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研究成果の概要（和文）： 可視化したヒト消化器がん幹細胞を用いてHTS を行った. 1st スクリーニングでは
３セットの化合物ライブラリーを使用し, 約3万化合物を検証した. 2nd screeningでは, Dose-respondsの検証
を行った. これらの結果からLGR5特異的殺傷能力のある, 2つのHit化合物を選定しvalidationを行った. そのう
ちの１つである分子標的治療薬Aを検証した結果LGR5陽性細胞以外に効果があることがわかった。今回の結果で
は、ヒト消化器がん幹細胞特異的に効く薬は得られることができなかったが, 今後はコントロール基準を設定し
より精度の高い解析系, 代替案を検討する必要がある.

研究成果の概要（英文）： We conducted HTS screening using visualized human gastrointestinal cancer 
stem cells. In the 1st screening, 3 sets of compound libraries were used and about 30,000 compounds 
were verified. In the 2nd screening, validation of Dose-responds was performed. From these results, 
two Hit compounds that have LGR5-specific killing ability were selected. The molecular targeted 
therapeutic drug A, which is one of the selected compounds, was validated. As a result, it was 
revealed that it has an effect on cells other than LGR5-positive cells. From the results of this 
time, we could not obtain a drug that works specifically for human gastrointestinal cancer stem 
cells, but in the future it will be necessary to set control standards and study more accurate 
analysis systems and alternatives.

研究分野：オルガノイド研究
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は，独自に開発したオルガノイド培養技術により，消化器がん組織を直接培養しその生物学的特性と遺伝
子変異プロファイルを基に最も効果的な治療薬の組み合わせを個別に選択するという，極めてシンプルな研究で
あるが，実際の臨床に直結した研究である．多くの研究者が類似した研究開発に取り組んでいるものの，未だ誰
も成功していない．つまり，本研究は独創的というよりは源流的な研究基盤開発といえる．我々の研究の成功に
より，国内外の研究者や製薬会社にとって，実用面での多大なインパクトがあり，必然的に本邦の臨床・産業・
研究に与える影響は極めて大きい.

※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 

 
 最近の進歩により高い腫瘍縮小効果（奏効率）を実現できるようになった. さらに最近, 明確
な治療ターゲットをもった分子標的治療薬によるがん治療開発が行われるようになり,それら
の飛躍的な進歩によって予後の著しい改善につながっている. しかし, それらの治療による完
全治癒は現時点では困難であり, 依然, 消化器がんは我が国のがん死亡率の 55%以上を占めて
おり, 進行がんの根治治療法の開発は早急な課題となっている. 
  
 殊に，切除不能となった進行がんは多くの治療抵抗性細胞が出現し，完全に腫瘍細胞を排除す
ることは極めて難しく, 再発してしまうことが大きな問題である. がんの薬剤抵抗性の大部分
は未解明であるが，がん幹細胞による薬剤耐性がそのメカニズムの一端を担うと考えられてき
た．そこで近年, 分子遺伝学的マーカーによる有効薬剤の予測を目指した Precision Medicine
が注目されている． 
 
 申請者ら研究グループは世界で初めてマ
ウス・ヒト腸管上皮幹細胞培養を確立した 
( Sato T et al. Nature 2009, Jung P. Sato 
T et al. Nature Medicine 2011). 現在, ヒ
ト大腸・胃・肝臓・膵臓・小腸・胆管など
の消化器組織を 100 % の効率で培養する
ことができ, オルガノイド技術をヒト消化
器がんに応用し発がんメカニズムと転移
機構解明への洞察を得てきた(Matano et 
al. Nature Med 2015, Fujii et al. Cell 
Stem Cell 2016)． その結果，遺伝学的解
析による Genotype研究のみでは転移や薬
剤耐性などの Phenotype の予測は困難で
あり，オルガノイドそのものを使った
Phenotype研究の積層が重要と考える． 
 
 申請者らは，患者大腸がんから樹立したオルガノイドにゲノム編集技術により，遺伝子ノック
インを行う技術を開発した．（Matano, Takano et al. Nature Medicine 2015）. 本技術を用い，
がん幹細胞マーカーである LGR5遺伝子座に GFPなどの蛍光タンパクマーカーのノックイン
を行うことに成功し，細胞系譜解析による幹細胞機能の証明に成功した（Shimokawa, Takano 
et al. Nature 2017）. また我々は，がんオルガノイド異種移植系を確立し（Fujii, Takano et al. 
Cell Stem Cell 2016），既存化学療法薬の投与により LGR5の発現上昇を確認した. 
 
 
さらに我々は, 上皮オルガノイドの 384 well plate での培養法を確立し, High Contents 
Analyzer ( In Cell analyzer 6000)を用いたHigh Throughput 化合物スクリーニングを確立し
た(未発表). 作製した大腸がんオルガノイドに対して, 既存の大腸がん治療薬及び 360 種類の
Protein Kinase Inhibitor (PKI) libraryを用い, High Throughput Screening (HTS) を行った. 
その結果, 抗腫瘍示す薬剤がいくつか得られた (未発表). また, in vivo 検討においてヒト大腸
オルガノイド株を移植したヌードマウスに対し, in vitroで効果を示した薬剤を全身投与し, 実
験終了時の薬剤投与群の対照群に対する抗腫瘍効果を評価した(未発表).こうした経緯から，
LGR5蛍光マーカーを指標とした創薬スクリーニングにより，これまで困難であったがん幹細
胞を標的とする全く新しい治療戦略を展開できると期待できる.  
 
 
２．研究の目的 
 
 申請者らの研究室において既に開発および培養が確立された患者由来の消化器がん（大腸がん）
の 3次元組織構造体（オルガノイド）を応用し、蛍光蛋白レポーターの導入によりがん幹細胞
を可視化し,それらを用いた High Throughput Screening(HTS)に基づく新たな創薬スクリーニ
ングの確立を目的とする.  
  
 
 
 
 
 
 



3. 研究の方法 
 
(1) ヒト消化器がん患者から採取した生検組織から、がんオルガ
ノイドを培養・増幅し，遺伝子操作技術を用いて可視化した
がん幹細胞の樹立(右図: LGR5-tdTomato の可視化).  
①樹立したオルガノイドに対し，ゲノム編集技術を用いた
遺伝子ノックアウト・ノックイン技術の導入を行う．がん
幹細胞の可視化および細胞系譜解析のため，がん幹細胞の
マーカー遺伝子である LGR5遺伝子領域に蛍光蛋白ノックインを行う．作製したがん
幹細胞可視化消化器癌を用いてがん幹細胞を標的とした治療薬の効果を検討する．  
 
 
(2) 可視化したヒト消化器がん幹細胞の High Throughput Screening (HTS)の開発(右図参照). 
 
① 幹細胞を可視化したオルガノイドの大量培養 
 
② Sorter を使用した single cell ソーティング 
 
 
③ 384 well plate を使用した 10万〜30 万化合物ライブラリーを用いたスクリーニング 
 
④ High conents analyser を用いた画像撮影及び解析 
 
 
⑤ IC50 など細胞増殖抑制効果の解析 
 
⑥ Hit 化合物の選定 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) Hit 化合物の in vitro Validation と in vivo 治療効果検証. 
 
① 384 plate を用いた濃度依存的細胞増殖抑制効果の検証 
 
② ヌードマウスを用い,organoid の Xenograft を行い in vivo での薬剤効果の検証 
 
4. 研究成果 
 
 可視化したヒト消化器がん幹細胞を用いて High 
Throughput Screening (HTS)を行った。 
1st スクリーニングで使用した化合物は①ライブ
ラリー(A)9600 compounds(検証濃度 10μM), ②ラ
イブラリー(B)19,449 compounds(検証濃度 5μ
g/ml),③ライブラリー(C)3880 compounds(検証濃
度 10μM)を各 2 回検証, 2nd screening では、
Dose-responds(10μM(5μg/ml)から 4倍希釈、5

各ライブラリーのHit化合物数

Library 
ライブラリー(A) 

9600 compounds  
ライブラリー(B) 

19,449 compounds  
ライブラリー(C)3880 

compounds 

10μM 9,600 cpds 5μg/mL 19,449 cpds 10μM 3,880 cpds 

1st HTS ＞60% 
(Hit rate) 

184  
(1.9%) ＞70% 

422* 
 (2.2%) ＞75%  

159 
 (4.1%) 

Retest 
＞50% 

(Reproducibilty) 
149 

(81.1%)  
＞60% 

319 
(75.6%) 

＞65%  
129 

(81.1%) 

IC50値が算出 
できた化合物 141 

 

 
289 

 

 
109 

Frequent hi er 
を除いた化合物  117 285 107 

IC50値の分布 Todai Core NPDepo Known 
                IC50 ＜   1μM  22 133  41 

  1μM≧ IC50 ＜   5μM  65 115  53 

  5μM≧ IC50 ＜ 10μM  29  27  12 

10μM≧ IC50  1  10  1 

Total 117 285 107 (cpds) 

* 実際に再提供されたのは412化合物  



点)を同じく２回検証した。それぞれの IC50(μM)を算出し、IC50 が計算できないものに関し
ては除去した(右図参照)。 
 
ヒットした化合物について、構造の類似性でクラスタリングを行い、注目化合物を選定した。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの結果から LGR5 特異的殺傷能力のある Hit 化合物として, zinc pyrithione という化合
物が得られたため、validation を行ったが、キレート作用で細胞がバラバラになり自家蛍光が
出ているだけであることがわかった。もう一つの Hit 化合物として分子標的治療薬 A を検証 s
いたが、その結果 LGR5 陽性細胞以外に効果があることがわかった。今回の結果では、ヒト消化
器がん幹細胞特異的に効く薬は得られることができなかった。 
本研究において予定していた結果を得ることができなかったが, その原因に,幹細胞特異的に
効果のある薬の選定基準があげられる.今後はコントロール基準を設定し, より精度の高い解
析系, 代替案を検討する必要がある 
 
本研究は，独自に開発したオルガノイド培養技術により，消化器がん組織を直接培養し，その
生物学的特性と遺伝子変異プロファイルを基に最も効果的な治療薬の組み合わせを個別に選択
するという，極めてシンプルな研究であるが，実際の臨床に直結した研究である．多くの研究
者が類似した研究開発に取り組んでいるものの，未だ誰も成功していない．つまり，本研究は
独創的というよりは源流的な研究基盤開発といえる．我々の研究の成功により，国内外の研究
者や製薬会社にとって，実用面での多大なインパクトがあり，必然的に本邦の臨床・産業・研
究に与える影響は極めて大きいと考えられる． 
  
. 
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