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研究成果の概要（和文）：３次元培養下の野生型マウス腸管オルガノイドに対して、レンチウイルスで遺伝子導
入を行うことで細胞レベルでも大腸多段階発がんが再現可能であることを以前報告した。そこで、本発がんモデ
ルを利用して大腸発がんメカニズムの解明を目指した。具体的には、大腸がんで最も変異頻度が高いApcやKras
のコンディショナルマウス由来のオルガノイドを用い、Cre遺伝子を導入することで遺伝子変異を再現した上
で、大腸がんで変異頻度が高い遺伝子の shRNAを導入して協調的に発がんを促進するか検討を行った。また、食
事由来発癌物質などの環境要因との相互作用も検討に加え、段階的な発がん過程の進展が再現されることを確認
した。

研究成果の概要（英文）：We have previously demonstrated that multi-step intestinal tumorigenesis can
 be recapitulated by lentivirally introducing genetic aberrations into murine intesitnal organoids. 
By using this cell-based model, we aimed at elucidation of molecular mechanisms underlying colon 
carcinogenesis. Specifically, we isolated small intestines from conditional knockout or knock-in 
mice for Apc and mutant Kras, respectively, and transduced organoids with Cre-recombinase to achieve
 in vitro recombination. We investigated if RNAi-mediated inactivation of genes frequently mutated 
in colon cancer could cooperate towards tumorigenesis with Apc loss or Kras activation, by 
inoculating transduced oragnoids in dorsal skin of immunodeficient mice, and gained new insights 
into impacts of these genes. We also administered food-borne carcinogens to organoids, to see 
environmental factors could indeed affect tumorigenesis. These observations would likely highlight 
the relevance of this new model.

研究分野：分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
従来の大腸がん研究では特定の遺伝子の発
がんおよびがん化の進展への関与は、がん細
胞株・繊維芽細胞を用いた細胞レベルの解析、
あるいは遺伝子改変マウスや発がん物質を
用いた個体レベルの解析、のいずれかを通じ
て明らかにされることが一般的であった。し
かし、こうした手法には多大な時間や労力を
要する点や、厳密には遺伝性のがんのモデル
に相当してしまうなどの難点があった。これ
に対し、申請者は野生型マウス正常腸管細胞
を用いた細胞レベルの発がんモデルを世界
で初めて開発し、APC 遺伝子の不活性化によ
る大腸多段階発がん過程が細胞レベルでも
短期間かつ簡便に再現可能であることを報
告し（Onuma et al., PNAS, 2013）、「腸管発
がんの in vitro 再構成法」と命名した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、本モデルの改良と応用可能性の
検討を並行して行うことを目的とする。改良
に関しては、APC の不活性化の代替法の開発、
APC 非依存的な発がん過程の再構成、ヌード
マウス皮下腫瘍以外の発がん性評価法の確
立が挙げられる。応用に関しては、大腸発が
ん分子機構の解明、特に新規変異遺伝子の発
がん性検証および実験系への環境要因の統
合に焦点を当てて、本モデルの可能性を明ら
かにしていく。 
 
３．研究の方法 
(1) 腸管発がんの in vitro 再構成法：野生
型の C57BL/6J マウスおよび KrasLSL-G12D/+マウ
ス、Apcflox/flox マウス由来の小腸を実験に供
した。5-10 週齢のマウスから小腸を採取した
後にオルガノイド培養を行った。レンチウイ
ルスを用いて種々のがん抑制遺伝子に対す
る shRNA や Cre 遺伝子を導入し、標的遺伝子
のノックダウンや遺伝子組換えを誘導した。
組換えはゲノム DNA の PCR により確認し、ノ
ックダウン効率は Western Blotting で評価
した。5x105 個程度の細胞を含むオルガノイ
ドを 50％マトリゲルに懸濁してヌードマウ
ス皮下に接種し、6-8 週間後に解剖して腫瘍
形成能を検討した。 
(2)皮下腫瘍の解析：ホルマリン固定したの
ちに通常のH&E染色や各種免疫染色等を行っ
た。また、腫瘍の一部を採取して再び 3次元
培養を行い、各種解析に供した。 
 
４．研究成果 
(1)Apcflox/floxマウス由来小腸を用いて作成し
た Apc-/-オルガノイドによる腫瘍形成：当初
のモデルではshApcの 5つの独立したクロー
ンをプールした上で小腸オルガノイドに導
入し Apc のノックダウンを達成していた。こ

れは、線維芽細胞においては個々の shRNA を
導入後も増殖が継続するのに対し、小腸オル
ガノイドではいずれも増殖が停止して培養の
継続が困難となったためである。原因として
は Apc のノックダウンにより myc の発現が増
加して、増殖と同時にアポトーシスのシグナ
ルが増強したことが考えられた。しかし、プ
ールした shRNA でのみ増殖が可能になる場合、
厳密にはoff target効果により生じている現
象である可能性が否定できない。そこで、Apc
コンディショナルノックアウトマウスを新た
に導入し、再検討を行った。最初に導入した
マウスは何らかの事情によりヘテロとホモが
genotypingにより区別不可能なマウスである
ことが判明したため、truncating mutation
を再現する Apc580S floxマウスを別途導入した。
小腸オルガノイドに Cre を導入後もオルガノ
イドは増殖を続け、 shApc により完全長をノ
ックダウンした場合とは異なる結果となった。
このオルガノイドをヌードマウス皮下に接種
したところ、ごく小さな腫瘤を形成するのみ
であったが、shp16 や shPten を追加導入する
ことで、充実性の小腫瘍が誘導された。組織
学的には腺癌相当であり、かつ腺管の崩壊像
や粘液貯留など、shApc の導入により得られ
た腫瘍と基本的に同様の組織像を呈すること
を見出した。従って、shApc のクローンをプ
ールして得られた以前の腫瘍は遺伝子改変マ
ウス由来の腫瘍とほぼ同等のものであり、off 
target効果が関与している可能性は低いと考
えられた。 
 
(2) KrasLSL-G12D/+マウス由来小腸を用いて作成
した KrasG12D/+オルガノイドによる腫瘍形成：
すでに KrasG12D/+小腸オルガノイド自体では腫
瘍形成能はなく、前癌病変である aberrant 
crypt foci に類似した病変を一過性に誘導す
るのみであることを報告していたが、shp16
や shPten を追加導入することで、充実性の小
腫瘤を形成することを確認した。組織学的に
は、一部 serrated polyp 類似の病変を認め、
shApc により得られる腫瘍とは異なる組織像
を呈することが判明した。このことから、Apc
不活性化に非依存的な発がん過程に関しても
本実験系で再現可能であることが確認された。 
 
(3)新規大腸がん関連遺伝子の発がん性検
証：近年の次世代シークエンシング技術の進
歩により大腸がんにおける遺伝子異常の全貌
が明らかになりつつある。変異頻度が高く、
かつ遺伝子改変マウスによる解析が進んでい
ない遺伝子として WTX に着目し、shRNA を小
腸オルガノイドに導入した。２つの別々のク
ローンにおいて、いずれも導入直後に強い増
殖抑制効果が認められた。また、こうした効
果は NIH3T3 細胞や胃オルガノイドに対して



も認められたことからWTX遺伝子の発現抑制
は非腫瘍細胞には増殖抑制的に作用するこ
とが示唆された。一方で、WTX 遺伝子変異は
Apc 遺伝子変異と共存することが多いことが
知られていることから、両者の間には発がん
への協調作用が存在することが示唆されて
いる。そこで、Apc-/-小腸オルガノイドを用
いて同様の実験を行ったが、やはり強い増殖
抑制効果が見られるのみで、Apc 遺伝子変異
とWTX遺伝子変異が発がんへの協調作用を示
すためには、第３の変異の存在が必要となる
可能性が想定されたため、現在他の遺伝子の 
shRNA を系統的に導入し、発がん性への影響
を検討している。 
 
(4)大腸発がん物質PhIPのマウス小腸オルガ
ノイドを用いた発がん性検出：食事由来の大
腸 発 が ん 物 質 と し て 知 ら れ る PhIP 
amino-1-methyl-6-phenylimidazo [4,5-b]は
これまでにラットへの投与で大腸がんを誘
発することが知られているが、マウスへの投
与では先にリンパ腫を発症してしまうため、
腸管発がんへの影響を検出することは困難
だった。本実験系は臓器別に発がん性の検証
が可能な利点を生かして、shApc あるいは
shLucを導入後のオルガノイドに対してPhIP
を短期間暴露してヌードマウス皮下に接種
したところ、shApc 導入オルガノイドの場合
のみ腫瘍径の増大および組織像の悪性化が
見られた。このことは、本実験系を用いるこ
とで、Apc 不活性化と PhIP による遺伝毒性の
発がん協調性が高感度に検出可能であるこ
とを示しており、遺伝子異常以外の要因も統
合可能であることを示唆すると考えられた。 
 
(5)炎症細胞との共培養による発がん促進作
用の検出：大腸発がんにおいては炎症が重要
な働きをしていることはよく知られている。
そこで、腹腔内で異物刺激により誘導された
炎症細胞と共培養することで発がんが促進
されるか検討を行った。shApc 導入小腸オル
ガノイドに対して、炎症細胞に数時間暴露し
た場合と無処理の場合について、ヌードマウ
ス皮下に移植して比較したところ、炎症細胞
暴露後のオルガノイドからのみ充実性の腫
瘍が得られた。再び培養を行ったのちにオル
ガノイドを用いてマイクロアレイ解析を行
ったところ、炎症関連の遺伝子の発現が上昇
していることが確認され、特に Stat3 の下流
の遺伝子が多数上昇していることを見出し
た。Western blotting を行ったところ、Stat3
の発現上昇およびリン酸化の亢進が認めら
れた。Stat3 の転写は Stat3 のリン酸化その
ものによって制御されていることから、ポジ
ティブフィードバックによりさらにStat3の
発現が上昇していると考えられた。また、こ

れらのオルガノイドの長期培養により、Stat3
の発現レベルは低下したことから、こうした
変化は主にエピジェネティックな変化に基づ
くものであり、IL6 などのサイトカインの存
在する皮下組織における間質との相互作用に
よりこうした変化が誘導されたと考えられた。
このように、in vitro の実験系ではあるもの
の、環境要因も統合したかたちでの解析が可
能であることが強く示唆された。 
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