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研究成果の概要（和文）：ヒト大腸腺腫及びSSA/P組織を用いてマイクロアレイ解析を行い、正常組織と比べる
ことにより腺腫やSSA/Pに特異的な遺伝子発現signatureを作成した。次いで、Connectivity mapを解析を行い、
既存薬剤の中からこれらに対する予防候補薬を抽出した。また、ヒト腺腫及SSA/Pよりオルガノイドを樹立し、
これらに有効な予防候補薬をそれぞれ5つと3つに絞り込んだ。さらに、大腸発癌モデルラットに予防候補薬Aを
投与し、20週後に屠殺して腺腫数を評価したところ、投与群では有意に腺腫数が抑制された。Minマウスを用い
た実験でも同様の結果が得られた。今後は、臨床応用に向けた臨床試験を考えている。

研究成果の概要（英文）：We performed microarray analysis of human adenoma and serrated sessile 
lesions (SSL) tissues as well as of normal colorectal mucosa, and determined gene expression 
signature in each lesion. Applying the gene signature data for connectivity map analysis which 
includes the data of all existing drugs, we chose candidate preventive drugs, which are expected to 
normalize gene expression profile of those lesions. We then established organoid from human adenoma 
and SSL tissues respectively, and screened candidate drugs to evaluate inhibitory effects of 
candidate preventive drugs. The most effective 5 drugs for adenoma and 3 drugs for SSL have been 
chosen. When some of the drug were administered to rat chemical carcinogenesis model, APC KO mice or
 SSL-xennograft model, numbers of polyps were significantly inhibited. Currently, we are planning a 
clinical trial for these drugs to evaluate inhibitory effect on adenoma or SSL in human. 

研究分野：消化器病学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに、既存の薬剤を網羅的に解析して、大腸腺腫やSSLに対する予防薬を探索した研究は無く、本研究が
初めてである。本研究では、大腸腺腫に対する予防候補薬とSSLに対する予防候補役を抽出し、in vitroの系で
有効な薬剤を絞り込み、in vivoの系で有効性の高い薬剤を絞り込むことができた。既存の薬剤を対象にしてい
るので、速やかに臨床試験に進むことができるという利点がある。また、本研究はドラッグ・リポジショニング
という観点からも重要性が高い。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
大腸癌の死亡率は欧米を中心に依然高く、我が国においても、近年急速に増加したことから、
有効な予防法の確立が求められている。大腸癌を予防するために、前癌病変である腺腫を抑制
する薬剤の開発が行われ、これまでランダム化比較試験によりカルシウム、アスピリン、非ス
テロイド系消炎鎮痛剤(NSAIDs)などの有効性が報告されている。しかし、副作用などの問題が
ありこれまでに十分なコンセンサスの得られた大腸癌予防薬の開発には至っていない。一方、
最近 Golub らは多数の低分子化合物(既存の薬剤 1300 種類)を培養癌細胞に添加し、それぞれの
マイクロアレイ解析により得られた遺伝子発現プロファイルをデータベース化して
Connectivity Map を作成した。大腸腺腫や SSA/P などの前癌病変の遺伝子発言プロファイルを
調べることにより、これらを負に動かす(打ち消す)作用の薬剤を網羅的に検索することが可能
となった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、まずヒト大腸腺腫や SSA/P の生検組織より RNA を抽出してマイクロアレイ解析を
行い、得られた遺伝子発現プロファイルからそれぞれの疾患特異的 signature を作成した。次
いで、約 1300 種類の既存の薬剤の培養細胞に対する遺伝子発現プロファイルより作成された
Connectivity Map を用いて、腺腫及び SSA/P に有効と思われる予防候補薬剤を抽出した。ま
た、ヒト大腸腺腫、SSA/P、正常大腸粘膜のオルガノイドを培養し、これらの予防候補薬剤の抗
腫瘍効果を in vitro で検証(スクリーニング)して腺腫や SSA/P に有効な薬剤を選択した。さら
に、大腸癌の化学発癌動物モデル及び自然発癌モデルを用いてその有効性を確認するととも
に、これらの予防候補薬の抗腫瘍活性の機序を明らかにした。 
 
３．研究の方法 
(1)大腸腺腫、SSA/P、正常大腸粘膜のマイクロアレイ解析 
 大腸内視鏡検査下に前癌病変である腺腫、SSA/P 、及び同一症例の正常大腸粘膜より生検を
行い、速やかに RNAlater に浸して凍結保存した。常法により RNA を抽出し、T7 oligodT 
primer, T7 RNA polymerase などを用いて増幅するとともに、Cy3 による蛍光標識を行い、ヒト
全ゲノム cDNA chip (Whole Human Genome 4x44K v2, Agilent)とハイブリダイゼーションし
た。解析ソフトウェアによりスキャニング・データを解析した。 
(2)大腸腺腫、SSA/P における遺伝子発現プロファイルの Signature の作成 
上記実験で得られた腺腫または SSA/P における各種遺伝子発現と対応する正常大腸粘膜におけ
る遺伝子発現をサブトラクションし、各病変に特異的な遺伝子発現 Signature を推定した。ま
ず、得られた腺腫 5病変、SSA/P 5 病変の各遺伝子シグナル値の平均値を計算した。次いで、
外れ値検定の後正規化を行い、各遺伝子発現の差異を確率に変換し、有意差のある遺伝子群を
選定した。これらの遺伝子群を腺腫または SSA/P の遺伝子発現 Signature とした。 
(3)Connectivity map を用いた予防候補薬の抽出  
 腺腫または SSA/P の遺伝子発現 Signature より Connectivity Map 解析を行い、それぞれにお
いて strong negative に作用する薬剤を 100 種類選択した。今後のヒトを対象とした臨床試験
に進むことを想定し、本邦で承認されている薬剤に絞り込み、さらに、大腸癌予防薬として用
いることができる経口薬剤を 20〜50 種類に絞り込みを行った。 
(4)腺腫、SSA/P、正常大腸粘膜オルガノイド培養を用いた抗腫瘍活性の検索 
 大腸内視鏡検査下に前癌病変である腺腫、SSA/P、及び正常大腸粘膜より生検検体を採取し、
佐藤らの報告に従い各種オルガノイドを培養した(Gastroenterology141:1762-1772,2011)。樹
立した大腸腺腫、SSA/P 及び正常大腸粘膜由来のオルガノイドを用いて、Connectivity Map に
より抽出した予防候補薬のスクリーニングを行った。すなわち、各候補薬剤を種々の濃度でオ
ルガノイド培地に添加し、48〜72 時間後に感受性試験(WST-8 assay)を行い Cell viability を
測定し、IC50 を算出した。腺腫または SSA/P に高い細胞障害性を示し、正常大腸上皮に細胞毒
性を示さない(または低い)候補薬を選択した。 
(5)大腸化学発癌モデルを用いた予防効果の検討 
 F344 ラット(5 週齢, 雄)の背部に大腸発癌物質である Azoxymethane(以下 AOM)を 0週目と 1週
目の 2回、15mg/kg 皮下投与した。予防候補薬剤を飲水中(溶けない場合には餌と混和)に溶か
して 15〜20 週間投与して屠殺した。摘出した大腸の粘膜面を実体顕微鏡を用いて観察し、その
数を算出した。ポリープはナイフで半切し、片方をフォルマリン固定して病理学的に腺腫また
は癌の診断を行った。残り半分は凍結保存し、機序の解析に用いた。 

(6)Min マウスを用いた大腸癌予防効果の検討 

 ヒト家族性大腸腺腫症のモデルマウスである APC 変異マウス(Min マウス, C57BL/6J-ApcMin/+, 
6 週齢,雄)及びコントロールとして用いる APC 野生型マウス(C57BL/6J-Apc+/+, 6 週齢,雄)より
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尾組織を採取して PCR 法により遺伝子型を確認した。予防候補薬を飲水中(溶けない場合には餌
と混和)に溶かして６週間投与し、6週後に屠殺した。小腸及び大腸を摘出して実体顕微鏡下に
観察してポリープ数を数えた。 
(7) 予防候補薬の抗腫瘍活性の機序の解析 
 腺腫及び SSA/P の遺伝子発現プロファイルデータを KNIME ワークフォロー(KNIME2.5.2)によ
り主成分分析(principal component analysis)を行い、どの遺伝子群が主に効果の発現に関わ
っているのかを検討した。また、腺腫や SSA/P の遺伝子発現 signature のパスウェイ解析を行
い、候補薬剤が主にどのパスウェイを抑制(または活性化)することにより効果を発現するのか
を調べた。 
 腺腫、SSA/P 及び正常大腸粘膜のオルガノイド培養細胞に各種予防候補薬を添加し、細胞増
殖に関わる蛋白質(シグナル伝達系)の発現を western blot により解析した。 
(8)オルガノイドの xenograft を用いた抗腫瘍活性の検索 
GFP 遺伝子を導入した SSA/P のオルガノイド培養細胞をそれぞれ 1×105個 5-6 週齢の SCID マ
ウス（Male Nude Mouse:5-6 weeks old,CLEA Japan）の直腸に同所移植を行った。3-6 週間後
に腫瘍が生着したことを確認後 in vitro で強い抑制効果が認められた予防候補薬を経口投与
し、毎週 IVIS を用いて直腸の腫瘍を観察し、明らかに腫瘍縮小効果を認めたところで屠殺し、
腫瘍を摘出した。さらに、それらの腫瘍を病理組織学的に評価した。 
 
４．研究成果 
(1)大腸腺腫及び SSA/P のマイクロアレイ解析と遺伝子発現 Signature の作成 
大腸内視鏡検査下に前癌病変である腺腫 3例、SSA/P3 例 、及び同一症例の正常大腸粘膜(それぞ
れ 3個)より生検を行い、マイクロアレイ解析を行った。正常大腸組織に比べて、腺腫では疾患特異的
な遺伝子群 700 以上を同定した。また、パスウェイ解析を加えた腺腫特異的遺伝子群 300 以上を認め
た。一方、SSA/P においても疾患特異的遺伝子群 200 以上を認め、パスウェイ解析を加えた SSA/P
特異的遺伝子群 100 以上を認めた。 
(2)Connectivity map を用いた予防候補薬の抽出 
上記の腺腫特異的な２つの Signature を用いて Connectivity Map 解析を行ったところ、それぞれに
200 個近い予防候補薬が抽出され、両者より 100 個以上の予防候補薬を抽出した。このうち、実際に
予防薬として使用可能な経口薬剤を 30 種類選択した。同様に、SSA/P に対する予防候補薬剤を 80
種類以上抽出し、このうち予防薬として使用可能な経口薬剤を 20 種類以上選択した。 
(3)腺腫、SSA/P、正常大腸粘膜オルガノイド培養を用いた抗腫瘍活性の検討 
樹立した大腸腺腫及び正常大腸粘膜由来のオルガノイドに、上記薬剤 30 種類をそれぞれ添加し、腺
腫細胞のみを有意に抑制する薬剤４つ(A,B,C,D)を抽出した。これらの薬剤は、いずれも異なる腺腫症
例３例に対して有意な抑制効果を認めた。一方、樹立した SSA/P のオルガノイドに、上記の予防候補
薬 20 種類を添加したところ、２種類の薬剤(E,F)が SSA/P 細胞を有意に抑制した。これらの薬剤は、
いずれも異なる SSA/P３例に対して有意な抑制効果を認めた。 
(4)大腸化学発癌モデルを用いた予防効果の検討 
Azoxymethane-DSS 誘導ラット発癌モデルを用いて、A, B, C, D の薬剤(または溶媒のみ)をそれ
ぞれ 20週間経口投与し、屠殺して腺腫の数、頻度、大きさ等々を評価した。その結果、薬剤 A
の投与群ではもっとも強く腺腫の発生を抑制することが明らかとなった。次いで、
azoxymethane 誘導ラット発癌モデルに薬剤 Aを 20週間投与したところ、投与群ではいずれも
腺腫数を有意に抑制した。 

(5)Min マウスを用いた大腸癌予防効果の検討 
 APC 欠損マウスに薬剤 A または溶媒のみを経口投与し、４ヶ月後にマウスを屠殺して大腸及び小腸
のポリープ(腺腫)数、頻度、大きさなどを評価したところ、治療群ではいずれも対照群に比べて明らか
に腺腫数は有意に減少した。 
(6)予防候補薬の抗腫瘍活性の機序の解析 
薬剤を投与した azoxymethane 投与ラットと対照群ラットより形成された腺腫を摘出して遺伝子
プロファイルを作成し、細胞増殖シグナルのパスウェイ解析を行った。その結果、Wnt シグナ
ルや Map kinase シグナルに関与する複数の遺伝子の発現の抑制が確認された。つまり、薬剤投
与群では、これらの遺伝子の発現を抑制することにより、腺腫の形成が抑制することが明らか
となった。 
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(7)SSA/P に対する予防薬の開発研究 
SSA/P については、適切な動物モデルがないため、SSA/P オルガノイドを SCID マウスの大腸に同所
移植を行い、SSA/P 治療評価モデルになるかどうかを検討した。すなわち、SSA/P オルガノイド細胞
に GFP遺伝子を導入し、免疫不全マウスに移植して薬剤の効果を評価するモデルを作成した。このモ
デルマウスに薬剤 E, F を８週間投与して SSA/P 病変の蛍光強度を評価したところ、薬剤 E では 8週
後の蛍光強度は有意に低下した。つまり、薬剤 Eの SSA/P に対する抑制効果が示された。現在、 
SSA/P オルガノイドに薬剤 A を添加してマイクロアレイ解析を行い、薬剤 Aがどの様なパスウェイ、シ
グナルを抑制しているのか、その機序を検討中である。 
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