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研究成果の概要（和文）：ヒト大腸癌のオルガノイドにフソバクテリウムを感染させるとオルガノイドに形態変
化が起こり、細胞の増殖能や遊走能が向上することを、RT-PCR、蛍光免疫染色、ウェスタンブロッティングを用
いて証明した。そのオルガノイドをマウス脾臓に移植すると数週間で肝転移が得られる。フソバクテリウムの影
響により転移巣の数や体積は増えたように見えた。今後、マウスの個体数を増やし統計学的な検証が必要であ
る。
本研究によりフソバクテリウムが上皮間葉転化の促進を通じて大腸がんの転移に寄与していることが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：We have demonstrated that infection of the organoids from human colon cancer
 with Fusobacterium causes morphological changes and increases the proliferative and migratory 
capacity of the cells using RT-PCR, fluorescent immunostaining, and Western blotting. The organoids 
were transplanted into the spleen of mice. Within weeks, liver metastasis appeared. The number and 
volume of metastases appeared to increase under the influence of Fusobacterium. Further statistical 
verification is needed by increasing the number of mice. This study suggests that Fusobacterium 
contributes to colorectal cancer metastasis through promotion of epithelial-mesenchymal transition.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
国立がん研究センターが公表している2020年のがん統計のまとめによると、大腸がんの死亡数の順位は男性で3
位、女性では1位で、今後も死亡数が増えていくことが予想される。大腸癌は他の癌種よりも様々な治療選択枝
があるものの十分とは言えず、フソバクテリウムが大腸癌の発癌や進展に与える影響を解明できれば、フソバク
テリウムが新しい治療ターゲットになりえる可能性がある。本研究はその一端を示すことができたと考えてお
り、本研究を基礎から臨床に広げていくことが重要であると考えている。

※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。



大腸癌オルガノイド 
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１． 研究開始当初の背景 
Fusobacterium nucleatum は口腔内常在菌であるがしばしば大腸がん局所に存在し、大腸発がん

と進展に寄与していることが示唆されている。H.pylori の研究が胃がん治療のブレイクスルー

をもたらしたように、フソバクテリウムの研究が大腸がん治療のブレイクスルーをもたらすこ

とが期待される。しかしこれまでのフソバクテリウムに関する報告の多くは断片的であり、また

再現性に欠け、この菌が大腸発がんや進展にどのように寄与しているのか、以前として全体像は

明らかになっていない。 

 

２． 研究の目的 

そこで大腸がんとフソバクテリウムの関係について簡便かつ再現性をもって検証できるモデル

を確立し、フソバクテリウムが大腸発がんと進展にもたらす影響を評価したい。大腸がんオルガ

ノイドは臨床検体から樹立し、フソバクテリウムは口腔内もしくは大腸がん検体から分離した

株を用いることで、より生体内に近い環境を再現する。そしてフソバクテリウムが大腸がんの治

療戦略において新しい治療ターゲットになり得るかどうか評価を行う。 

 

３． 研究の方法 

A) 臨床検体(内視鏡検体)から大腸オルガノイドを樹立し、安定的な継代ができるような培養

条件の検討と技術を確立する。これまでの既報※を参考、改変した。※ Sato T, Stange DE, 

Ferrante M, Vries RG, Van Es JH, Van den Brink S, Van Houdt WJ, Pronk A, Van Gorp 

J, Siersema PD, Clevers H. Gastroenterology. 2011 Nov;141(5):1762-72 

B) 大腸がんオルガノイドにフソバクテリウムを感染させる。感染後から経時的に表現型の観

察を行い、RT-PCR、免疫染色、ウエスタンブロッティング等によりフソバクテリウムによっ

てもたらされた変化を分子生物学的な側面からも検証する。特に浸潤・転移能の獲得につ

ながる上皮間葉転換に注目した。  

C) マウス脾臓に大腸がんオルガノイド移植し肝転移を生じさせる転移モデルを作成した。フ

ソバクテリウムの感染の有無により浸潤、転移能に有意差があるかどうかを評価した。 

 
４． 研究成果 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

検討を重ね臨床検体からオルガノイドを樹立する方法を確立した。検体は 1,2 mm 角程度の微小

な組織片で十分で 12 well プレート 2well に広げると丁度よい密度である。がん、腺腫からのオ

ルガノイドの樹立には Wnt 経路のファクターは不要でだった(必須とされることが多い)。成功

率は、55.6%(10/18)であり、回数を重ねるごとに樹立率は向上した。 
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オルガノイドの形態変化 E－cadherin免疫染色 

 

大腸がんオルガノイドの継代時にフソバクテリウムを感染させた。フソバクテリウムは適切な

濃度に調整し菌数をそろえた。フソバクテリウムを感染させることにより、細胞増殖が亢進する

が、これは大腸がんオルガノイドに特有の事象であり、正常大腸と腺腫由来のオルガノイドでは

確認できなかったのは興味深い。RT-PCR では Cyclin D1、c-Myc、Ki67 といった細胞増殖マーカ

ーの増加が確認された。またフソバクテリウムを感染させることでバルーン状に発育するはず

のオルガノイドが桑実状に発育するというダイナミックな変化があった。HE 染色をすると細胞

間のタイトジャンクションのゆるみと内腔への細胞の増殖が観察され、細胞の浸潤、遊走能の獲

得が形態の変化をもたらしたのではないかという仮説に至った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

スクラッチテストを行い細胞の遊走能を評価すると、フソバクテリウム感染の前後で大きな差

を認め、再現性があった。顕著な遊走能の亢進、すなわち転移能の獲得につながるこの現象は、

上皮間葉転化にフソバクテリウムが関与している可能性を示唆する。感染させたオルガノイド

の免疫染色を行うと、上皮系マーカーである E-cadherin は発現が低下し、間葉系マーカーであ

る N-cadherin は発現が軽度上昇していた。他のα-SMT や Vimentin といった間葉系マーカーの

免疫染色は条件検討中である。 

 

ヌードマウス脾臓にがん由来のオルガノイドを移植し肝転移させるモデルを樹立した。Vitro で

の仮説を vivo で検証すると同時に、生体内の微小環境を加味した評価することができる。 

フソバクテリウムの感染の有無にかかわらず、最低 105個の細胞を移植すると、約 4週間で肝転

移が得られる。肝転移巣の組織像は大腸癌オルガノイドを皮下移植した際に得られる腫瘤と

類似しており、上皮マーカーである CK19 や大腸癌に特徴的なβ-catenin で免疫染色され

染色され、オルガノイドの肝転移であることを確認できた。転移数や体積についてフソバク

テリウムの感染有無で比較したところ、感染により転移数も、体積の大きな転移巣も増えた

ように見えるが、個体数を増やして有意差について統計学的な検証を行う必要がある。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 肝転移拡大像 肉眼的所見 



 

大腸がん肝転移からフソバクテリウムを検出したという報告があり、肝転移巣からフソバクテ

リウムを検出できないか取り組んでいる。HE 染色でも顕鏡は可能だがもっとはっきりと同定す

るために in situ hybridization（ISH）法も検討している。 

今後、感染前後の変化、移植前後での変化について網羅的な遺伝子解析を行う予定である。 

 

本モデルによりフソバクテリウムが大腸がんに及ぼす影響の一部を検証できたと考えている。 

当初、発がんメインでの研究を想定していたが、形態変化というダイナミックな事象から転移能

の獲得への仮説が生まれ、フソバクテリウムが大腸がんの進展に与える影響をメインに検証す

ることになった。結果としてフソバクテリウムが上皮間葉転換を促し、大腸がんの転移に寄与し

ていることが不十分ながら証明することができた。フソバクテリウムは大腸癌の新たな治療タ

ーゲットになり得る可能性が示唆された。基礎研究として裏付けの検証を継続しつつ、今後は臨

床研究に広げていきたい。 

一方、発がんについては、adenoma-carcinoma sequence を想定し、腺腫由来のオルガノイドに

フソバクテリウムを感染させ経時的な変化を追ったが、細胞増殖能は大きな変化がなく、形態変

化がもたらされたオルガノイドは少なかった。これまでの報告では、腺腫からのフソバクテリウ

ムの検出率は低く、自身の研究室でも腺腫からフソバクテリウムの分離、培養には成功していな

い。がん細胞とフソバクテリウムの親和性(接着性)は指摘されているが、腺腫とフソバクテリウ

ムの親和性はさほどないことが推測される。 
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