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研究成果の概要（和文）：ヒト大腸発癌のどの遺伝子変化が炎症性腸管発癌と結び付くのかを検討した．炎症は
異物を移入して生じさせた．K-ras変異とAPCノックダウンの雄マウス腸管由来のオルガノイドを作り，これを雌
ヌードマウスの炎症下に置くと増殖した．p53遺伝子ホモ欠損マウス由来オルガノイドを炎症下に置くと増殖し
たが，その組織型は線維肉腫であった．p53遺伝子ヘテロ欠損マウス由来のオルガノイドを炎症下に置いても増
殖しなかった．p53遺伝子ホモ欠損マウスオルガノイドにAPC遺伝子をノックダウンさせた後に炎症下に移植した
が，癌腫型の腫瘍の出現はこれまでに観察することはできなかった．

研究成果の概要（英文）：We investigated which genetic alterations observed in human colorectal 
carcinogenesis are critical in the inflammation-related bowel carcinogenesis. The inflammation was 
evoked by implantation of foreign substances such as plastic plate. Male mouse intestinal organoids 
with K-ras activation and APC knockdown were grew lethally in the inflammation formed in female nude
 mice. When an organoid obtained from a homozygous p53 gene-deficient mouse and implanted them into 
the inflammatory region, they formed fibrous tumors. Organoids obtained from a heterozygous p53 
gene-deficient mouse, they did not grow under the inflammation. Organoid obtained from a p53 gene 
homozygous mouse with APC knockdown formed tumors in mice, however, the histological type were 
fibrous ones. 

研究分野： 実験病理学

キーワード： 炎症発癌　ドライバー遺伝子　大腸発癌

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性炎症による大腸発癌のdriver遺伝子として，p53遺伝子に加えてどの大腸癌関連遺伝子が，どのような組合
せで，真の“癌腫発生に必要なdriver遺伝子”となるのかを決定する．これにより，大腸の炎症発癌に対する新
規の治療・予防のための標的遺伝子を明らかにすることができる．今後の炎症性腸疾患に対する創薬研究開発等
への波及効果が望める.

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ヒト発癌要因の中で,炎症の占める割合は国別に異なるが，世界の平均としては約25％の関与と
推計されている(文献①).大腸発癌においても炎症がリスク因子となることが提唱されて久し
い．一方で，大腸発癌における遺伝子変化は，人類が最初に示した“多段階発癌”機構でもあ
る(文献②)．大腸癌は，散発性大腸癌(adenoma-carcinoma sequence)と，炎症性大腸癌
(dysplasia-carcinoma sequence)に大別される．両者の発癌に係わる主要な遺伝子変化(APC，
K-ras，COX-2，DCC，p53)は共通しているが，各遺伝子の変異導入の時期や変異が入る遺伝子の
順番が異なる.また,どのような遺伝子変化（あるいは遺伝子変化の組み合わせ）が炎症発癌の
ドライバーとなるのかは未決の課題である． 
代表研究者は，平成26-28年度基盤Ｃ「慢性炎症による腸管発癌のドライバー遺伝子の同定」

の採択を受けて異物移入による慢性炎症を限局誘導する仕組みと正常腸管上皮の遺伝子発現を
shRNA等により任意に調節し,長期維持できるオルガノイド培養を導入した.マウスから得た正常
腸管上皮細胞をオルガノイド培養し，発癌関連遺伝子の発現を調節後，慢性炎症下に置いて発
癌の有無をみると，慢性炎症下ではp53-/-遺伝子の大腸オルガノイドのみが腫瘍増殖した．腫瘍
は上皮由来のオルガノイドであることをY染色体の存在により確認したが，その組織型は当初の
予想に反して肉腫型であった（図）． 
申請者は，この予想に反する矛盾に対し，これの解

決に結び付く下記の２つの仮説に行き着き，本申請に
至っている．炎症による癌腫形成には，p53ホモ変異
に加えてAPC，K-ras，COX-2，DCC/DPC4等の発現異常
の加算を必要とすること．慢性炎症下の大腸上皮は，
p53の欠失を伴うことで上皮間葉転換を生じて肉腫様
(GIST様)に腫瘍化することを想定した．本申請は，
p53欠失の大腸オルガノイドに発癌関連遺伝子(APC，
K-ras，COX-2，DCC/DPC4)発現を調節し，これを慢性
炎症環境下に置くことで,p53遺伝子に加え,どの遺伝
子変化が,慢性炎症による真の大腸発癌のdriver遺伝子となるかの決定に挑むことにある． 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，慢性炎症による大腸発癌のdriver遺伝子として，p53遺伝子に加え，どの大

腸癌関連遺伝子が，どういった組合せで，真の“癌腫発生に必要な炎症発癌driver”となるの
かを決定する．本研究により慢性炎症による大腸癌の発生に最小限必要なdriver遺伝子を決定
することで，初となる炎症発癌の予防に資する新たな分子機構を提示する. 
 
３．研究の方法 
代表研究者がこれまで独自に開発してきた“炎症”と“上皮細胞”の 2つの側面を同時に追究

することができるように研究手法を融合して，以下の未決の課題に挑むことにした． 
 

【炎症側研究の方法論】  
従来の炎症発癌研究は，発癌物質の投与後に起炎性の化学物質(LPS，DSS 等)の投与や，大腸

発癌関連遺伝子を改変した動物における自家発癌が主であった．いずれも重要な実験系である
が，炎症発癌を決定する分子機構の解析には必ずしも適さなかった．そこで申請者は，異物移入
により誘発される炎症に着目し，生体に非吸収性の基材により急性期を経て慢性期に自然と至
る炎症を誘発し，慢性炎症反応を移入局所に限局させて維持できる仕組みを開発した（文献③）．
この異物誘発の炎症を用いる最大の利点は，異物存在下の限局した炎症のもとで発癌が進行す
るため，発癌に占める炎症と上皮細胞の直接的な関係を分子病理学的に決定することを初めて
可能とする点にある． 
 

【上皮細胞側研究の方法論】  
従来の腸管発癌は in vivo における発癌系が中心であったことから，炎症がどの遺伝子変化

を誘発したか，あるいはどのような遺伝子変化やメチル化が加重した際に炎症の下で発癌する
のかは明確に決定することができなかった．加えて，in vitro の環境下では正常大腸上皮細胞
の長期培養が不可能であったため，やむなく不死化細胞や低悪性度の大腸癌細胞を代替細胞と
して用いざるを得ず，正常大腸上皮細胞の癌化過程を追跡・解析することは叶わなかった．そこ
で本申請は，マウス由来の正常腸管組織を用いた上皮細胞再構成オルガノイド培養技術を導入
した．これは大腸上皮を剥離し，3次元培養にて初代上皮組織を再構成(オルガノイド)する．こ
の正常大腸上皮由来のオルガノイドに対して，レンチウィルスによる shRNA を介した癌抑制遺
伝子の抑制や，コンディショナルに癌遺伝子を活性化させることが初めて可能となった．従って，



大腸上皮細胞に任意の発癌関連遺伝子を，任意の発現レベルに調節し，これを自在に組み合わせ
た大腸上皮組織（オルガノイド）を作ることができ，かつ長期培養できる利点を活用した． 
このオルガノイドを炎症誘発性の異物基盤に付着させて体内に移入することで，慢性炎症に

よる大腸発癌の真のドライバー遺伝子を初めて決定することが可能となる．本申請は，本邦独自
に開発した“異物誘発炎症を介した炎症発癌研究”と，“遺伝子発現を調節した上皮組織再構成
オルガノイド作製技術”の研究手法をひとつに融合させることで，懸案の“大腸癌発生のための
初の炎症発癌ドライバー遺伝子”の同定に挑むことにある． 

 
(1) p53-/-マウスの大腸上皮由来オルガノイドの癌抑制遺伝子抑制と癌遺伝子活性化 
大腸上皮は p53-/-の雄ヌードマウスから得る．移植宿主は雌性ヌードマウスを用いることで，

炎症下で発癌する細胞がオルガノイド由来のものであるのか否かを Y染色体を指標に評価する.
大腸上皮を腺管単位で剥離し，オルガノイド培養を行う． 
① 癌抑制遺伝子(DCC，APC)は，shRNA を用いレンチウィルスを介して発現を抑制する． 
② 癌遺伝子（K-ras）は，LoxP-Stop-LoxP-K-rasG12Dノックインマウスの腸管上皮にレンチウィ 

ルスを介して Cre を発現し，変異型 K-ras アレル発現(活性化)を誘導する．その後に p53 遺 
伝子は shRNA を用い，レンチウィルスを介して発現を抑制する． 

③ COX-2 遺伝子は発現ベクターを構築し，レンチウィルスを介して発現を誘導する． 
④ 目的通りに DCC，APC，p53 の発現抑制および K-rasG12Dの活性化，ならびに COX-2 の誘導が 

生じていることを WB等にて確認・検証を行う． 
⑤ 大腸上皮において単独遺伝子改変では炎症発癌に至らないことを確認済である. 
 
(2) 炎症による大腸発癌の driver 遺伝子の決定 
先行研究より大腸上皮の癌化は，急性期から慢性期の炎症へ自然移行するプラスチックプレ

ートを移入した場合のみに観察され，急性炎症（自然吸収性のゼラチンスポンジ）では癌化に
至らないことから，慢性炎症発癌モデル(文献③)を用いる．オルガノイドを異物プレートとと
もに皮下移入して発癌の有無を観察する． 
① 慢性炎症による発癌評価 

1)プラスチックプレート(1×5×10 mm)上にマトリゲルを薄塗する． 
2)このプラスチックプレート上に実験（1）にて作製した遺伝子改変オルガノイド(1×105個) 
を付着させる． 

3)ヌードマウスの背部皮下に小切開を加え，プレートごとオルガノイドを皮下移入する．    
② 発癌した際には，炎症によるメチル化の影響を明らかにするため，脱メチル化剤（5-aza- 

dc,125μg/kg, 週 2回腹腔内投与）を投与する群を追加し，再度発癌頻度を比較する． 
③ 移入局所の組織を経時的に回収し，以降の解析のためにタンパク質と核酸を抽出・保存す 

る．また，免疫組織染色用に一部組織を固定保存する． 
④ 増殖腫瘍は細胞株(オルガノイド)として樹立し，以降の解析実験に備える．また，発癌は組 

織学的に検証する． 
⑤ 発癌組織は，雄マウスより得た移植大腸上皮オルガノイドに由来することを確認するため 

に，Y染色体 FISH プローブ(マウス用 MXY-10)にて同定を行う．また，K-rasG12D遺伝子ノッ 
クインマウスより採取した大腸上皮の場合には，Neo 遺伝子の PCR により同定する．なお， 
対照群はいずれも異物移入を行わないオルガノイド単独移植とする． 

 
(3) 炎症による大腸発癌の driver 遺伝子の検証 
増殖腫瘍から樹立した培養細胞株に，発癌前のオルガノイドに加えた遺伝子発現を解除（抑

制の場合には強制発現，活性化の場合には抑制）して，造腫瘍性が喪失することを指標として
大腸発癌の driver 遺伝子であることの検証を試みる． 
 
４．研究成果 
(1)腸管の炎症発癌におけるドライバー遺伝子の同定を目的として，マウスの腸管上皮組織を 3
次元培養下で再構築し，多段階発癌過程のどの遺伝子変化が炎症性の発癌と結び付くのかを検
討した．急性炎症の誘発には生体外異物（ゼラチンスポンジ）を，急性〜慢性期炎症の誘発には
プラスチックプレートを用いている．現在までのところ，K-rasG12D遺伝子変異ノックインマウス
を有する雄マウスから得た腸管組織を雌のヌードマウスに生じさせた慢性炎症下に置くと触知
可能な dormant 腫瘍を形成した．  
 
(2)p53 遺伝子ホモ欠損マウスから得た大腸組織を慢性炎症下に置くと，移植約 3 ヶ月を経過し
てから増殖を開始し，最終的に致死増殖した．増殖腫瘍は移植した雄マウス由来の腸管組織に由
来することは，Y染色体を指標として検証した．当該移植はこれまでに時期をずらして繰り返し



たが，その増殖腫瘍の組織型はすべて肉腫型であり，癌腫型の出現は観察できなかった． 
 
(3)一方で，p53 遺伝子ヘテロ欠損マウス由来の大腸上皮組織を用いても腫瘍増殖する個体は現
在まで観察されなかった．また，p53 遺伝子ホモ欠損マウスやヘテロ欠損マウスから得た大腸上
皮組織をゼラチンスポンジ内に移入して生じさせた急性炎症下（文献④）に置いても致死増殖す
る腫瘍は観察されなかった．従って，炎症性大腸発癌に関わるドライバー遺伝子として，p53 遺
伝子のホモ欠失（変異）は必須の遺伝子変化と考えられた．また，炎症性大腸発癌に係わる炎症
の質は，急性期の炎症だけでは生じないことが示唆された． 
 
(4)p53 遺伝子のホモ欠失に加えてどのような遺伝子変異を伴う時に肉腫型の組織型が癌腫型に
なるのかを決定するために，APC 遺伝子発現の抑制（shRNA），ならびに活性化 K-ras 癌遺伝子の
ノックインマウス由来の腸管オルガノイドを用いて検討した．その結果，異物誘発の慢性炎症組
織内への移植を終え，観察を続けているがこれまでに癌腫型の組織は生じていない．同様の遺伝
子発現の変化を加えたオルガノイド移植を繰り返しており，現在も経過を観察中である． 
 
(5)p53 遺伝子のホモ欠失は，腸管炎症発癌のドライバー分子として想定されたが，当該研究の
実施範囲内では，出現した腫瘍の全例が肉腫型腫瘍であった．現時点においては，腸管組織から
上皮細胞を腺管単位で剥離する際に混在した線維芽細胞ががん化した場合を想定している．線
維芽細胞の混入を回避するために，腸管上皮から回収した細胞から単クローニング培養を数回
試みたが，これまで腸上皮細胞のクローン化に成功していない．現在は，腸管から腺管を回収し
て直ちに細胞レベルにまで単離し，これを flow cytometer を用いて上皮系細胞マーカー（E-
cadherin 等）による上皮細胞のみの選択回収や，間葉系細胞マーカー（vimentin 等）を用いた
線維芽細胞等の非上皮系細胞の排除を行った後にオルガノイドを作製する方法論を駆使して細
胞の純化を検討し，研究を継続している．  
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