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研究成果の概要（和文）：どの遺伝子発現の変化がある際に、炎症刺激を受けて腸管上皮が発癌するのかは不明である
。本研究はマウス腸管上皮細胞をオルガノイド培養し、K-ras遺伝子の活性化あるいはAPC遺伝子の抑制、もしくはこれ
らを同時に変化させて、どの遺伝子異常が炎症発癌を起こすのかを検討した。K-ras活性化とAPCを抑制したオルガノイ
ドは腫瘍増殖した。また、炎症を誘発するスポンジに比べ、プラスチックプレートと移植して出現した腫瘍径は大きか
った。K-ras活性化単独、APC抑制単独では腫瘍増殖しなかった。腸管の炎症発癌にはK-ras活性化とAPC抑制が必要で、
炎症反応の違いにより増殖性が異なることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Several studies indicate accumulation of multiple genetic alterations underlies 
colon carcinogenesis. On the other hand, chronic inflammation is recognized as a predisposing factor for 
the development of several cancer. However, the question of what kind of genetic alterations directly 
promote tumor growth in inflammatory environments has not been studied. To resolve this issue, we 
developed an efficient method by using intestinal organoids in 3D culture, which maintain intestinal 
structure in vitro. Using this system, we induce intestinal organoid to APC-inactivation or K-Ras 
activation or both. Only APC-inactivatied and K-Ras activated intestinal organoids developed tumors when 
oeganoids, and notably, cells that were co-implanted in a subcutaneous site with plastic plate developed 
larger tumors than the cells with a gelatin sponge. On the other hand, APC-inactivatied or K-Ras 
activated intestinal organoids have not developed tumors.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： オルガノイド　腸管発癌　炎症
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

（１）炎症は、古くからヒト発癌要因のリ

スクファクターとして想定されている。炎

症は、多くの臓器癌との関わりも指摘され

ているが、特に大腸発癌においても炎症は

発癌リスクファクターとなることが数多く

の疫学調査や実験研究などの報告がなされ

ている。しかしながら、どのような遺伝子

が炎症による発癌と関連するのかに関して

は、これまで不明であった。その理由のひ

とつとして、生体内に生じる炎症反応を再

現性良く再現できる適当な解析モデルがこ

れまで少なかったことが考えられる。さら

に、持続した炎症の環境下に正確に上皮細

胞を置く動物実験等の技術や細胞培養技術

が十分に整っていなかったことも考えられ

る。 

 

（２）現在所属の研究室で構築された生体

外異物（ゼラチンスポンジやプラスチック

プレート）を体内に挿入することで誘発さ

れる異物誘発の炎症に着目した。これは、

生体外異物の材料を変えることで炎症を挿

入したその部位に限局して誘導することが

でき、しかも維持できるという利点がある。

さらに、正常上皮細胞を培養して維持する

には、これまでおもに不死化した細胞株を

使用してきた経緯がある。しかし、SV-40

等の強力なプロモーターによって駆動され

る不死化細胞の細胞死回避に関わる遺伝子

操作は明らかに正常細胞由来の種々の特性

を失い、もしくは新たな特性を獲得して本

来の目的を必ずしも達成することができな

い細胞に変化したものと考えられる。しか

しながら、正常の上皮組織から得た上皮細

胞を培養維持することのできるオルガノイ

ド培養関連技術が海外で開発された。その

手法を本研究に導入することで腸管由来の

正常上皮細胞の培養がはじめて可能となっ

た。 

 

（３）そこで、正常腸管上皮細胞から得た

上皮細胞をオルガノイド培養し、これにレ

ンチウィルス感染によるshRNAを介した癌

抑制遺伝子発現の抑制や、コンディショナ

ルに癌遺伝子を活性化させることで、どう

いった遺伝子変化がある時に炎症によって

促進される癌化が生じるのかに関する研究

を試みた。 

 

２．研究の目的 

（１）本研究の目的は、炎症による腸管発癌

に関わる遺伝子変化を明らかにすることで

ある。 

 

（２）さらに、この遺伝子変化によって活性

化する発癌シグナル分子解析を行うことを

目標にする。 

 

３．研究の方法 

（１）正常腸管上皮細胞の癌抑制遺伝子の

発現抑制と癌遺伝子の活性化 

 正常 C57BL/6 マウスの小腸から腸上皮細

胞を剥離して、オルガノイド培養を行う。

癌抑制遺伝子(APC)は、shRNA を用いてレン

チウィルスの感染を介して発現を抑制する。

一方、癌遺伝子(K-ras)の活性化は、

LoxP-Stop-LoxP-K-rasG12Dノックインマウ

スから得た腸管上皮組織を使用して、この

組織から分離した腸管上皮細胞を用いてオ

ルガノイド培養を行う。その後に、このオ

ルガノイドにレンチウィルスを介して Cre 

リコンビナーゼをオルガノイドに強制発現

させて、変異型 K-ras を活性化させる手法

を用いた。 

 

（２）炎症による腸管発癌の解析： 

 炎症を誘導するための異物には、体内で

自然吸収されることで、炎症反応が自然と

終息するために、急性期炎症の炎症のみ引

き起こすゼラチンスポンジと、急性期から

慢性期の炎症へと自然移行するプラスチッ

クプレートを用いた。 

 癌抑制遺伝子あるいは癌遺伝子の発現を

変動させた腸管由来のオルガノイドをゼラ

チンスポンジもしくはプラスチックプレー

トの異物とともにヌードマウスの皮下に移

入して発癌の有無を観察した。いずれも週

3回の腫瘍計測を実施した。発癌頻度なら

びに潜伏期間等を測定した。 



 増殖腫瘍は、オルガノイド細胞株として

再樹立した。樹立細胞株間に見られるオル

ガノイド径に代表される増殖性等に係わる

生物学的相違を評価した。 

 

（３）炎症発癌を促すシグナル解析： 

 腸管の炎症発癌で活性化するシグナル分

子を明らかにするため、移入したオルガノ

イドと、そこから発癌したオルガノイド細

胞株のそれぞれを用いて、特徴的な分子探

索を行った。 

 

４．研究成果 

（１）炎症による発癌に必要な遺伝子異常の

検索 

 腸管上皮細胞の炎症発癌に必要な遺伝子

異常を見出すために、正常マウスの小腸なら

びに大腸から上皮組織を剥離し、これらから

オルガノイド培養株を作製した。さらに研究

の方法欄で記載した APC 遺伝子の発現抑制、

K-ras遺伝子の活性化ならびにこれらの同時

発現を誘導した。これらのオルガノイド細胞

株を、生体異物であるゼラチンスポンジある

いはプラスチックプレートとともにヌード

マウスの皮下に移入した（表１）。 

 

 

 

 その結果、APC 遺伝子を発現抑制した小腸

上皮細胞由来のオルガノイドでは、ゼラチン

スポンジあるいはプラスチックプレートと

ともに移植しても腫瘍増殖する個体は観察

されなかった。さらに K-ras 遺伝子を活性化

させた小腸由来オルガノイドをゼラチンス

ポンジあるいはプラスチックプレートとと

もに皮下移植してもゼラチンスポンジと同

様に致死増殖する個体は観察されなかった。

しかしながら、APC 遺伝子の発現抑制と

K-ras遺伝子の活性化を同時に起こした小腸

由来オルガノイドに置いては、ゼラチンスポ

ンジあるいはプラスチックプレートととも

に移植すると、いずれもすべての個体で致死

増殖した（表１）。また、腫瘍が出現するま

での潜伏期間を比較すると、ゼラチンスポン

ジとともに移植した方がプラスチックプレ

ートとともに移植した群に比べて有意に延

長していた（p<0.001）。このことは、プラス

チックプレートとともに移植した群で腫瘍

の出現までにかかる時間が短いことから、腫

瘍増殖の促進として作用する炎症反応の違

いが想定された。このような生体外異物との

同時皮下移植による腫瘍増殖の獲得は、小腸

由来のオルガノイドには観察されたが、大腸

由来のオルガノイドに関しては 2016 年 5 月

末時点において観察されなかった。 

 

（２）出現した癌細胞の生物学的性質の炎症

による違いの検索 

 小腸上皮細胞のオルガノイドをゼラチン

スポンジもしくはプラスチックプレートと

ともにヌードマウスの皮下に移植した後に

出現した腫瘍細胞から、再びオルガノイド培

養細胞株を樹立した。これら再樹立したオル

ガノイド細胞株間の生物学的性質を比較す

ることでゼラチンスポンジもしくはプラス

チックプレートの移入によって誘導される

炎症反応のもたらす影響の違いを検討した。 

 ゼラチンスポンジあるいはプラスチック

プレートとともに移植して出現した腫瘍か

ら得た培養オルガノイドの腫瘍径を経時的

に比較観察した。腫瘍径は、30 µm以下（図

１）、 31〜60 µm（図２）、61〜90 µm（図３）

を比較した。その結果、オルガノイド径 30 µm

以下で比較すると、プラスチックプレートと

ともに移植して出現した腫瘍から得た培養

オルガノイドは、ゼラチンスポンジとともに

移植して出現した腫瘍から得た培養オルガ

ノイドに比べて常にオルガノイド径は大き

く、オルガノイド培養開始後 5日目には有意

な差を認めた（図１）。オルガノイド径 31〜

60 µmで比較すると、プラスチックプレート

とともに移植して出現した腫瘍から得た培

養オルガノイドは、ゼラチンスポンジととも

に移植して出現した腫瘍から得た培養オル



ガノイドに比べてオルガノイド径が大きい

傾向を保っており、オルガノイド培養開始後

3日後と 5日目には有意な差を認めた（図２）。

オルガノイド径 61〜90 µmで比較すると、プ

ラスチックプレートとともに移植して出現

した腫瘍から得た培養オルガノイドは、ゼラ

チンスポンジとともに移植して出現した腫

瘍から得た培養オルガノイドに比べてオル

ガノイド径が大きい傾向を保っていたが、有

意な差は認められなかった（図３）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（３）出現した癌細胞と移植に用いたオルガ

ノイド間のシグナル解析： 

 腸管の炎症発癌で活性化するシグナル分

子を明らかにするため、移入したオルガノイ

ドと、そこから発癌した細胞のそれぞれから

オルガノイドを作製し、特徴的な分子探索を

行うために核酸ならびにタンパク質の回収

を行い、解析を開始した。 
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