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研究成果の概要（和文）：大腸癌のサブクラス分類としてMolecular Consensus Subtype（MCS）の1-4型があり
臨床像や治療法が異なる。私共は各CMS分類を再現する新規大腸癌マウスモデルを作製しており、これまでCMS1
とCMS2を確立した。本研究では、CMS3とCMS4モデルを確立する目的で、Kras変異型、Braf変異型マウスの腫瘍を
Kras/Braf野生型マウスの腫瘍と比較したところGreb1がKRAS-BRAF経路の新規標的遺伝子として同定された。ま
たCMS4モデルがPten欠損マウスで作製され、オルガノイドでもCMS4の形質が保たれており、有用なマウスモデル
であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Consensus molecular subtypes(CMS) is the new colorectal cancer 
classification system based on gene expression profiles. Previously, we generated CMS1 mouse model 
characterized by MSI-high and CMS2 model characterized by CIN phenotype. In this study we generated 
GEMMs which recapitulate CMS3 (the metabolic phenotype) model characterized by the dysregulation of 
metabolic pathways with the activation of KRAS pathway and CMS4(mesenchymal subtype) model. In CMS3 
model, we studied colonic neoplasia that has KrasG122V/BrafV600E mutation with Apc inactivation and 
compared gene expression profiles among Kras/Braf WT, Kras-mutated, and Braf-mutated mouse colon 
tumors to seek new molecular targets corresponding to the KRAS-BRAF-MAPK axis. We found Greb1 was 
the most upregulated gene in Braf-mutated tumors, suggesting the potential target of Wnt and RAS 
signaling pathway. We also established GEMM mouse with CMS4 subtypes and organoids, indicating the 
phenotype of CMS4 with promoted carcinogenesis.

研究分野：消化器癌の分子腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
大腸癌は罹患数が最も多い癌であり女性の癌死亡の第１位であり対策が急務である。大腸癌の臨床像や治療法を
４つ亜型（サブタイプ）に分類したMolecular Consensus Subtype（MCS）の1-4型が欧米でも採用されつつあ
る。私共は各CMS分類を再現する新規大腸癌マウスモデルを作製しており、これまでCMS1とCMS2を確立した。本
研究では、治療抵抗性のCMS3とCMS4モデルを確立した。CMS3モデルではGreb1が新規治療標的として同定され
た。CMS4モデルでも、腫瘍の特性や治療法の検索が可能となった。これらのマウスモデルは大腸癌の基礎研究や
新規治療法の探索に有用と思われる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

近年、欧米の６つグループの大腸癌遺伝子発現プロファイル解析を統合して大腸癌を４つのサ

ブタイプに分類した Consensus Molecular Subtype(CMS)分類が報告された（Nature Medicine 

21, 1350-1356 2015）。私共はこれまでに家族性大腸腺腫症の原因遺伝子 Apc 欠損をベースとし

てがん遺伝子 Kras など様々なドライバー遺伝子異常をもったマウスモデルを作製し報告してき

た。これらは腫瘍発生におけるゲノム不安定性やその形態、浸潤能、予後などから複数の

phenotype に分類可能で、それに対応したヒトの大腸癌のサブタイプが存在することが想定され

た。そのような状況下、欧米を中心としたデータベースを統合して４つの亜型に分類した

Consensus Molecular Subtype (CMS)分類が報告され、これらの特徴に一致した各マウスモデル

から腫瘍細胞の転写産物、病理検体を回収して、同時にオルガノイドを作製することで、ヒトの

CMS に対応するマウスモデルとオルガノイドの実験系の確立することとした。これにより、各サ

ブクラスに対する薬剤のスクリーニングに有用なライブラリーシステムの構築が可能となる。 

 
２．研究の目的 

大腸上皮細胞に特異的に遺伝子発現しているホメオボックス転写因子 CDX2 遺伝子のプロモー

ター領域 9.5kb を利用した大腸上皮特異的 Cre マウス(CPC)および MSI 発現誘導型 Cre マウス 

(CDX2P-G22)は私共が独自で開発し、複合的遺伝子改変マウスモデルでは高度浸潤癌や粘液癌な

ど CMS 分類に対応した腫瘍が発生するモデルが確立している。オルガノイドは、ヒトの組織から

三次元培養が可能な新しいツールであり、マウス大腸癌モデルから作成したものはまだ無い。遺

伝子発現パターンによって４つの亜型、すなわち、 マイクロサテライト不安定性により遺伝子

変異を多数持つ CMS1(MSI 型)、APC 変異から発症した高分化型の CMS2(Canonical, 上皮系)、

RAS-RAF-MAPK シグナル系に変異があり、増殖速度が早い CMS3(Metabolic, 上皮系胃型)、TGF シ

グナル系に変異があり浸潤傾向の強い CMS4（間葉系、浸潤癌）に分類できる事が報告された。 

私共のマウスモデルでは、腫瘍の増大、進展の継時的な観察が可能であり、遺伝子発現プロフ

ァイルを網羅的に解析することで、サブタイプに関連した分子マーカーの同定が可能となる。私

共は既に CMS2, CMS3(Kras 変異型),CMS4(TgfbRII 変異型)と考えられる新規性、再現性が高い 3

種類のマウスモデルを作製してきた。マウスモデルでは微小環境や免疫系が維持された条件下

で自然発生することから浸潤や EMT、免疫治療に関連した他の癌研究にも波及効果がある。これ

らのモデルから作製されるオルガノイドは継代・培養が可能で、汎用性が高く動物実験の代替と

なる。CMS 分類に対応したマウスモデルによるオルガノイド・ライブラリーの構築と分子マーカ

ーの同定は、今後、開発が加速してくる分子標的薬に対するトランスレーショナル・リサーチに

おいて、非常に有用な動物実験モデル・in vitro 実験系（オルガノイド）が構築され、個別化

医療を急速に推進する新しい治療戦略が可能となる。 

 
３．研究の方法 

１）CMS マウスモデルの作製：私共はこれまでに胎生期からの遺伝子改変により高分化型

(CMS2), 高度浸潤型(CMS4), MSI-粘膜癌型(CMS1)の形態をもつマウスモデルを確立した。これ

らの腫瘍細胞から転写産物、病理検体、オルガノイドを作製する。 

２）CMS 分類の分子マーカーの同定：回収した転写産物の発現プロファイルの比較を網羅的遺伝

子発現解析用の DNA チップ（affymetrix の Mouse Gene 1.0 ST Array、28,853 gene）を用いて

解析する。CMS 分類の各サブタイプのマウスで、形態変化をもたらす可能性のある分子マーカー



の候補遺伝子（約 10-20 個前後）を 50 個前後 in silico 解析で選択し、さらに quantitative 

PCR 法で 20個前後まで絞り込み、Western blot 法や免疫組織染色で分子の局在と形態変化の相

関を検証し、最終的には分子マーカーの候補遺伝子を各サブタイプごとに 10 個程度まで絞り込

む。 

３）オルガノイドの作製と in vitro 実験系の確立：動物実験が困難な研究室でも形態変化につ

いての三次元細胞培養ができるよう CMS 分類の各サブタイプにおけるオルガノイド・ライブラ

リーを作製する。転写産物、蛋白質を回収し、元の癌組織の発現プロファイルを再現しているこ

とを quantitative PCR 法ならびに Western blot 法で確認する。次に、オルガノイドを使って、

CMS 分類の各サブタイプで薬剤スクリーニングのモデルを確立する。 

 
４．研究成果 
１）KRAS-BRAF axis による MAPK pathway は GREB1 を介して悪性度が高まる 

Apc欠損にKrasあるいはBrafを活性化した二つのマウスモデルを作成し、変異型Kras, 変異型

Brafの発現により腫瘍が悪性化することを確認した（下図）。 

 

 

二種類のマウスで得られた腫瘍をコントロールマウス（Apc変異型）の腫瘍と比較し、両方のマ

ウスに共通して遺伝子発現が上昇している遺伝子群（Upregulated genes）、ならびに低下して

いる遺伝子群（Downregulated genes）を探索し、データを重ね合わせて候補遺伝子群に絞っ

た。最も、発現が上昇している遺伝子としてGREB1が指摘され、ヒト大腸癌でも検証したとこ

ろ、BRAF変異型大腸癌で遺伝子発現量が高く、予後不良であることが確認された（下図）。 

以上より、KRAS-BRAF axisによるMAPK pathwayの活性化したモデル（CMS3モデル）では、

Greb1の標的分子として活性化しており、ヒトのBRAF変異型においてもGREB1の蛋白質発現が上

昇しており、治療標的としての可能性が示唆された。 



 

 

２）ヒト PTEN 欠損型大腸癌のマウス疾患モデルとして Apc+Pten 欠損マウスは有用である 

Apc+Pten欠損マウス（CMS4モデル）で特異的はPhenotypeが出たため追加解析を行なった。腫

瘍の新鮮凍結検体からマイクロダイセクション法で腫瘍部分と正常部分の組織由来のtRNAを抽

出し、網羅的遺伝子発現解析用のDNAチップ（affymetrix）を用いて転写産物の発現プロファイ

ルを比較した。KEGG C2 gene setを使ったGene Set Enrichment Analysis (GSEA)での解析で

は、Ptenのヘテロでの欠失により、８つのpathwayが上昇し、28のpathwayが抑制されていた。

これらマウスモデルから作製したオルガノイドについても、形態の観察ならびに分子マーカー

の発現解析をin vitro実験系で確認を行なっており、今後、抗がん剤のスクリーニングに応用

可能が期待できる結果が得られつつある。 
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