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研究成果の概要（和文）：がん組織を構成する細胞集団の多様性は、がん組織の特性を規定する重要な要因であ
り、また治療抵抗性の大きな原因の一つである。本申請課題では、進行大腸がん手術検体から患者由来オルガノ
イドを樹立し、1細胞解析(scRNA-seq)により5つの細胞クラスターからなることを見出し、またDE解析により、
幹細胞マーカーを同定した。ゲノム編集法により、幹細胞マーカー遺伝子座に可視化とcell- ablation実験を可
能にするカセットを導入・解析した結果、本研究で同定された幹細胞が、がん組織の効率的な維持、増殖に需要
な役割を果たしていることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Cellular diversity of cancer tissue  contributes  to several  biological 
aspects of cancer  including resistance to chemotherapy. We have established patient-derived 
organoid from advanced colorectal cancer and have explored the cellular diversity. Single cell 
expression analysis (scRNA-seq) successfully identified five clusters determined by the distinct 
differentiation and proliferation markers. We  have performed further detailed DE analysis, and have
 successfully identified the stem cell marker. The stem cells were visualized by  genome editing of 
the organoid, and shown to have self-renew and multiple differentiation potentials. The ablation 
assay demonstrated that the stem cells were requited for efficient maintenance and growth of the 
organoids. These observations demonstrated the cellular diversity and hierarchy of cancer tissue and
 may provide  the cue to develop efficient therapeutics. 

研究分野：細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
1細胞発現解析(scRNA-seq)により、進行大腸がん手術検体由来の三次元培養オルガノイドが、複数の細胞クラス
ターで構成されることが明らかになったことにより、がん組織の理解、さらにこれまで不可能であったヒトがん
組織の解析が可能になった点で、高い学術的意義を有する。さらに、今後のがん治療法開発の理論的な根拠を与
えることに加えて、オルガノイドが薬剤開発の研究リソースとして貢献できることを意味しており、社会的意義
は大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
がん組織を構成する細胞集団の不均一性は、化学療法に対する治療抵抗性の一因であること
が知られている。特に、がん幹細胞は、化学療法に対して抵抗性を示すことから、それぞれの
がん種におけるがん幹細胞を同定し、その特性を明らかにすることは、奏効率の高い治療法の
開発においても重要な課題である。 
消化管組織においては、これまでに行われた多くの遺伝子改変マウスを用いた解析により、複
数の幹細胞の存在が明らかにされている。これらは、少なくとも CBC (crypt base columnar 
cell)と+4 cell の 2 つのサブグループに分類される。前者は増殖能の高い cycling stem cell
であり、後者はその reserver stem cell である。重要な事に、これらの消化管幹細胞は、+4 
cell から CBC のみでなく、CBC から+4 cell に変換する事が示されており、それらの細胞階層
性は可逆的である。 
ヒト大腸がんは、APC 遺伝子の不活化が発がん過程の初期に生じ、その結果、消化管幹細胞の
増殖が亢進することが知られている。しかし、その後のがん進展に伴う遺伝子変異の蓄積によ
り、がん組織を構成する細胞集団がどのように変化するのかについては、明らかにされていな
い。 
マウス消化管から樹立された3次元オルガノイド培養法は、生体組織の幹細胞から生じる様々
な細胞集団の時空間的に再現することが示された。申請者は、大腸がん手術検体から三次元培
養オルガノイドの樹立を進めており、これらは正常消化管に存在する様々な細胞の分化マー
カーを発現していることを確認した。これらの結果から、これらを用いることにより、ヒト大
腸がん組織に存在する細胞の多様性と階層性を明らかにする事ができると考えられた。 

 
２．研究の目的 
本研究課題では、ヒト大腸がん組織を構成する細胞集団の多様性と階層性に焦点をあて、以
下の 3点を明らかにする。 
(1) 1細胞解析による大腸がん組織を構成する細胞種の解析と幹細胞の同定 
(2) 大腸がん幹細胞の幹細胞性(stemness)と多能性(pluripotency)の解明 
(3) 大腸がん幹細胞選択的除去(cell ablation)による細胞可塑性の検討 

 
３．研究の方法 
大腸がん手術検体から作製されたオルガノイドの細胞多様性を解析するために、以下の 4 つの
手法を用いた。 
 

(1) 大腸がんオルガノイドの 1細胞遺伝子発現解析 
申請者が樹立したヒト大腸がん由来オルガノイドのマイクロアレイを用いた網羅的遺伝子発現
解析を行った。さらに、1細胞解析を行い、それぞれの細胞が発現するマーカー遺伝子とその組
み合わせによる細胞の分類を行い、進行大腸がん由来のオルガノイドがどのような細胞で構成
されているかについて詳細に検討した。 
 
(2) ゲノム編集による幹細胞遺伝子座へのマーカー遺伝子のノックイン 
ヒト大腸がんオルガノイドのマーカー遺伝子と自殺遺伝子の融合カセットを開発し、
CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集の最適化を行う。さらに、1細胞遺伝子発現解析により同定さ
れた大腸がん幹細胞マーカー遺伝子座に、融合カセットのノックインを行う。 
 
(3) 幹細胞性・多分化能の実証 
上記で作製された遺伝子改変オルガノイドから
FACS により幹細胞を単離し、オルガノイドの再
構成実験を行う。選択した細胞に幹細胞性がな
い場合はオルガノイドはできない。一方、オル
ガノイドが再構成された場合には、それを構成
する細胞の細胞多様性を検討する。これらの解
析により、特定のマーカーを発現する大腸がん
細胞の幹細胞性と多分化能を明らかにする。 
 
(4) 幹細胞選択的 Cell ablation 実験 
上記で作製された遺伝子改変オルガノイドで、
自殺遺伝子を誘導的に活性化させることによ
り、cell ablation 実験を行い、幹細胞除去によ
る組織の変化を解析する。標識された細胞が、
オルガノイド組織の増殖、維持に必須ながん幹
細胞である場合には、組織が崩壊すると考えら
れる。一方、標的細胞を除去しても、オルガノ
イドが維持される場合には、そのメカニズムを

 
図 1. 大腸がんオルガノイドの 1細胞発現
解析。 進行大腸がん手術検体から樹立され
たオルガノイドをChromium (10xGenomiecs
社)を用いて scRNA-seq 解析を行い、5つの
クラスターに分類した。 



検討する。 
 

４．研究成果 
(1) 大腸がんオルガノイドの1細胞遺伝子発現解
析 

がん研有明病院で手術が行なわれた大腸がん検体
から樹立されたオルガノイドの中から、悪性度が
高いがん組織から樹立されたオルガノイドの1細
胞遺伝子発現解析を行なった。当該研究申請時に
は、C1 AutoPrep System(Fludigm社)を用いて1細
胞をキャプチャーし、溶解、cDNAの作製、前増幅
を行い、BiomarkHD (Fluidigm社)を用いたハイス
ルーフプットなリアルタイムPCRにより 、
intestinal cell signatureの発現解析を行う予
定であった。しかし、本研究課題採択後Chromium 
(10xGenomiecs)のドロップレットscRNA-seqが国
内で利用可能となったため、新学術領域研究先端
ゲノム解析研究推進プラットフォームの支援を受
け、解析手法を変更した。得られたデーターは、
Filtering、Gene ceilingなどの前処理の後、t-
SNE やMDSを用いてdimensional reductionを行な
った。さらに各クラスターを構成する細胞集団の
発現遺伝子についてDE解析を行い、すでに正常消
化管組織や大腸がんで報告されている幹細胞マー
カーや分化マーカーなどの遺伝子群をマップし、
各クラスターの細胞階層性を検討した。その結
果、ヒト大腸がんは、幹細胞様クラスター、2つ
の増殖活性が高いクラスター、2つの分化形質持
つクラスターに分けることができることが明らか
になった（図1）。さらに、幹細胞様クラスター
を構成する細胞集団の発現遺伝子を 詳細に解析
することにより、大腸がん幹細胞マーカーを同定
した。 

(2) ゲノム編集による幹細胞遺伝子座へのマ
ーカー遺伝子のノックイン 

1細胞解析のバイオインフォマティクスをもと
に作成された細胞多様性モデルの実証実験を行
うために、効率的なオルガノイドのゲノム編集
法を確立した。一般的に、相同組換え型のゲノ
ム編集は、分裂細胞のもつ高い相同組換え活性
に基づき行われるため、分裂活性が低い幹細胞
の遺伝子組み換えには適さないと考えられた。
そこで、非相同末端結合型のゲノム編集技術を
用いて、高効率に幹細胞に変異を導入すること
試みた(図2)。自殺遺伝子については、当初チ
ミジンキナーゼ遺伝子を予定していたが、inducible Caspase9がより効率良く、細胞死を誘導
することが報告された。そこで、ドナーには、IRES-EGFP-P2A-iCas9カセットを作成・使用し
た。これらの条件検討により、オルガノイ
ド幹細胞のゲノム編集の最適化を行った。 

(3) 幹細胞性・多分化の実証 
最適化されたゲノム編集法を用いて、scRNA-
seq により同定された大腸がんオルガノイ
ドの幹細胞マーカー遺伝子座の 3’UTR に
IRES-EGFP-P2A-iCas9 カセットを挿入した。
サザンブロットにより目的の変異のみが導
入されていることを確認した後、幹細胞性と
多分化能についての検討を行った。具体的に
は FACS により EGFP 陽性細胞を単離し、シン
グルセルからのオルガノイドの再構成実験

 
図 2.大腸がんオルガノイドのゲノム編
集。A.IRES-EGFP-P2A-iCas9 カセットを
がん幹細胞マーカーの 3’UTR 領域に挿
入した。B.サザンブロット解析の結果、
9 個中全てのクローンで目的の挿入が確
認され、そのうち 5 クローでは bi-
allelic な変異が導入されていた。 

 
図 3. がん幹細胞の分離。ゲノム編集によ
り IRES-EGFP-P2A-iCas9 挿入大腸がんオ
ルガノイドの FACS で解析した。 

 
図 4.オルガノイドの再構成。FACS によりがん幹
細胞を単離し、1 細胞からオルガノイドを再構
成した。 



を行なった(図３)。その結果、本研究課題により同定
されたがん幹細胞は、自己複製能があること、さらに
オルガノイドを再構成することができ、1 細胞解析で
同定された複数の細胞集団を生み出すことが明らか
になった(図 4)。これらの結果は、進行大腸がんにお
いても、組織は多様な細胞集団により構成され、一定
の階層性を持つことが明らかになった。 
 
(4) 幹細胞選択的 Cell ablation 実験 
上記で作成されたゲノム編集オルガノイドをiCas9の
二量体化を促進しアポトーシスを誘導するAP20187を
作用させ、幹細胞特異的な細胞除去を行なった(図
５)。タイムラプス顕微鏡下の観察で、EGFP 陽性細胞
は 24 時間で消失した。さらにオルガノイド全体の増
殖も著しく阻害されたことから、本研究課題で同定さ
れたがん幹細胞が、がん組織の効率的な維持、増殖に
重要な役割を果たしている可能性が明らかになった。 
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〔図書〕（計０件） 

図 5.がん幹細胞の除去実験。がん幹
細胞マーカー遺伝子の 3’UTR に
IRES-EGFP-P2A-iCas9 を導入した進
行大腸がんオルガノイドを AP20871
に暴露し、がん幹細胞を除去した。 
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