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研究成果の概要（和文）：我々は，臨床サンプルから永続的に増殖可能なオルガノイドを作製し，希少がんの研
究プラットフォームを開発した。更に，構築された潰瘍性大腸炎患者関連大腸がんオルガノイドと通常型大腸が
んの遺伝子変異・遺伝子発現変化の統合的な解析を行い，潰瘍性大腸炎患者関連大腸がんに特異性を有する分子
マーカーの探索を行った。大腸内視鏡解析や病理組織解析を組み合わせ，オルガノイドーオミックス解析で得ら
れた分子マーカーを潰瘍性大腸炎患者関連大腸がんの診断技術向上に導く研究システムが開発された。
潰瘍性大腸炎患者の更なる高齢化に伴い，潰瘍性大腸炎患者関連大腸がんの増加が予想されており，本研究成果
は本邦において非常に有用である。

研究成果の概要（英文）：The number of patients with ulcerative colitis-associated colon cancer (CAC)
 has been increasing along with aging of patients with ulcerative colitis (UC) that became common 
diseases in the past decades. However, due to its rarity, it has been difficult to promote the 
research using human clinical samples. Thus, we have developed a research platform for rare cancer 
from clinical samples using establishment of organoids library that can be expanded indefinitely on 
demand. Furthermore, integrated analysis of genetic mutation and gene expression profile using the 
established sporadic colon cancer organoids and CAC organoids would enable the identification of a 
specific biomarker for CAC. Clonally amplified organoids enabled to perform next-generation 
sequencing of CAC regardless of original sample size. In particular, we developed a system which can
 improve the diagnostic technology of CAC by applying molecular biomarkers obtained from organoids 
to endoscopic and pathological analyses.

研究分野： 消化器内科学
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１．研究開始当初の背景 
 
近年，本邦において，潰瘍性大腸炎関連大

腸がんは潰瘍性大腸炎患者の急増および高
齢化とともに，発症数の増加が懸念されてい
る．潰瘍性大腸炎関連大腸がんは通常の大腸
がんと異なり，大腸全摘術が標準的な治療法
となっており，その鑑別診断技術の向上が急
務である．しかしながら，その希少性からヒ
ト臨床サンプルを用いた研究の推進は困難
であった． 
我々は，臨床サンプルから，永続的に増殖

可能なオルガノイドを作製することにより， 
希少がんの研究プラットフォームの開発を
行ってきた．本研究では，オルガノイドをリ
ソースとして，潰瘍性大腸炎関連大腸がんの
新しい診断技術と治療法の開発を目指す． 
 
 
２．研究の目的 
 
潰瘍性大腸炎患者関連大腸癌（CAC）は潰

瘍性大腸炎患者の急増とともに，発症数の増
加が懸念されている．CAC は通常の大腸癌と
異なり，大腸全摘術が標準的な治療法である
ため，その鑑別診断技術の向上が急務である．
本研究ではオルガノイド技術を用い，CAC と
通常型大腸癌の遺伝子変異・遺伝子発現変化
の統合的な解析を行い，CAC 分子マーカーの
探索を行う．オルガノイド技術による疾患上
皮細胞のクローン増幅は極小サンプルから
のオミックス解析を可能とし，CAC のような
サンプル量に制限のある疾患研究に極めて
有用な手段である．得られた分子マーカーの
病理組織学的発現解析はCACの診断技術向上
と患者の治療法最適化に応用されることが
期待できる． 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)潰瘍性大腸炎関連大腸がん(CAC)患者か
らのオルガノイドの作製 
申請者は豊富な CAC 診療経験から，色素内

視鏡，Narrow Band Imaging, 拡大内視鏡を
用いた内視鏡所見から正確な診断技術を有
している（岩男泰ら 胃と腸 43 巻 1925, 43
巻 1303, 45 巻 849，49 巻 1464）. 上記デバ
イスを駆使し，CAC サンプル，異形成上皮，
非腫瘍性粘膜上皮の組織を内視鏡的に採取
する．また，手術症例の場合，切除サンプル
から組織生検大を採取する．採取された組織
は EDTA キレートにより上皮細胞を単離し，
分担研究者の開発したオルガノイド培養プ
ロトコールにより培養を行った． 
 

(2)CAC 由来オルガノイドを用いたオミック
ス解析 
 樹立されたCACオルガノイドはクローン化
とともに増幅させ，次世代シークエンサー解

析に十分な DNA・RNA 量を取得する．得られ
たゲノム DNA は RNA 除去後，外部受諾でのエ
キソーム解析を行う．この際，既存のデータ
ベースとの整合性から Agilent 社
SureSelect システムと Illumina 社 
HiSeq2000/2500 によるエキソーム解析とす
る．得られたデータのゲノムマッピング，遺
伝子変異検索はWebベースの解析ソフトウェ
アによるインハウス解析とする．得られた
RNAは同様に外注によるRNAseqまたはマイク
ロアレイを行い，インハウス解析を行った． 
 
(3)大腸がんと CAC による高階層クラスタリ
ングによる分子マーカー解析と検証 
遺伝子変異・遺伝子発現を基にした CAC と

通常型大腸がんのクラスター解析により，
CAC 分子マーカーの同定を試みる．研究グル
ープは大腸がんの亜系である Chromosomal 
Instability 型と Microsatelite 
Instability 型の大腸がんオルガノイドの解
析により，臨床データと同等以上の制度で両
者を分子遺伝学的に区別することに成功し
ている．臨床サンプルの解析と異なり，オル
ガノイド化による上皮細胞の純化と炎症シ
グナルや細菌刺激などのノイズが除去され
るため，比較的少数の検体によるマーカー検
出が可能であることを実証している．マーカ
ーの同定が困難であった場合，(1)のサンプ
ル数の増加によるデータ精度の向上，メチロ
ーム解析，non-coding RNA 解析などのデータ
レイヤーの多層化による拾い上げ能向上を
目指す．得られた分子マーカーは一次検証と
して，樹立CACオルガノイドでの解析を行う．
さらに，抗体作製と研究グループが保有する
50 例の CAC パラフィン切片を用いた，より実
臨床に即した検証につなげる． 
 
(4)分子マーカーの機能的解析 
 (1)-(3)で得られた分子マーカーに着目し，
その機能解析を行う．分子マーカーが発現遺
伝子の場合，遺伝子発現量の分子生物学的な
発現操作によりその機能を探索する．遺伝子
操作方法としては，ゲノム編集技術である CR 
ISPR/CAS9 による遺伝子ノックアウト，およ
びトランスポゾンベースの PiggyBac システ
ムを用いた遺伝子過剰発現系を利用する．遺
伝子改変CACオルガノイドの腫瘍形成能への
変化は超免疫不全マウスであるNOGマウスへ
の異種移植モデルを用い，in vivo での解析
を行う．上記技術は全て，研究グループでオ
ルガノイドに応用され, 安定的に運用され
ている. 
 
 
４．研究成果 
 
我々は，臨床サンプルから，永続的に増殖

可能なオルガノイドを作製することにより，
希少がんの研究プラットフォームの開発を
行った．さらに，構築された潰瘍性大腸炎患



者関連大腸がんオルガノイドと通常型大腸
がんの遺伝子変異・遺伝子発現変化の統合的
な解析を行い，潰瘍性大腸炎患者関連大腸が
んに特異性を有する分子マーカーの探索を
行った．オルガノイド技術による疾患上皮細
胞のクローン増幅は極小サンプルからの次
世代シークエンス解析を可能とし，潰瘍性大
腸炎患者関連大腸がんのようなサンプル量
に制限のある疾患研究に極めて有用な手段
である．特に，本邦が世界をリードする大腸
内視鏡解析や病理組織解析を組み合わせ，オ
ルガノイドーオミックス解析より得られた
分子マーカーを潰瘍性大腸炎患者関連大腸
がんの診断技術向上に導く研究システムが
開発された．今後，潰瘍性大腸炎患者のさら
なる高齢化に伴い，潰瘍性大腸炎患者関連大
腸がんは増加することが予想されており，本
研究成果は本邦において有用性の高い研究
といえる． 
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