、マウスモデルに加え、ヒト大腸腺腫オルガノイドでも同様に ARID1A が腫瘍促
進的に働くことが示唆された。加えて、遺伝子発現解析では ARID1Aを KDしたオルガノイドで
は cell cycle 制御因子の発現が亢進していた。これらの結果から、Conventional 経路では Cell 
cycle制御因子の発現を制御することで、腸腫瘍促進的に働いていることが示唆された。 
 

(2) Alternative 経路の腸腫瘍における Arid1aの機能解析： 
Serrated pathway(Alternative 経路)では KRAS変異、BRAF変異を背景とした腫瘍形成が知ら
れている。そこで、KRAS変異、BRAF変異それぞれで p53ノックアウトを加え、さらに Arid1a
を欠損させたマウス（Villin-Cre; Kras G12D; p53 flox/flox; Arid1a flox/floxマウス、Villin-Cre; BRAF 
V600E; p53 flox/flox; Arid1a flox/floxマウス）を作成し、コントロールマウス（腸特異的 Arid1a
欠損マウス、および活性化 KrasG12D 単独発現マウス、BRAF V600E 単独発現マウス、Villin-
Cre; Kras G12D; p53 flox/floxマウス、Villin-Cre; BRAF V600E; p53 flox/floxマウス）を作成し、
それぞれの腸腫瘍形成能の比較解析を行った。Arid1a 欠失マウスでは陰窩の拡張や陰窩底部の
変形・分岐等 SSL に特徴的な組織学的表現系を呈し、同時にヒト鋸歯状病変のマーカー発現の
亢進を認めた。Arid1a 欠失マウスでは腸腫瘍数は増加し、炎症細胞の著明な増加を認め、浸潤
癌・リンパ節転移、生存率の低下を認めた。 
これらの結果から、Conventional経路とは対照的に、Alternative経路では Arid1aが腸腫瘍抑
制的に働いていることが示唆された。さらに、Alternative経路 Arid1a欠損マウスにおいて、炎
症細胞浸潤の著明な増加を認めたことに着目し、抗生剤投与を行ったところ、腸腫瘍形成は認め
ず、フェノタイプがキャンセルされた。 
マウスモデルでの結果を踏まえ、ヒト大腸 SSL 由来オルガノイドを用いて炎症系因子の発現
について検討したところ、ARID1A KDオルガノイドでは、腫瘍促進的に働く炎症系ケモカイン
に加え、ケモカインレセプターの発現上昇を認めた。これらの結果から、Alternative経路におい
ては、Arid1a は炎症系ケモカインの発現を制御することで腫瘍抑制的に働いていることが示唆
された。 
これらの結果は、Wnt 依存性 Conventional 経路、Wnt 非依存性 Alternative 経路それぞれに
おいて、Arid1aの機能的役割が異なることを示唆する。 
この結果を踏まえ、それぞれの経路において、中心的な役割を果たす制御因子に対する薬剤を
それぞれのマウスモデル、ヒト大腸腫瘍由来オルガノイドに対して投与を行ったところ、それぞ
れのフェノタイプがキャンセルされた。この結果を踏まえ、ヒト大腸腫瘍に対する新規薬剤候補
因子として、今後さらなる検討を行う予定である。 
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