
公益財団法人がん研究会・がん研究所　細胞生物部・部長

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

７２６０２

新学術領域研究（研究領域提案型）

2021～2017

哺乳動物消化管組織における細胞社会ダイバーシティー

cellular diversity in mammalian intestinela tissue

８０２９１０９５研究者番号：

八尾　良司（YAO, Ryoji）

研究期間：

１７Ｈ０６３３３

年 月 日現在  ４   ６ １５

円    80,500,000

研究成果の概要（和文）：本研究課題では、正常消化管組織における細胞不均一性の維持機構と遺伝子変異に伴
う細胞ダイバースの変化を明らかにすることを目的とし、野生型マウスに加え、ヒト大腸がんドライバー変異が
導入されたがんモデルマウスを用いて個体レベルの解析を行った。さらに、マウスおよびヒト消化管腫瘍から3
次元培養オルガノイドを樹立し、in vitro解析を行った。オルガノイドのシングルセル遺伝子発現解析では、正
常組織の細胞ダイバースと遺伝子変異により生じるその変化が明らかになった。情報解析により得られた知見を
オルガノイドおよび個体組織で実証することにより、消化管組織の細胞不均一性の発生と維持機構を明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the cellular diversity in intestinal tissue and their 
alteration induced by driver mutations found in human colorectal cancers, we established a series of
 conditional knockout mice and their organoids. Single cell expression analysis of organoids 
followed by informatics analyses suggested the cellular diversity in norma intestine and their 
alterations by the driver mutations. Notably, they alters not only cellular diversity in intestinal 
epithelial cells, but also affects stromal cells in their  microenvironment. These alterations were 
histologically validated in mouse models. Overall, this study revealed the cellular heterogeniety of
 intestinal tissues in normal and mutant tissues,, and provide the clue to develop the treatment of 
intestinal tumor by targeting interaction between intestinal epithelia cells and microenvironment.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 消化管組織　がんモデルマウス　オルガノイド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究開発では、哺乳動物の消化管組織の細胞多様性とがん化に伴う変化を明らかにした。その結果、ヒト大腸
がんの発生に関与する遺伝子変異は、がん組織を変化させるのみでなく、周囲の微小環境にいる間質細胞にも影
響することが明らかになった。これらの結果から、現在有効な分子標的薬がない、RAS変異陽性大腸がんに対し
て、がん組織と微小環境との相互作用を標的とする治療戦略を提唱することができた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
哺乳動物の生体組織における「細胞社会ダイバーシティ」は、学術的に興味深い課題である
とともに、様々な疾病に対する治療法開発という観点からも重要である。消化管組織は、遺
伝子改変マウスを用いた linage tracing をはじめとする様々な遺伝学的解析が行われ、幹細
胞から生じる多様な細胞系譜が明らかにされている。しかし、動物個体を用いた解析は、時
間・労力・経費を要すること、ハイコンテント・ハイスループットな実験系に適さないことが
長年の課題となっていた。 
本研究開始当初は、生体組織の「細胞社会ダイバーシティ」の解析技術が急速に進歩した時
期と重なる。生体組織をマトリゲル内で培養するオルガノイド培養法が開発され、従来の二
次元培養細胞では不可能であった細胞多様性に関する解析 in vitro で行うことが可能にな
った。CRISPR/Cas9 によるゲノム編集が、マウス受精卵で行われ、遺伝子改変マウスを迅速に
作製することが可能となった。さらに、シングルセル解析が普及した時期でもある。オルガ
ノイド培養、ゲノム編集、シングルセル解析という革新的な技術は、哺乳動物の細胞ダイバ
ーシティという学術研究においても、新たな視点から取り組むことを可能にした。 
 
２．研究の目的 
哺乳動物の消化管組織を構成する細胞集団を明らかにし、細胞不均一性の発生と恒常性維持機
構を明らかにすることを目的とした。消化管組織は、クリプト底部に存在する幹細胞が自己増殖
することにより維持され、一方で一部の細胞が、様々な機能を持つ細胞に分化することにより、
消化管組織としての機能が生じ、生涯にわたり維持される。しかし、APC 遺伝子に変異が生じる
と腫瘍が発生し、さらにドライバー変異が蓄積することにより進展する。腫瘍組織は、その起源
組織と一定の類似性を維持しつつ、増殖能や分化能の点で正常組織とは明確な違いがある。本研
究では、腫瘍組織と正常組織との細胞不均一性の違いについて、細胞自身がもつ内因性要因、細
胞間の相互作用、さらにがん組織と微小環境との相互作用といったお互いに関連する複雑な制
御機構の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
マウス個体レベルの解析は、Apc 遺伝子単独、Kras 遺伝子単独、Apc/Kras 遺伝子二重変異をも
つコンディショナルノックアウトマウス(cKO)を用いた。Lgr5-CreERT2 アリルを導入し、タモキ
シフェン投与により消化管幹細胞特異的に遺伝子変異を導入し、生じる腫瘍を解析した。in 
vitro の解析を行うために、上記のアリルを持つ遺伝子改変マウスの消化管からオルガノイドを
樹立し、in vitro でタモキシフェンに暴露することにより変異オルガノイドを作成し、それぞ
れに対応する正常オルガノイドとの比較解析を行った。オルガノイドは、Wnt3a、EGF、Noggin、
Spondin をニッチ因子として添加した培養液で培養した。それぞれのオルガノイドから RNA を抽
出し、遺伝子発現解析(RNA-seq)および一細胞遺伝子発現解析(scRNA-seq)を行った。 
ヒト消化管の解析は、家族性大腸腺腫症(Familial Adenomatous Polyposis, FAP)を含む、様々
な大腸がん患者由来オルガノイドを樹立し、オミックス解析および細胞生物学的解析を行った。
遺伝子変異プロファイルは、エクソームシークエンスを行った。KRAS シグナル分子の特異的阻
害剤に対する細胞内シグナル経路の変化は、reverse phase protein array (RPPA)を作成し、特
異的リン酸化抗体を用いて行った。 
 
４．研究成果 
消化管腫瘍モデルマウスは、Kras 変異単独では腫瘍を生じないのに対し、Apc 遺伝子変異マウス
は、腫瘍を生じ、さらに Kras 変異が加わると腫瘍数、腫瘍量が顕著に増加する。マウス個体の
腫瘍では、Apc および Kras 遺伝子変異による組織学的に明確な違いは認められない。一方、正
常オルガノイドは、突起を有する形態を示すが、Apc 遺伝子の欠損によりスフェア状の形態を示
したのに対し、Kras 変異では明らかな形態的変化を認めなかった。このような生体組織腫瘍と
オルガノイドとの違いを生じる原因の一つとして、腫瘍組織と微小環境との相互作用が挙げら
れる。 
オルガノイドの遺伝子発現解析(bulk RNA-seq)では、Apc 変異は、幹細胞マーカーの発現を亢進
するのに対し、Kras 変異では、様々な分化細胞マーカーの発現が上昇していた。特にムチンや
クロモグラニンが発現変動が大きい遺伝子として同定されたことから、Kras 変異により、細胞
系譜が分泌細胞系列にシフトすると考えられた。scRNA-seq 解析を行い、細胞を 6つのクラスタ
ーに分類したところ、パネート細胞様および杯細胞様の細胞集団が増加していることが明らか
になった。さらに、一部の液性因子がこれらの細胞集団に選択的に発現していることを見出した。
これらの結果は、Kras 遺伝子変異は、腫瘍細胞自身の増殖能亢進と分化形質の変更に加え、液
性因子を介して、微小環境を制御する可能性を示している。 
腫瘍組織の細胞不均一性と微小環境との関連を検討するために、Apc 変異マウスに、―セクレ



ターゼ阻害剤である DBZ を投与し、Notch シグ
ナルを阻害することにより、細胞系列を分泌細
胞系列にシフトした。その結果、予測通り、が
ん組織内の分泌系細胞集団の増加が観察され
たこと加え、微小環境では、一部の免疫細胞集
団が集積することが明らかになった。一方で、
Apc/Kras 二重変異マウスに生じた腫瘍組織を
FACS および蛍光染色により解析したところ、
同様の免疫細胞が増加していることが確認さ
れた。興味深いことに、これらの免疫細胞が発
現するケモカイン受容体のアンタゴニストを
投与すると、腫瘍発生が有意に抑制された。こ
れらの結果は、ヒト大腸がんドライバー変異
は、がん細胞自身の増殖を亢進するのみでな
く、がん組織の「細胞社会ダイバーシティ」を変化させ、その結果、非がん組織である微小環境
を改変し、そこに誘導された免疫細胞ががん組織の制御に関わることを示している。 
消化管腫瘍のドライバー変異と細胞運命決定との関連については、様々な変異をもつヒト大腸
がん患者由来オルガノイドを用いて検討した。FAP 患者の大腸に発生する多数の腫瘍は、同一の
遺伝的背景をもち、かつ、さまざまな体細胞変異を持つ。様々な遺伝子変異プロファイルを持つ
7個の FAP オルガノイドについて、EGFP、BRAF、MEK 阻害剤に対する反応性を検討したところ、
KRAS 変異を有するオルガノイドは、MEK 阻害剤に対して抵抗性をもつことが確認された(Osumi 
et al., 2020)。しかし、その原因は、よく知られている EGF 受容体(EGFR)へのフィードバック
に対する阻害に加え、それ以外のメカニズムが存在することが示唆された。一方、21 名の進行
大腸がん患者から樹立された進行大腸がん由来オルガノイドの解析では、進行大腸がんでも、が
ん幹細胞から分泌系細胞を含む様々な分化形質をもつ細胞が発生することが示された(図
1)(Okamoto et al., 2021)。興味深いことに、MEK 阻害剤の暴露により、がん幹細胞が増えるこ
とが明らかになった。さらに、AI を用いてオルガノイドの形態分類を行ったところ、構成する
細胞集団と高い相関があること、さらに、それぞれのオルガノイドの中で、がん幹細胞が占める
割合は、ribosome biogenesis と高い相関が見ら
れ た (Okamoto et al., 2022) 。 ribosome 
biogenesis は、様々な組織において幹細胞集団
の発生・維持に関わることが知られている。これ
ら の 結 果 は 、 RAS シ グ ナ ル が ribosome 
biogenesis を介して細胞運命決定に関わる可能
性を示唆する。 
本研究では、遺伝子改変マウスと大腸がん患者か
ら樹立されたオルガノイドの一細胞解析により、
消化管組織の細胞不均一性と遺伝子変異により
生じる変化を明らかにした。今後、これらの発見
をもとに、遺伝子変異やシグナル経路など細胞の
内因性因子や細胞間相互作用による制御機構、さ
らに微小環境に存在する間質細胞との相互作用
を理解することにより、「細胞社会ダイバーシテ
ィ」研究のさらなる展開が期待される。 
 

 

 
図 1. 進行大腸がんオルガノイドの一細胞遺伝
子発現解析 6 つのクラスターは、正常消化管の
細胞系譜と類似する。(Okamoto et al., 2021) 

 
図 2. 進行大腸がんオルガノイドのタイプ分
類 オルガノイド形態によるタイプ分類は、
ribosome biogenesis構成遺伝子と分化マーカ
ー遺伝子の発現に関連する(Okamoto et al., 
2022) 
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