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研究成果の概要（和文）：以前の研究において、マウス生体内で大腸がんドライバー候補遺伝子スクリーニング
を行い、候補遺伝子を同定した。本研究では、候補遺伝子のがん化能検証を行う実験系を確立し、新規大腸がん
ドライバー遺伝子を同定することを目的とした。Apc機能欠損型変異とKras活性化型点変異を保持する大腸腫瘍
由来のオルガノイドにおいて、CRISPR-Cas9システムにより候補遺伝子をノックアウトし、免疫不全マウスに移
植した。これにより腫瘍形成の有無で、候補遺伝子のがん化能を評価する実験系を確立することができた。この
実験系を用いて、候補遺伝子29個のがん化能検証を行い、３つの新規大腸がん抑制遺伝子を同定することに成功
した。

研究成果の概要（英文）：Colorectal cancer (CRC) is the third leading cause of cancer-related deaths 
worldwide. In our previous study, we performed genome-wide Sleeping Beauty transposon-based 
mutagenesis screening in mice and provided comprehensive datasets of candidate CRC driver genes. 
However, functional validation for most candidate CRC driver genes has not been performed. Here, we 
describe a platform for functionally validating CRC driver genes that utilizes CRISPR-Cas9 in mouse 
intestinal tumor organoids in xenograft models. We used genetically defined benign tumor-derived 
organoids carrying mutations in Apc and Kras. These studies showed that Acvr1b, Acvr2a and Arid2 
could function as tumor suppressor genes in CRC. This experimental system can also be applied to 
mouse intestinal organoids carrying other sensitizing mutations as well as organoids derived from 
other organs, which could further contribute to identification of novel cancer driver genes and new 
drug targets.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： 大腸がん　マウスモデル　がんドライバー遺伝子　オルガノイド 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究のオルガノイドを用いたがん化能検証実験系は、多くの組織に応用可能であり、急速に進むがんゲノム解
読研究から明らかにされる多くの変異遺伝子が、がん形成に寄与する変異であるかを生体内で効率的に検証する
方法として利用できる。今後のがん研究は、ゲノム解読によって同定された変異遺伝子の機能検証を行う方向に
展開していくと考えられ、本研究で確立した方法が、がんの機序解明に大きく貢献できると考えられる。

※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 
1) ドライバー遺伝子の同定 
がんゲノム解読の研究により、がん組織が保持する数多くの遺伝子変異が同定された。しかしな
がら、変異のある遺伝子にはパッセンジャー遺伝子とドライバー遺伝子が混在しており、両者の
区別をつけることが困難な状態であるためドライバー遺伝子の全体像は不明確な状態となって
いる。どの遺伝子変異が真にがん形成に寄与しているか、そしてどのようにがん形成に関与して
いるかについては、いまだ不明な点が多い。申請者は SB 挿入変異誘発法により、マウス生体内
において 1310 個の大腸がん形成に関わる候補遺伝子(Takeda et al., Nature Genet, 47, 2015)を
同定した。ヒトのがん組織で変異が認められる遺伝子のデータベースとの比較を行い、マウスと
ヒトで共通して変異の認められる遺伝子を抽出した。本研究ではこれらヒトのがん組織で変異
が見つかる遺伝子の中でも、特にがん抑制候補遺伝子と考えられるものに着目し、がん化機能の
検証を網羅的に行うことでドライバー遺伝子の抽出を行う。がん抑制遺伝子は、がんにおいて変
異のある遺伝子の 9 割以上を占めており、細胞増殖・分化の制御などシグナルネットワークに
おいて中心的な役割を担っている。消化器がんに関しても、フレームシフトや終止コドン変異に
より遺伝子機能を損失している遺伝子が多いなど、がん抑制遺伝子の寄与は大きい。がん抑制遺
伝子の機能検証をするにはノックアウトマウスを作成し、がん形成へ促進的な影響を及ぼすか
を解析することが確実であるが、多くの遺伝子を検証するには非効率であるため、本研究では腸
上皮細胞の三次元培養(オルガノイド)法を用いる。 
 
2) 治療薬耐性能を与える遺伝子のスクリーニング 
抗がん剤投与後のがんの再発が臨床の現場では問題となっている。大腸がんに関しては細胞増
殖を抑える薬剤である 5-フルオロウラシルや分子標的治療薬である EGFR 阻害薬が用いられて
いるが、投与後に再発するがん細胞はどのような遺伝子変異を獲得し、どのようなシグナル経路
が脱制御されているのか、大腸がんに関しては不明な点が多い。抗がん剤に対する抵抗性を獲得
する過程にはがん組織内の遺伝学的不均一性が関与していると考えられているが、遺伝学的に
不均一な細胞集団を人為的にモデルできるシステムが無かったため、詳細な解析はされていな
い。抗がん剤投与によって引き起こされる微小環境の変化ががん細胞の遺伝子変異プロファイ
ルの変化にどのような影響を与えるかを解明できれば、複数の薬剤を投与することでがんの再
発を抑えることにつながる。SB トランスポゾン挿入変異誘発法を用いたシステムは、遺伝子変
異をランダムに、かつゲノムワイドに誘発し続けることができるシステムであるので、これを用
い、治療薬抵抗性を示す遺伝子をスクリーニングすることを第二の目的とする。 
 
２．研究の目的 
1) これまでの研究において同定してきた大腸がんドライバー候補遺伝子に関し、特に Wnt と
TGFβ経路に関与するかに着目しながらがん化能検証実験を行い、ドライバー遺伝子を抽出する
ことを目的とする。そのために、消化管上皮オルガノイド培養法や CRISPR システム、生体マ
ウスを用いた実験系を確立し、がん化能検証を行う。  
 
2) 薬剤投与によって引き起こされるがん微小環境の変化が、大腸がん細胞の遺伝子変異選択圧
へどのような影響を与えるかを解明することを目的とし、Sleeping Beauty (SB)トランスポゾン
挿入変異誘発法を用い、大腸がん治療薬に対する耐性を獲得させる遺伝子群をスクリーニング
で同定することにより、新しい治療法の確立へと結びつける。 
 
３．研究の方法 
1) 消化管上皮細胞をオルガノイド培養し、ドライバー候補遺伝子 10 個に対する gRNA ライブ
ラリーを作成し導入することで、遺伝子のホモノックアウト細胞を作成する。これを増殖因子非
存在下で培養し、免疫不全マウスの皮下へ移植する。腫瘍組織に濃縮された gRNA を同定し、
ドライバー遺伝子の同定へと結びつける。これらドライバー遺伝子に関し、さらに個別検証、機
能解析を行い、新規がん形成メカニズム解明、新規治療標的同定へと結びつける。 
 
2)  SB トランスポゾン挿入変異誘発法を用いて、大腸がん治療薬やシグナル阻害剤に対する耐
性を与える原因となる遺伝子群をスクリーニングで同定することにより、大腸がんの治療抵抗
性獲得メカニズムをゲノムレベルで明らかにする。 
 
 
 
 
 



 

 

４．研究成果 
1) がんドライバー候補遺伝子のがん化能を検証するために用いる細胞は、遺伝子変異ができる
だけ少なく、且つ遺伝学的背景が明確なものが理想であるため、遺伝的背景が均一なマウス消化
管上皮腫瘍由来のオルガノイドを用いた。不死化させやすくするために、ヒトの大腸がんで高頻
度に観察される遺
伝子変異であるApc
機能欠損型変異と
Kras 活性化型点変
異を保持する大腸
腫瘍由来のオルガ
ノイド(AK オルガ
ノイド)を用いた(図
1A)。まず、AK オル
ガノイドに Cas9 を
導入し、恒常的に
Cas9 を発現するオ
ルガノイドを樹立
した(図 1B,C,D)。多
数のがん抑制遺伝
子を効率的にノッ
クアウトするため
に、CRISPR-Cas9
システムを用い、複
数の候補遺伝子に
対する gRNA ライ
ブラリを作成して
導入し、その後免疫
不全マウスに移植
した(図 1E)。この結
果、腫瘍形成の有無
により候補遺伝子
のがん化能を評価す
る実験系を確立する
ことができた。この実
験系を用いて、３種類
の gRNA ライブラリ
を作成し、合計 29 個
の候補遺伝子のがん化能検証を行った(図 1F,G,H)。この結果、3 つの新規大腸がん抑制遺伝子を
同定することに成功した。さらに、皮下移植だけでなく、脾臓や盲腸に移植することで転移関連
遺伝子のスクリーニングも行えることをさらに見出した(図 1I,J,K,L)。 

同定した 3 つの遺伝子のうち 2 つは、TGFβスーパーファミリーに属するアクチビン受容体
をコードする遺伝子であった。同じスーパーファミリーに属する TGFβ 経路は、大腸がん形成
において重要な働きをするシグナル経路であるため、アクチビン経路とTGFβ経路の関連性を、
ヒト大腸がんで認められる遺伝子変異のデータベースを用いて解析すると、TGFβ受容体とアク
チビン受容体の変異が共起的であることが明らかにされた。この事実を実験的に検証するため
に Apc と Kras に加え TGFβ受容体(Tgfbr2)に変異が導入された AKT オルガノイドを用いてア
クチビン受容体をノックアウトし、マウスに移植した。その結果、腫瘍形成能が促進したことよ
り、2 つのシグナル経路の遮断は協調的に作用し、腫瘍形成に関与していることを示した。これ
らの結果をまとめて論文発表した。 
 
2) SB 挿入変異が誘発したマウス大腸上皮細胞よりオルガノイドを樹立した。これを EGF や
RspoI 等の増殖因子非存在下で培養することで、不死化させた。その後、5-フルオロウラシル等
の抗がん剤や大腸がんで活性化するシグナル経路阻害剤を添加し、耐性となるオルガノイドを
得ようとした。しかしながら、耐性となる細胞の割合が少なく、ゲノム回収の段階まで進むこと
が困難であった。耐性細胞を得ることが難しい理由として、SB 挿入変異導入による耐性能獲得
前に、薬剤の効果による細胞死が引き起こされてしまう可能性が考えられた。今後は、より悪性
度の高い細胞へとオルガノイドを誘導する、細胞数を増やし挿入変異がゲノムワイドに起きて
いる状況で薬剤を添加する、マウス生体内でのスクリーニングに切り替える等の条件検討を行
うことを予定している。 
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