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研究成果の概要（和文）：手術検体から採取した腸上皮化生、固有胃腺から、培養条件、FACSを用いて選別する
ことで、それぞれのオルガノイドの樹立を行っている。胃がんに特徴的な遺伝子異常を導入するべく、
CRISPR/Cas9を用いて、段階的な遺伝子編集を行なっている。腸型粘液、胃型粘液形質を有する胃がんオルガノ
イドを樹立し、5-FU、オキサリプラチンの感受性を検討し、腸型胃癌が胃型胃癌と比較し、5-FU耐性である傾向
が確認された。

研究成果の概要（英文）：We have established the organoids from intestinal metaplasia and 
fundic/pyloric gland by using the selection of culture condition and FACS, and then try to introduce
 several genomic abnormalities that are characteristic especially in gastric cancer (GC) using 
CRISPR/Cas9 system. We also generated the organoids from GC cases with intestinal  and gastric mucin
 phenotype, respectively. It was found that GC organoids with intestinal mucin phenotype showed more
 significant resistance against 5-FU than GC organoids with gastric mucin phenotype.    

研究分野：病理学
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１．研究開始当初の背景 
 胃癌罹患者数の約 6 割はアジア地域で
占められており、わが国において非常に
頻度の高い悪性腫瘍である。胃癌は免疫
組織学的な粘液発現のパターンにより、
MUC2 もしくは CD10 陽性の腸型胃癌、
MUC5AC もしくは MUC6 陽性の胃型胃癌に
大別される。腸型胃癌、胃型胃癌では、
背景に存在する遺伝子・分子異常を含め
た pathogenesis が大きく異なることが
知られており、当研究室では、トランス
クリプトーム解析により、Reg IV、OLFM4
等、腸型・胃型胃癌それぞれの発生・進
展に寄与する胃癌関連遺伝子を多数同定
してきた。 
 2009 年に、マウスの小腸幹細胞からオ
ルガノイドと呼ばれる生体内の組織に類
した構造を in vitro で培養する技術が報
告されて以来、様々な臓器のオルガノイ
ドが樹立されている。またヒト正常結腸
オルガノイドに対し、CRISPR/Cas9 を用
いて大腸癌症例に好発する代表的な遺伝
子変異を導入することにより、in vitro
での大腸癌モデルの樹立が報告されてい
る。胃に関しても、2013 年にマウス、ヒ
トの正常固有胃腺オルガノイドの樹立、
ウイルスべクターを用いた遺伝子編集に
よる胃癌オルガノイドの樹立が報告され
ている。 
 
２．研究の目的 
1)ヒト腸上皮化生及び固有胃腺からそれぞ
れオルガノイドを樹立し、CRISPR/Cas9 を
用いて実際の胃癌症例に好発する遺伝子異
常を導入することで、腸型胃癌、胃型胃癌
オルガノイドモデルを樹立することを目指
す。 
2) 腸型胃癌、胃型胃癌オルガノイドモデル
を網羅的、体系的に解析し、腸型・胃型胃
癌の発生・進展に sufficient な遺伝子異常
を明らかにすることを目指す。 
 
３．研究の方法 
1) 腸上皮化生、固有胃腺のオルガノイドの
樹立 
まず胃癌外科的切除材料もしくは胃内視鏡
生検標本から、腸上皮化生、正常固有胃腺
のサンプルを採取した。ヒト腸上皮化生は
小腸、結腸オルガノイドの培養条件、固有
胃腺は胃の条件下で培養した。適宜 FACS
による sorting で両者を厳密に選別して解
析を進めた。加えて、それぞれのオルガノ
イドを各種染色標本により、形態学的、免
疫組織学的に検討し、腸上皮化生及び固有
胃腺としての特性を確認した。 
 
2) CRISPR/Cas9 を用いた遺伝子変異の導入 
  The Cancer genome Atlas (TCGA)を中心
に、胃がんにおける次世代シークエンス解
析のデータを比較し、より高頻度に遺伝子

変異が見られる遺伝子を抽出し、driver 
mutation の候補遺伝子とした。 
 腸型胃癌の樹立においては、腸上皮化生
オルガノイドに対して、APC deletion もし
く は CTNBB1 mutation/ TP53 mutation 
(R175H, R273H)の導入を試みた。胃型胃癌
の樹立に際しては、固有胃腺由来オルガノ
イドに対し、ARID1A、CDH1、MLH1、TGFBR2、
ACVR2A の異常を導入を試みた。 
 
3) 遺伝子編集により樹立した腸型・胃型胃
癌オルガノイドモデルと、胃癌症例から樹立
したオルガノイドの比較 
 実際の胃癌症例からオルガノイドを樹立
し、免疫組織学的に腸型・胃型形質を確定
した。それぞれ各 5例程度のオルガノイド
に関して、4)と同様に遺伝子発現プロファ
イル、染色体レベルの異常の検討を行う。 
 
4) 腸型・胃型胃癌オルガノイドモデルにお
ける薬剤感受性の検討 
 本検討で樹立した腸型・胃型胃癌オルガ
ノイドモデルを用いて、胃癌の化学療法に
用いられる代表的な薬剤 (S-1、オキサリプ
ラチン、シスプラチン等)に対する薬剤感受
性を検討する。加えて、ラムシルマブ、ト
ラスツズマブ等の分子標的薬に対する感受
性も検討し、現在までに報告されている胃
癌の化学療法のデータと比較する。 
 
４．研究成果 
1)腸上皮化生、固有胃腺オルガノイドの樹立 
 手術検体から採取した腸上皮化生、固有胃
腺領域からオルガノイドの樹立を行い、
Wnt/Noggin/R-spongin を中心とするニッチ
因 子 を 中 心 と し 、 p38 inhibitor や
Nicotinamide、TGF-β inhibitor 等を加える 
腸条件では腸上皮化生オルガノイドが樹立
でき、FGF10 等を加える胃条件では固有胃腺
のオルガノイドの樹立に成功した。SOX2、
PDX1、CDX2 の発現の有無により、FACS で
sorting することにより、より厳密に腸上皮
化生オルガノイド、固有胃腺オルガノイドを
分離することに成功した。 
 
2)CRISPR/Cas9 を用いた遺伝子変異の導入 
上記 1)で樹立した腸上皮化生、固有胃腺のオ
ルガノイドに対し、Guide RNA を組み込んだ
vector を用いて、electroporation によって
形質導入を行った。Guide RNA の設計は、
cloning は Feng Zhang らが確立し、Addgene
上に公開している protocol に基づいて行っ
た。EGFP 標識できる vector により、オルガ
ノイド内に vector が取
り込まれたことを確認
した上で (右図)、 
現在段階的な遺伝子変
異の導入を進めている。 
 
3)胃がん切除症例からのオルガノイドの樹



立と胃型、蝶形粘液形質の検討 
 外科的に切除された胃がん症例の癌部のサ
ンプルを用いて、オルガノイドを樹立を試み
た。上記の腸上皮化生、固有胃腺のオルガノ
イドの分離、培養に用いた腸条件、胃条件で
それぞれ培養し、それぞれの条件で樹立 
腸条件、胃条件で樹立に成功した胃がんオル
ガノイドの組織切片を作成し、腸型粘液、胃
型粘液形質を有する胃がんオルガノイドの
樹立に成功したことを、それぞれ免疫染色で
確認した。(下図) 
 

 
Case 1 はスキルス胃がんであり、癌関連線維
芽細胞の役割が重要とされる組織型におい
ても、上皮部分のみをオルガノイドとして樹
立することに成功し、その後も継続して継代
培養を行っている。 
 
4) 腸型・胃型胃癌オルガノイドモデルにお
ける薬剤感受性の検討 
 
代表的な 3例ずつに関して、5-FU、オキサリ
プラチンの感受性を検討した。腸型胃癌由来
オルガノイドが胃型胃癌オルガノイドと比
較し、5-FU 耐性である傾向が確認された。 
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