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研究成果の概要（和文）：大腸正常上皮は一定の向きに並んだ（極性）細胞からできており、外部と接した面は
apical面と呼ばれる。大腸がんオルガノイドを用いて、apical面ががん細胞集団の内側にできる場合
（apical-in）と比べて、細胞塊外周にできる場合（apical-out）は、免疫から逃れる能力が高いことを明らか
にした。また、がん細胞が細胞外基質に囲まれているにも関わらずapical-outを維持する病態において、apical
面を消失させることで抗がん剤感受性を上げることができた。以上より、極性状態を標的とすることは治療戦略
になりえる。

研究成果の概要（英文）：The normal epithelium of the colon is composed of cells arranged in a 
certain orientation (polarity), and the surface in contact with the outside is called the apical 
membrane. Using colorectal cancer organoids, we found that the apical surface has a greater ability 
to evade immunity when it forms on the periphery of the cell mass (apical-out) compared to when it 
forms on the inside of the cancer cell mass (apical-in). In addition, in pathological conditions 
where cancer cells maintain apical-out despite being surrounded by extracellular matrix, the 
induction of apical membrane loss can enhance sensitivity to anticancer drugs. Thus, targeting the 
polarity state may be a therapeutic strategy.

研究分野： 病態医化学、実験病理学、腫瘍生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫チェックポイント阻害薬は一部の症例に劇的な効果を示し、免疫療法は新たながん治療法として確立され
た。しかし、免疫チェックポイント阻害薬の奏効率は決して高くないことも事実であり、未だ解明されていない
がんが免疫から逃れるメカニズムが存在すると考えた。細胞極性と免疫応答についてはこれまでに報告が皆無で
あり、本研究では、細胞極性と免疫応答の関係を明らかにした。今後、apical-outの極性を標的とした治療法を
始めとした、新たながん研究および治療戦略に発展す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 

がんは宿主免疫を回避して増殖する。近年、免疫チェックポイント阻害薬は一部の症例に劇的

な効果を示し、免疫療法が新たながん治療法として確立された。しかし、免疫チェックポイント

阻害薬の奏効率は決して高くないことも事実であり、未だ解明されていないがんの免疫回避機

構が存在すると考えた。申請者は、これまでにがん細胞を単一の細胞としてとらえるのではなく、

「集合体」として認識し、細胞集団で観察される性質の変化に着目してきた。世界に先駆けてが

ん細胞集団における「極性転換」の概念を提唱し、in vitro で実証 (Okuyama 2016 Am J Pathol)、

病態における役割を明らかにした(Onuma 2021 J Pathol)。 

さらに、大腸がん細胞塊の apical 面からは NOX1 を介して ROS が放出され、肝臓での着床の

際に類洞内皮を排除することに必須であることを明らかにした(未発表データ)ことから、がん

細胞塊の外周が apical 面に覆われている(apical-out)ことが、免疫応答にも影響していると予

想した。事実、がんの 微小環境では、ROS によって免疫機能が減弱することが報告されている

(Deng 2020 Nature Comm)。そこで、大腸がん細胞塊とマウス活性化炎症細胞(peritoneal 

exudate cells: PEC)あるいはマクロファージ様細胞株(RAW264)とを共培養すると、apical 面

が内腔に形成される apical-in のがん細胞塊との共培養では、マクロファージ様細胞で炎症性

サイトカイン(TNF-alpha,IL-6、IL-1β、IL-2、CCL1)の転写が増加し、抗炎症性のサイトカイン

(TGF-β)の転写が抑制されたのに対し、apical-out のがん細胞塊と共培養した PEC では、単一

培養群と同等レベルにまで抑制された。以上の実験結果は、apical-out の 極性状態が、免疫細

胞の活性化を阻害することで免疫の回避に関与する仮説を支持する。そこで、さらに分化型腺が

んの“極性”を切り口にすることにより、免疫回避の機構を明らかにし、新たながん治療の発展

に繋げる着想に至った。  

 

２．研究の目的 

本申請は、大腸がん細胞集団の「極性」という新たな視点から、免疫回避のメカニズムを明ら

かにすることを目的とした。我々はこれまでに、分化型腺がん細胞塊は、apical 面ががん細胞

塊内の管腔側に存在する状態(apical-in)と、がん細胞塊外周に存在する状態(apical-out)が速

やかに転換することを明らかにした。患者がんの脈管侵襲部においては、apical-out の細胞塊

が存在する。血管内に浸潤したがん細胞塊は、宿主免疫応答を回避できなければ転移は成立しな

いことから、apical-out のがん細胞塊は、免疫を回避すると仮説を立てた。本申請では、apical-

out の極性状態が免疫細胞の機能に及ぼす影響およびそのメカニズムを明らかにすることを試

みた。  

 

３．研究の方法 

（1）オルガノイドとの共培養による腹腔滲出細胞の活性化の検討 

C57BL/6 の腹腔内に異物を移入することで惹起した炎症によって誘導された腹腔滲出細胞を、

異物移入 5日目に回収した。一方で、大腸がんオルガノイドである C45 を浮遊培養し、apical-

out の極性状態にした。また、オルガノイドを Matrigel (MG)に埋包し、apical-in の極性状態

に極性転換させた。MG を溶解させるためにコラゲナーゼ type4 処理をした。実験条件を揃える

ために、浮遊培養したオルガノイドにも同様の処理をした。直径が 40-70μm のオルガノイドを

回収し、200 個のオルガノイドと 2×105個の腹腔滲出細胞を共培養した。12 時間後、40μm のス



トレイナーを通し、オルガノイドと腹腔滲出細胞を分離した。腹腔滲出細胞の炎症誘導性サイト

カイン(IL-1β、IL-6、IFN-γなど)や抗炎症性サイトカイン(TGF-β)、ケモカイン(CXCL-1、CXCL-

2)の発現を real-time PCR で比較した。 

（2）Apical 面の免疫制御分子の発現および局在の検討 

C45 オルガノイドの apical-out から apical-in への極性転換にともない、apical 面に発現す

る免疫制御分子の局在が変化するか免疫組織化学染色によって検討した。免疫抑制性の分子は、

マクロファージ、単球、NK 細胞に共通の分子(PD-L1, PD-L2)や NK および単球特異的な分子

(Galectin-9、 HMGB1)、NK 細胞特異的な分子(HLA、B7、PVR)、貪食細胞特異的な Eat me シグナ

ル(Glycoprotein、SLAMF7)を候補とした。また、免疫を活性化する分子は、マクロファージと NK

細胞に共通の分子(GITRL、CD47)を候補とした。 

（3）In vivo マウス大腸がんモデルの確立 

共同研究者の青木らから提供された、Ctnnb1, Kras, Trp53, Smad4 の遺伝子変異を導入した

マウス（CKPS マウス）で自然発症した転移性大腸がんから調製したオルガノイドを用いた。MG

に包埋して培養した apical-in のがん細胞塊および浮遊培養した apical-out のがん細胞塊を

C57BL6 マウスの肝臓に経門脈的に移植し、２週間後にマウスを犠牲死させ、肝表面から観察で

きるコロニー数を計測するとともに、各ローブの最大割面における腫瘍の面積を HE 染色により

算出した。 

（4）大腸癌 MPC オルガノイドと活性化脾細胞との共培養および I F Nγ処理による極性状態の

検討 

極性転換不全である micropapillary carcinoma(MPC)由来のオルガノイド 50 個と、2 ×106個

の脾細胞を、0.5μg/mlのLPSおよび10%MGを含んだ培地で共培養した。MPCオルガノイド（C166）

は apical 面を real-time にモニターするために、GFP-GPI を遺伝子導入した（C166 GFP-GPI）。

共培養 5日後に GFP を指標に、MPC オルガノイドの極性状態を評価した。LPS を添加した脾細胞

の IFNγの発現は、real-time PCR で比較した。MG に埋包した C166 GFP-GPI を IFNγ（6μg/ml）

で処理し、24 時間後に極性状態を観察した。 

 

４．研究成果 

（1）共培養系での免疫応答の検討 

異なる極性状態にある大腸がん細胞塊に対する免疫細胞の活性化あるいは細胞傷害性を比較

検討した。apical-in の極性状態は、マクロファージ様細胞株（RAW264）のみならず、腹腔滲出

細胞の活性化にも関与し、逆に apical-out の極性状態は不活性化あるいは無反応であることを

明らかにした(図 1)。つまり、apical-out の極性を持つ大腸がん細胞集団は、免疫を回避する。 
 

 



（2）免疫応答回避のメカニズムの検討 

マトリゲルに包埋して培養した apical-in のがん細胞塊と浮遊培養した apical-out のがん細

胞塊に対して、がん細胞に発現する免疫制御分子（PD-L1, PD-L2, Galectin-9, HMGB1, B7-H3, 

SLAMF7、MHCclassⅠ）、および免疫活性化分子(GITRL, CD47 など）の局在を、免疫組織化学染色

によって検討した。その結果、T 細胞を抑制的に制御する PDL-2 と、免疫回避に機能的に働く

CD47 が、apical 面のマーカーである Villin と局在が一致しており、この二つの分子が apical-

out による免疫回避のメカニズムの一つである可能性が考えられた。 

（3）マウス大腸がんモデルによる in vivo での検証 

In vivo で宿主応答を解析するために、自然発がんマウス大腸がんからオルガノイドを作製

し、ヒト大腸がんオルガノイドと同様に極性転換することを確認した。次に、同系マウスにおけ

る肝転移モデルでの転移能の違いを評価することで、獲得免疫の関与の有無を明らかにするた

めに、肝転移モデルを作製した。自然発がんマウス大腸がんから作製したオルガノイドをマトリ

ゲルに包埋して培養したapical-inの細胞塊と浮遊培養したapical-outのがん細胞塊をC57BL6

マウスの肝臓に経門脈的に移植し、肝転移能を検討した。その結果、apical-in と比較して、

apical-out のオルガノイドを移植した方が、コロニー数は約 2 倍、腫瘍面積は約 2.5 倍増加し

た（図 2）。Apical 面が血管内皮への接着

を促進する可能性があるため、免疫不全マ

ウスでも同様の解析を行う予定である。以

上の結果から、マウス大腸がんモデルにお

いても、apical-out の極性状態が転移に

有利に働いており、本モデルは、apical-

out の免疫回避のメカニズムを解析する

ための有用なプラットフォームになりう

ると考えられる。 
（4）免疫回避能を持つ apical-out を標的とした治療法の開発 

以上の研究結果から、apical-out の極性状態は、免疫回避に寄与すると推察できた。極性に

関わる病態の一つに micropapillary carcinoma (MPC)がある。MPC は細胞外基質（ECM）が周囲

にあるにも関わらず apical-out の極性を維持する「極性転換不全」の病態で、リンパ行性転移

率が高く薬剤耐性であり予後不良である。実際に、MPC の腫瘍部位には、免疫細胞の浸潤が少な

いことが報告されている（Guo 2008 Modern Pathology）。そこで、apical-out の極性を消失さ

せることができれば、免疫回避が解除され、治療につながると仮説を立てた。C57BL/6 マウス由

来の脾細胞を LPS で処理し、MPC オルガノイドと共培養した。その結果、MPC オルガノイドの

apical-out の極性は消失した（図 3a）。LPS で処理した脾細胞は、24 時間で IFNγの転写レベル

が 1000 倍以上増加した（図 3b）。また、Recombinant IFNγを MPC オルガノイドに直接処理する

と apical-out のオルガノイド外周の apical 面が消失した（図 3c）。以上の結果から、IFNγは、

MPC の極性転換不全を標的とする治療戦略になり得ると考えられた。 
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