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研究成果の概要（和文）：大腸腺癌の一亜型である粘液癌は、通常の大腸腺癌に比べてリンパ管侵襲性が高く予
後不良である。私たちは、通常の大腸腺癌ではDUSP4が癌細胞の増殖・浸潤に関わるがん抑制遺伝子であると報
告した。一方、粘液癌ではDUSP4の発現亢進が観察され、通常の大腸腺癌における機能とは異なることが示唆さ
れた。そこで、DUSP4高発現細胞株でDUSP4の発現を低下させると増殖能が顕著に抑制された。これらの知見か
ら、「DUSP4は通常の大腸腺癌ではがん抑制遺伝子として、粘液癌ではがん遺伝子として機能する」との仮説を
得た。本研究では、粘液癌の病態解明のため粘液癌オルガノイドの樹立を試みた。

研究成果の概要（英文）：Mucinous carcinoma, a subtype of colorectal adenocarcinoma, has a higher 
lymphatic invasion and poorer prognosis than conventional colorectal adenocarcinoma. We have 
reported that DUSP4 is a tumor suppressor gene involved in regulation of cell proliferation and 
invasion in conventional colorectal adenocarcinoma. On the other hand, increased expression of DUSP4
 was observed in mucinous carcinoma, suggesting that its function is different from that in 
conventional colorectal adenocarcinoma. By downregulation of DUSP4 expression in a colorectal cancer
 cell line highly expressing DUSP4, the proliferation ability was significantly suppressed. From 
these findings, we hypothesized that DUSP4 functions as a tumor suppressor gene in normal colorectal
 adenocarcinoma, and as an oncogene in mucinous carcinoma. In this study, we attempted to establish 
mucinous cancer organoids to elucidate the pathogenesis of mucinous cancer.

研究分野：人体病理学

キーワード： 大腸粘液癌　オルガノイド　がん関連遺伝子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、公的細胞バンクには大腸粘液癌の形質を保持した細胞株がない。本研究では、患者検体から粘液癌のがん
オルガノイドを樹立し、粘液癌の新規研究ツールとしての培養モデルを確立する。さらに、これらを用いて粘液
癌の発症・進展に関わる分子メカニズムを解明する。本研究の成果は粘液癌の早期診断法や新規治療法の開発に
役立ち、大腸癌全体の治療成績の向上に寄与することが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
全大腸癌症例の 10%前後を占める粘液癌は、大腸腺癌の一亜型である。発生部位（回盲部と

直腸に多い）やゲノム異常（マイクロサテライト不安定性で、KRAS や BRAF の変異頻度が高

く、APC や p53 の変異頻度は低い）に特徴があり、通常の大腸腺癌に比べ、リンパ管侵襲性が

高く予後不良であると報告されている。 

 私たちはこれまで、通常の大腸腺癌では

DUSP4 の発現が表層で亢進し、浸潤部では低下

すること（右図）を見出し、DUSP4 が癌細胞の

増殖・浸潤に関わるがん抑制遺伝子であると報

告した（Cancer Sci. 2018）。一方、多くの粘液

癌症例では、表層から浸潤部に至るまで DUSP4

の発現亢進が観察され（右図）、通常の大腸腺癌

における機能とは異なることが示唆された。そ

こで、DUSP4 高発現細胞株において、siRNA で

DUSP4 の発現を低下させると、アポトーシス誘

導と細胞周期遅延が生じて、増殖能が抑制され

た（Biochem Biophys Res Commun. 2020）。これらの知見から、「DUSP4 は通常の大腸腺癌では

がん抑制遺伝子として、粘液癌ではがん遺伝子として機能する」との仮説を得た。通常の大腸

腺癌とは異なる発癌機序を呈する粘液癌の病態解明は、早期診断法や新規治療法の開発に役立

ち、大腸癌全体の治療成績の向上に寄与することが期待される。 

 
２．研究の目的 
粘液癌を対象としてこれまで多くの臨床病理学的解析が施行されているが、そのほとんどが

ホルマリン固定された組織ブロックと臨床病理情報を用いたものである。「粘液癌はどのシグナ

ルパスウェイに依存して増殖・浸潤するのか？」、「どの分子が治療標的となりうるのか？」と

いった細胞生物学的な問いに答えるためには、粘液癌の組織培養が必須となる。しかし現時点

で、公的細胞バンクには粘液癌の形質が保持された細胞株はない。本研究で私たちは、手術検

体から粘液癌の組織培養系（オルガノイドや細胞株）を樹立する。そして、「生きている組織」

を用いた機能解析を遂行することで、粘液癌の発症・進展に関わる分子メカニズムの解明と得

られた知見の臨床応用を目指す。 
 
３．研究の方法 
―大腸粘液癌の組織培養系の確立― 

(1) 粘液癌切除組織の癌部および非癌部から 3-5 mm 大の検体を採取

する。それぞれ細切・酵素処理にて上皮細胞を分散させ、立体培養

（オルガノイド：右図）と平面培養（細胞株）を開始する。オルガ

ノイドの培養条件は通常の大腸腺癌のものに準拠する。細胞株の培

養はオルガノイドの培養液を用いて行い、樹立完了後、一般細胞株

の条件に順応させる。樹立後は一部を細胞保存液に分散させて液体

窒素タンクに保管する。 

(2) 樹立したオルガノイドおよび細胞株の in vitro における生物学

的特性（増殖能、浸潤能、運動能）を調べる。また、オルガノイドについてはパラフィンブロ

ックを作製し、その切片を用いて組織学的所見（増殖パターン、細胞極性、核異型性など）を

得る。さらに、免疫組織化学を施行して、粘液癌の形質（粘液産生能、細胞増殖能、細胞内シ

グナル経路の活性化レベル）を確認する。 

(3) 免疫不全マウスに皮下移植して、腫瘍形成性と粘液癌の組織形態像を確認する。マウスに

生着可能なオルガノイドについては腫瘍形成後に、各種抗がん剤を投与して腫瘍縮小効果を観



察する。コントロールとして、すでに樹立している通常型大腸腺癌のオルガノイドを用いる。

粘液癌および通常型大腸腺癌の移植腫瘍を採取して、RNA およびタンパクを抽出して、トラン

スクリプトーム解析やリン酸化プロテオーム解析を施行して、両者の治療抵抗性の差異に関連

する分子を同定する。 

 

４．研究成果 

(1) 大腸粘液癌オルガノイドの樹立 

研究期間内に計 15 症例の大腸粘液癌患者か

ら 8例のがんオルガノイドに樹立に成功した。

成功した 8例のうち、組織学的に粘液癌の所見

を呈していたのは 3例だった。そのうちの 1例

を右図に示す。 

残りの 5例は、通常型の腺癌の像を示した。粘

液癌は、通常型腺癌の部分が混在するものが多

い。おそらくその部分から組織片を採取したた

めと考える。また、オルガノイド樹立が失敗し

た 7例については、培養中に増殖停止したのが

5例、細菌のコンタミネーションが 2例であった。粘液癌の培養には通常型腺癌に用いる培養

液にさらなる培養試薬（増殖因子や分化抑制因子など）の添加が必要となることが示唆され

た。また、粘液癌は直腸の痔瘻癌として発症する割合が多く、コンタミネーションを認めた 2

例とも直腸痔瘻癌であり、有効な抗生剤の追加も望まれた。 

(2) 大腸粘液癌オルガノイドの細胞生物学的解析 

 樹立した粘液癌オルガノイド 3例の増殖能を検討した。通常型腺癌のオルガノイドと比較し

て、同等あるいはやや低下していた。癌細胞の特徴とともに培養条件も影響するため、今後症

例数を増やしていく過程で培養条件の最適化も必要である。 

(3) 免疫不全マウスでの生着能の検討 

 樹立した粘液癌オルガノイド 3例について、免疫不全マウス（NSG マウス）に皮下移植して

生着能を検討した。いずれのオルガノイドも移植後数日で微小な腫瘤は形成するものの、その

後、増殖傾向は認めなかった。消退した腫瘤組織を採取して組織学的に観察したが、明らかな

粘液癌はみられなかった。移植するオルガノイド数の増量や免疫不全マウスの変更、皮下移植

に加えて、マウス膵臓への同所移植を検討しているところである。 

現在、オルガノイド培養の条件の最適化を進めている。具体的には、既存の培養液に含まれ

る培養試薬の必要性を検証することと、新たな増殖因子の有用性を検討している。また、細菌

や真菌に有効な抗生剤、抗菌薬の選択も行っている。 

 

【今後の展開】 

―重要なシグナルパスウェイの同定と治療応用― 

(1) 粘液癌、通常型腺癌、および正常上皮由来のオルガノイドから RNA を抽出して、網羅的発

現解析（Agilent）を行う。粘液癌で発現変動する遺伝子群を抽出し、それらをパスウェイ解析

データベース(Ingenuity Pathway Analysis, Ingenuity Systems)に連携して、粘液癌特異的に

活性化しているシグナルパスウェイの概要を得る。さらに、オルガノイドのタンパク液を抽出

して、リン酸化タンパクアレイを用いて活性化シグナルパスウェイを確認する。 

(2) 活性化シグナルパスウェイを構成する分子の中から、特異的阻害剤が存在し標的分子とな

りうる分子を選択する。免疫不全マウス移植モデルを作成して、移植したオルガノイドが生着

後、阻害剤を投与（経口、腹腔）して、腫瘤の縮小効果や遠隔臓器（肝、肺、脳など）への転

移抑制効果、生存期間の延長効果などを調べる。 

以上の研究項目を実施することで大腸粘液癌の病態解明と、得られた知見に基づく新規治療

法の開発を目指す。 
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