
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、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）

１２６０１

基盤研究(A)（一般）

2015～2013

マイクロサテライト不安定性を呈する発癌機構の統合的理解と新たな治療体系の確立

A Comprehensive Approach Encompassing New Therapeutics for 
Microsatellite-instability Associated Colorectal Neoplasms

８０２１０９２０研究者番号：

渡邉　聡明（Watanabe, Toshiaki）

東京大学・医学部附属病院・教授

研究期間：

２５２５３０８０

平成 年 月 日現在２８   ６   ２

円    33,500,000

研究成果の概要（和文）：大腸鋸歯状病変およびマイクロサテライト不安定性（MSI）を呈する大腸癌を含めた計55株
の大腸腫瘍オルガノイド株を樹立し，詳細な分子生物学的検討を行った．オルガノイドは患者体内における組織学的特
性を反映しており，固有の遺伝子発現や遺伝子変異のパターンを有していた．MSI大腸癌は多数の遺伝子変異を有して
おり，増殖因子が極めて乏しい環境でも発育可能であった．移植による担癌マウスモデルにおいても同様の傾向が保持
され，MSI大腸癌オルガノイドは有意に腫瘍形成能が優れていた．以上の結果より，MSI大腸癌は他の大腸癌とは生物学
的特徴が全く異なる疾患であり，個別の治療アプローチの重要性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：We generated 55 organoid lines from colorectal neoplasms, including serrated 
lesions and MSI colon cancers, and elaborated their biological properties. The organoids 
pathophysiologically recapitulated the patient tumors and exhibited unique gene expression and genetic 
mutation patterns. MSI colon cancers harbored substantial number of non-synonymous mutations, allowing 
their robust growth in hostile conditions with poor growth factors. Similar property of the MSI colon 
cancer organodis was observed in the xenograft models, in which the MSI colon cancer organoids displayed 
significantly higher tumorigenic capacity. These data suggested that the MSI colorectal cancers 
distinctively differ from the other sporadic colorectal cancers in molecular and biological characters, 
highlighting the significance of the individual therapeutics toward eradication of the MSI colorectal 
cancers.

研究分野：消化器外科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
本邦において大腸癌罹患患者数および死亡
者数は増加の一途をたどっており，同疾患に
対する対策は社会的急務である．散発性大腸
癌の約 15%はDNAミスマッチ修復遺伝子の
機能欠失に伴う DNA マイクロサテライト不
安定性（Microsatellite Instability: MSI）を
呈し，腺腫を経て発生する一般的な大腸癌と
は全く異なる臨床的および分子生物学的な
特徴を有する．MSI 大腸癌では BRAF 遺伝
子変異およびプロモーター領域における
DNAメチル化（CpGアイランドメチル化：
CIMP）が高頻度で認められるが，これら分
子異常の成因や発癌への寄与は全く明らか
となっていない．さらに MSI 大腸癌の再発
後の予後は極めて不良であり，現在の画一的
な化学療法にかわる新規治療の創出が求め
られる． 
一方で，腸管上皮幹細胞を体外で永続的に培
養する画期的な培養方法が近年確立され，大
腸癌細胞の培養にも応用可能であることが
示されている．本培養条件下では，幹細胞は
体内の粘膜組織に類似した三次元構造（オル
ガノイド）を自律的に構築する．オルガノイ
ドは遺伝子機能解析や薬効試験など様々な
分野への応用が可能であり，従来の細胞株や
マウスにかわる研究ツールとして大いに期
待されている． 
 
２．研究の目的 
オルガノイド培養方法および最新の遺伝子
編集技術を応用し，MSI 大腸癌に特徴的な
BRAF遺伝子変異およびCIMPの発癌過程に
おける寄与を明らかにする．最終的には，正
常大腸粘膜から MSI 大腸癌に至る過程，い
わゆる serrated pathwayを体外にて再構築
することで，その詳細な分子メカニズムを解
明したい． 
さらに臨床への応用を見据え，異種移植によ
る担癌マウスモデルを用いた薬効評価プラ
ットフォームを確立し，MSI大腸癌を標的と
した新規治療体系の創出を目指す． 
 
３．研究の方法 
(1) オルガノイドに対する遺伝子編集技術の
確立 
BRAF 遺伝子変異をはじめとした遺伝子変
異に伴う直接的な作用を観察するためには，
遺伝子ノックアウトあるいは変異ノックイ
ン技術が必要であるが，オルガノイドに対す
る応用は報告されていない．そのため，本研
究ではヒト大腸オルガノイドに対して正確
な遺伝子編集を可能にする技術体系の確立
を行った．遺伝子編集には近年報告された
CRISPR/Cas9 システムを採用し，オルガノ
イドに効率的な遺伝子導入手法の条件検討
を行った． 
 
(2) 大腸癌発癌過程の体外再構築 
大腸癌は大腸上皮幹細胞における遺伝子変

異の蓄積に伴い発生すると考えられている．
その実証として，(1)で確立したオルガノイド
への遺伝子編集技術を応用し，ヒト正常大腸
上皮オルガノイドに大腸癌において高頻度
で認められる遺伝子変異を導入し，その形質
評価を行った．これまでの研究報告から，非
MSI 大腸癌と MSI 大腸癌は遺伝子変異では
遺伝子変異プロファイルは異なるものの，主
要なシグナルパスウェイ変異（Wnt 経路，
RAS-MAPK経路，PI3K-AKT経路，TGFβ
経路，TP53 経路）の頻度は相似しているこ
とが分かっている．そのため，まずはそれぞ
れのパスウェイにおける代表的な遺伝子変
異を連続的に導入することで，大腸癌発癌過
程を体外で再構築することを目指した． 
 
 (3) ヒト大腸鋸歯状病変・MSI大腸癌からの
オルガノイド樹立，分子生物学的解析 
現在，ヒト大腸鋸歯状病変（過形成ポリープ，
sessile serrated adenoma/polyp: SSA/P）の
細胞株は確立されていない．そのため，in 
vitro で活用可能な生きたツールを確立する
ため，書面による同意が得られた大腸鋸歯状
病変患者より，内視鏡下生検にて検体を採取
し，オルガノイド樹立を行った．同様に，
serrated pathwayの最終像であるMSI大腸
癌の内視鏡下生検あるいは手術検体を入手
し，オルガノイドを樹立した． 
樹立したオルガノイド株は非鋸歯状病変と
の差別化のため，変異特異的 PCR により
BRAF 遺伝子変異，および定量 PCR
（Methylight法）により DNAメチル化を確
認した．さらに，大腸癌で認められる代表的
変異遺伝子のターゲットリシーケンスある
いはエキソームシーケンスによる遺伝子変
異解析，SNPマイクロアレイによる DNAコ
ピーナンバー解析，発現マイクロアレイによ
る網羅的遺伝子発現解析を体系的に展開し，
詳細な分子生物学的プロファイルの同定を
行った． 
 
(4) 異種移植による非臨床モデルの作製 
In vitroで得られた知見をベッドサイドに還
元するための橋渡しとして，非臨床モデルの
確立が肝要である．項目(2)，(3)と連動し，得
られた遺伝子改変オルガノイドあるいは鋸
歯状病変オルガノイドの腫瘍学的性質を評
価するため，超免疫不全マウス（NOG マウ
ス）への異種移植モデルの作製を行った．そ
れぞれのオルガノイドを蛍光標識し，腎被膜
下カプセルおよび脾臓へ移植した．腎被膜下
における腫瘍面積を局所腫瘍形成能，肝転移
面積を転移能の指標とした． 
 
４．研究の成果 
(1)ヒト大腸オルガノイドに対する効率的な
遺伝子導入方法および編集技術の確立 
従来のレンチウイルス感染やリポフェクシ
ョン法に代わる，より効率的かつ簡便なオル
ガノイドへの遺伝子導入法を確立するため



の条件検討を行った．効果的な遺伝子導入に
は対象が単細胞化されていることが肝要で
あるが，単細胞化されたヒト大腸上皮オルガ
ノイドは容易に細胞死（anoikis）に至る．
このジレンマを解消するための培養条件検
討をまず行った．その結果，単細胞化処理の
2 日前より培地に ROCK 阻害剤および GSK3 阻
害剤を添加することで anoikis が回避され，
コロニー形成能が大幅に向上することを見
出した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図：ROCK 阻害剤，GSK3 阻害剤により     
   大幅にコロニー形成能が向上する 
 
哺乳動物細胞に対する効率的な遺伝子導入
法としてエレクトロポレーション法が確立
されているため，オルガノイドに対して本手
法を応用するための条件検討を引き続いて
行った．種々のエレクトロポレーション機器
やバッファーを用いた比較検証を行い，遺伝
子導入効率の向上を積み重ねた結果，従来法
の6倍の効率でオルガノイドに対する遺伝子
導入を可能にする至適条件を導出した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図：オルガノイドに対する効率的な遺伝 
  子導入法の検討 
 
最終的には上記によって確立されたエレク
トロポレーション法による遺伝子導入法を，
最新の遺伝子編集技術であるCRISPR/Cas9シ
ステムと癒合させることで，ヒト大腸オルガ
ノイドに対する任意の遺伝子のノックアウ
トあるいは変異ノックインが可能となり，オ
ルガノイドをベースとした遺伝子機能解析
の基盤を構築した． 
 
(2)大腸癌発癌過程の体外再構築 

項目(1)にて確立した遺伝子導入法を用い，
正常大腸上皮オルガノイドに対する代表的
大腸癌パスウェイ遺伝子変異の導入を行っ
た．具体的には CRISPR/Cas9 システムを用い
て APC 遺伝子，TP53 遺伝子，SMAD4 遺伝子の
ノックアウト，および変異ドナーベクターを
用いて KRAS 遺伝子変異ノックインを連続的
に導入した．正常大腸上皮オルガノイドはそ
れぞれのニッチシグナルに相当する増殖因
子を必要とする一方で，パスウェイ変異獲得
に伴いその増殖因子が不要となる．この特性
を利用し，変異導入オルガノイドの効率的な
セレクションが可能であった． 
得られた遺伝子改変オルガノイドはEGF阻害
剤や TGFβ存在下でも頑強に発育することが
可能であったが，遺伝子発現パターンは腺腫
と類似している一方で大腸癌からは大きな
乖離があり，遺伝子変異の獲得のみでは大腸
癌には至らないことが示唆された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図：遺伝子改変オルガノイドと大腸癌の 
  遺伝子発現パターンは大きく異なる 
 
今回の検討では RAS-MAPK 経路におけるパス
ウェイ遺伝子変異として KRAS 遺伝子変異を
採用したが，MSI 大腸癌は BRAF 遺伝子変異を
主体とする．そのため，現在 BRAF 遺伝子変
異ノックインを用いて同様の検討を試行中
である． 
 
(3) 大腸鋸歯状病変を含む大腸腫瘍オルガ
ノイドライブラリの確立 
大腸 serrated pathway を網羅するアーカイ
ブをオルガノイドとして確立するため，過形
成ポリープ，SSA/P, MSI 大腸癌からのオルガ
ノイド樹立を行った．過形成ポリープ，SSA/P
からのオルガノイド樹立は正常上皮のコン
タミネーションや発育不良等の理由により
困難であったが，計 3 株の樹立に成功した．
MSI 大腸癌オルガノイドはサブクローンを含
めて 7株を樹立した． 
MSI の有無は検体入手時には不明であり，サ
ンプル拡充の段階で多数のMSS大腸癌が樹立
された．これら MSS 大腸癌および既存のオル
ガノイド株を包括し，計 55 株のライブラリ
として統合的に分子生物学的な解析および
ニッチ因子要求性の検討を行った． 
マイクロアレイを用いた網羅的遺伝子発現



解析では，良性鋸歯状病変（過形成ポリープ
/SSAP），MSI 大腸癌，腺腫，MSS 大腸癌はい
ずれも明確に区分され，それぞれのオルガノ
イドに特徴的な遺伝子発現パターンを有す
ることが裏付けられた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図：それぞれの大腸腫瘍オルガノイドは 
  組織学的特徴を反映した遺伝子発現パ 
  ターンを有する 
 
遺伝子変異解析では多様な変異スペクトラ
ムが認められたが，それぞれの遺伝子の変異
頻度は TCGA データベースにおける頻度と類
似しており，オルガノイド樹立は特定の遺伝
子変異に依存しないことが示された．BRAF 遺
伝子変異は鋸歯状病変オルガノイドの全て，
およびMSI大腸癌の57%に認められた．また，
MSI 大腸癌はそのマイクロサテライトにおけ
る変異を反映し，高頻度で TGFBR2，ACVR2A
変異が認められた．コピーナンバー解析では，
MSI 大腸癌の染色体は安定である一方で MSS
大腸癌は不安定性を伴っており，これら大腸
癌の全くことなる分子生物学的特性を反映
していた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図：MSI 大腸癌オルガノイドは固有の遺 
  伝子変異プロファイル，染色体安定性を 
  有する  
 
正常大腸上皮オルガノイドの永続的な培養
には Wnt3A/Rspondin1, EGF, Noggin, TGFβ
阻害剤，P38MAPK 阻害剤のニッチ因子が必要
である一方で，大腸腫瘍オルガノイドは遺伝
子変異等を通じてニッチ因子への要求性が

低下する．樹立したオルガノイド全てについ
て，最低限必要なニッチ条件をそれぞれ検討
したところ，ニッチ因子要求性は良性病変か
ら癌への移行過程において大きく低下する
ことが分かった．さらに，MSI 大腸癌はいず
れも極めて低いニッチ要求性を示しており，
多岐のパスウェイにわたる遺伝子変異の獲
得を反映していると考えられた． 

  図：それぞれの大腸腫瘍オルガノイドに 
  おけるニッチ因子への要求性 
 
(4) 異種移植による非臨床モデルの作成 
これまでに樹立を行った大腸癌オルガノイ
ド，および項目(2)で作製した遺伝子改変オ
ルガノイドの in vivo における形質を評価す
るため，蛍光タンパク（GFP）にて標識後，
超免疫不全マウス（NOG マウス）への異種移
植を行った．局所増殖能の評価として腎被膜
下カプセルにおける腫瘍形成能，転移能の評
価として脾臓移植後の肝転移形成能を用い
た．遺伝子改変オルガノイドは導入された遺
伝子変異の個数に応じて局所増殖能が向上
した一方で，目視可能な肝転移は形成しなか
った．この結果より，局所増殖能はニッチ因
子要求性により規定されるが，転移能獲得に
はさらなる生物学的な変化が必要であるこ
とが示唆された． 
大腸癌オルガノイドにおいても同様の傾向
が認められ，生着面積とニッチ因子の個数は
有意に相関していた．MSI 大腸癌はそのニッ
チ因子の低さを反映し，特に粗大な腫瘍を形
成した． 
 

 
  図：オルガノイドの腫瘍形成能はニッチ 
  因子要求性と相関する 
 
肝転移形成能は肝転移由来オルガノイド，お
よびMSI大腸癌オルガノイドで有意に優れて
おり，ニッチ因子要求性に加えて転移能を促
進する何らかの生物学的メカニズムが内在
することが示唆された．  
この動物モデルは大多数の大腸癌オルガノ
イドの生着を許容する頑強なモデルである
が，深部臓器への移植を用いているため経時
的な腫瘍量の観察には不向きである．そのた
め，現在ヌードマウスへの皮下移植モデルを



作製し，抗がん剤等の投与による薬効評価体
系を構築中である． 
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