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研究成果の概要（和文）：消化管上皮幹細胞は永続的な自己複製能と4種類の腸管上皮細胞への分化能を有し、
腸管の恒常性維持に重要な役割を果たしている。大腸腫瘍幹細胞でのニッチ形成因子やニッチ要求性の有無は明
らかではなかった。本研究者は大腸腺腫、癌幹細胞においても、その生存にニッチ形成する因子が関与している
事と、幹細胞からのEVがニッチ形成に関与している可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：Intestinal stem cells have the ability for both permanental self-renewal and
 differentiation into four types of intestinal epithelial cells. The intestinal stem cells play an 
important role in maintaining the intestinal homeostasis. However the presence of niche forming 
factors in colon cancer/adenoma stem cells was not clear. Here, we present that niche forming 
factors are also necessary for survival of colon cancer/adenoma stem cells and the possibility that 
EVs(Extracellular vesicles ) secreted from stem cells are involved in niche formation.

研究分野：消化器内科
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１．研究開始当初の背景 
 
研究の学術的背景 
消化管上皮幹細胞は永続的な自己複製能と 4
種類の腸管上皮細胞への分化能を有し、腸管
の恒常性維持に重要な役割を果たしている。
2007 年 Baker らは Lgr5 陽性でパネート細
胞間に存在するCrypt Columnar Cellが腸管
上皮幹細胞である事を証明した (Nature, 
2007)。腸管幹細胞はその機能維持に様々な
ニッチ因子が必要で、腸管上皮幹細胞に近接
する CD24 陽性のパネート細胞 (Nature, 
2010)、大腸では c-kit 陽性の上皮細胞
(Gastroenterology, 2012)がニッチを形成し
ている事が報告されている。長らく腸管上皮
幹細胞の in vitroでの培養は成功していなか
ったが、2011年ニッチを疑似的に形成する因
子を培地に添付する事で幹細胞が培養維持
できる事が示された。 
正常幹細胞の維持にニッチが必須である事
が判明しているが、大腸癌幹細胞の増殖にお
けるニッチの存在は不明であった。これまで
の報告では、腺腫内でLrg5陽性細胞が tumor 
initiating cellになっており(Nature, 2009)、
この腺腫はパネート細胞とのニッチを形成
している事も報告されている(Science, 2012)。
我々は、大腸癌幹細胞においてもニッチが必
要不可欠であると考え、ニッチ不応性を会得
した大腸癌幹細胞が治療抵抗性を示し EMT
をきたすと考えた。2014 年 7 月大腸癌培養
細胞株の SW480細胞に iPS細胞誘導に必要
な OCT3/4、SOX2、KLF4を遺伝子導入し癌
幹細胞の性質を有する細胞群の誘導が可能
な事が報告された(Prosone, 2014.)。ここで作
製された cell line由来の癌幹細胞は、ニッチ
不要な培養条件で成長する事が確認されて
いる。樹立した大腸癌長期培養株に iPS細胞
誘導に必要な OCT3/4、SOX2、KLF4を遺伝
子導入する事で、安定的な大腸癌幹細胞が作
成可能で、大腸癌幹細胞とニッチ形成をして
いる大腸癌パネート細胞の存在も明らかに
なると推定した。 
 
２．研究の目的 
本研究の当初の目的は、大腸癌幹細胞におけ
るニッチの存在を確定する事あった。代表的
なニッチとして、大腸癌パネート細胞の存在
を推定していた。また、研究過程でこれまで
報告されていない新たなニッチ因子の同定
と、将来臨床応用に結び付くような新たに着
想したテーマも適宜進行させる事を目的と
した。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト大腸癌組織の単離と長期培養 
ニッチの要求性の異なる大腸癌細胞を選別
する為、腺腫、早期癌、進行癌、転移癌まで
を対象とする。標本から単離した細胞をコレ
ゲナーゼ処理後にマトリゲル内に包埋し,す
べてのニッチ因子を添加する事で、様々なニ

ッチ要求性を示す大腸癌細胞でも培養可能
である事を確認する。また、培養したオルガ
ノイドを継代し、長期培養可能である事を確
認する。 
 
(2)樹立したオルガノイドの病理学的評価 
オルガノイドをHE染色し、樹立元の大腸癌
組織との相同性を確認する。 
 
(3)樹立したオルガノイドのニッチ要求性 
各癌幹細胞のニッチ要求性が異なる事を証
明するため、樹立した各オルガノイドからニ
ッ チ 因 子 (Wnt3a 、 EGF 、 Noggin 、
R-spondin1)を一つずつ除外しニッチ要求性
が異なる事を証明する。これにより、大腸癌、
大腸腺腫でも、その培養維持にニッチ形成因
子が必要である事を証明する。 
 
研究計画発案当初、大腸癌オルガノイドに関
する報告はまだ少なく、幹細胞性の結論は明
らかではなかった。そのため、幹細胞性の確
認目的に NOD-scid マウスを用いた異種移
植アッセイとオルガノイドの iPS 化を予定
していた。しかし、大腸癌オルガノイドの幹
細胞性を確証を得る報告 (Cell stem cell 
2016)が新たにあり、研究の目的の項で記載
した新知見に基ずく新たな研究として、大腸
癌幹細胞の新たなニッチ形成因子として大
腸癌から分泌される EV(extracellular 
vesicle )に注目し、研究の目的に追加した。
EVとは 100nmの小胞顆粒で、様々な種類の
細胞から分泌され、脂質二重膜を有し顆粒の
内部には蛋白質、核酸(mRNA、miRNA、
DNA)、脂質を含み、細胞外に分泌され別の
細胞に移動する事が可能で、受容体や酵素と
全く異なった細胞間伝達機構、細胞の恒常性
維持機構として注目されている。オルガノイ
ドにおけるニッチ因子と EVの関与について
の検討を目的に追加した。 
 
(4)大腸癌培養細胞、および大腸癌オルガノイ
ドが EVを分泌しているか 
大腸癌培養細胞の SW480、及び樹立したオ
ルガノイドを用いて細胞からの EV放出の有
無を確認する。得られた培養細胞株の上清
を回収。遠心(2000×ｇ,30min)し細胞をペ
レ ッ ト と す る 。 Total Exosome 
Isolation(invitrogen)を用いて抽出する。抽
出した EVの個数・形態をナノ粒子アナラ
イザー(qNano)・電子顕微鏡で解析する。
得られた EVサンプルから Total Exosome 
RNA and Protein Kit(invitorgen)を用い
て totalRNAを精製する。バイオアナライ
ザーを用いて microRNA の抽出を確認す
る。マイクロアレイにて網羅的に遺伝子発
現プロファイルを比較する。GreenChip 
miRNAassayを用いて2群間で発現が異な
るmi RNAを絞り込む。 
 
４．研究成果 



(1)ヒト大腸癌組織の単離と長期培養 
 
これまで 27 の臨床検体（腺腫～早期癌、進
行癌）を用いて大腸癌オルガノイドの長期培
養を試みた。標本から単離した細胞をマト
リゲル内に包埋し培養する。マトリゲルを
用いる事と、疑似的にニッチを形成する事
で癌細胞はオルガノイドを形成する事が可
能であった。基本培地以外にWnt3a、EGF、
Noggin、R-spondin1、B-27、ガストリン、
ニコチンアミド、A83-01、p38阻害剤を添
加し疑似的なニッチを保った。この状態で
6 検体で長期培養に培養に成功し、臨床検
体からも大腸癌が長期培養可能である事を
示した。ニッチ因子を十分補充する事で培
養可能であった事は、大腸癌、大腸腺腫幹
細胞も、生存、維持には周囲のニッチ因子
が必要不可欠である事が判明した。樹立し
た 6 検体の内訳は、腺腫 3 検体（株名：
AD1,AD2,AD3）、早期癌 2 検体 (株
名:HGD1,HGD2)、進行癌１検体(CRC1)で、
腫瘍の進行度に関わらず安定した長期培養
が可能である事を確認した。初代培養から
長期培養へと手技が安定するまで時間を要
した。 
 
(2)樹立したオルガノイドの病理学的評価 
 
樹立したオルガノイドを iP gell を用いてパ
ラフィン固定した。固定した標本に HE 染色
を施行して、顕微鏡観察した。オルガノイド
は腺管に類似した構造をしており、この形態
は培養元の腫瘍組織類似している事を確認
した。 
 
(3)樹立したオルガノイドのニッチ要求性 
 
各々のオルガノイドを用いて、オルガノイド
とニッチ要求性、腫瘍の組織との相関関係を
示した。株名 AD1 では p38 阻害剤
(SB202190)、EGF が発育に必須であった。
株名 AD3では、EGFのみニッチ形成に必須
であった。AD1,AD3 共に病理学的には同じ
腺腫であったが、細胞種によりニッチ要求性
が異なる事が判明した。株名 CRC1 では、
EGF,Noggin,A83-01,p38inhibitor すべての
ニッチ因子は不要であった。進行度により大
腸癌幹細胞の維持に必要なニッチ因子が減
る傾向が示された。これらの研究により、大
腸腺腫、大腸癌幹細胞はニッチ因子により発
育を制御されている事が明らかとなった。ま
た、ニッチの要求性は、既存の病理組織検査
では 
 
(4)大腸癌培養細胞、および大腸癌オルガノイ
ドが EVを分泌しているか 
 
これまで、大腸腺腫、癌オルガノイドから EV
を抽出した報告はなかった。EV 抽出は①培養
上清のみ、②培養上清および、マトリゲルを

融解したものの２種類で測定した。Total 
Exosome Isolation(invitrogen)を用いて抽
出した EVから、microRNAを精製。バイ
オアナライザーで検出した所、培養上清か
らはmicroRNAが抽出できなかったが、マ
トリゲルを融解したもので microRNA が
確認された。これはオルガノイドから分泌
されている EV であり、EV がニッチ形成
因子に関与している可能性が示唆された。
現在、ターゲットとなるmicroRNAを検索
中である。 
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