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研究成果の概要（和文）：ヒト胃がんで高頻度な遺伝子異常をマウス腺胃由来正常オルガノイドに組み合わせて
再現し、多様な組織像の腫瘍を作成した。同一の遺伝子異常でも腫瘍の多様性および腫瘍内不均一性が高いこ
と、活性型Kras変異が単独では培養中に排除されることを明らかにした。免疫不全マウス皮下における間質との
相互作用が惹起するエピジェネティックな変化、およびクローン選択が重要であることを確認した。化学物質と
遺伝子異常による発がんの協調作用について腫瘍原性の低いオルガノイドへの投与により充実性の腺がんが誘導
される遺伝毒性物質を見出した。びまん型胃がんの特徴である印環細胞も誘導するなど、遺伝子改変マウスの結
果を一部再現した。

研究成果の概要（英文）：Tumors with diverse histology were generated by reconstituting genetic 
abnormalities that are frequently found in human gastric cancer in normal murine gastric organoids. 
We found high inter-tumor diversity and intratumor heterogeneity even with the same genetic 
aberrations, and that active Kras mutations alone are eliminated in culture. Epigenetic changes 
induced by stromal interactions in subcutaneous immunocompromised mice and the importance of clonal 
selection were confirmed. Genotoxic substances were found to induce enhanced adenocarcinoma when 
administered to organoids with low tumorigenicity. The results were partially replicated in 
genetically engineered mice, including the induction of signet-ring cells, a characteristic feature 
of diffuse-type gastric carcinoma.

研究分野： 分子腫瘍学

キーワード： 胃がん　オルガノイド　発がん

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子改変マウスを作成しなくても、同等の胃発がんがオルガノイドを用いた皮下移植モデルによりかなりの程
度迅速に再現可能であることを示した。ただし、腫瘍の多様性および腫瘍内不均一性が高いことから、上皮と遺
伝子変異に加えて間質との局所的な相互作用の重要性が示唆された。化学発がんモデルも確立できたことから、
化学発がんに抵抗性とされる胃がんの新規モデルとしての有用性が期待される。

※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。



１．研究開始当初の背景 

主にピロリ菌感染を背景として発症する胃がんは、世界のがん死亡原因の 3 番目を占めるなど

人類に対する健康上の重大な脅威となっている。ゲノム解析の進展により胃がんで高頻度の遺

伝子異常やシグナル経路異常の解明が進んだ。また、胃発がんには多数の遺伝・環境要因、それ

らの相互作用等が複雑に関与するが、発がん機構の全貌は未解明である。その原因として、対応

する異常を個体レベルで再現する遺伝子改変マウス(GEM)による疾患モデルの作成が追いついて

いないことが挙げられる。そのため、発症機構の解明や前臨床モデルの確立には依然として多く

の課題が残されている。一方、申請者はマウス正常オルガノイドへの遺伝子導入と免疫不全マウ

ス皮下への接種を組み合わせた、迅速かつ簡便な「ex vivo 発がんモデル」を複数の臓器に対し

て構築してきた。そこで、本研究ではこの手法をマウス胃細胞に適用すると同時に、さらに発展

させることで多様な遺伝子異常の発がん性検証や化学発がんモデルの確立を目指すこととした。 

 

２．研究の目的 

「ex vivo 発がんモデル」により最小限の要素で胃発がん過程の再構成を試みることを通して、

その発症機構の解明を行うことを本研究の目的とした。すなわち、マウスオルガノイドを用いた

再構成実験系を利用することで、(1)胃発がんにおいて最も本質的な要素や要素間の協調作用は

何か、 (2)どこまで病態が再現可能か、の二点を問うこととする。 

 

３．研究の方法 

(1)ex vivo 発がんモデルとして以下の手法で腫瘍を誘導する。すなわち、マウス腺胃より単離

した正常オルガノイドに対し、ヒト胃がんで頻度の高い遺伝子異常を組み合わせて再現した後

にヌードマウス皮下で腫瘍原性を確認する。遺伝子導入にはレンチウイルスベクターを用いて

shRNA, cDNA, Cre（conditional GEM に対して）を組み合わせて導入する。組み替えはゲノム PCR

および Western Blotting で確認を行う。 

 

(2) ゲノム解析により胃がんで変異頻度が高い遺伝子として TP53（50％）, ARID1A（14％）, 

PIK3CA（12％）, CDH1（11％）, SMAD4（8％）, APC（7％）, RHOA（6％）, KRAS（6％）などが

同定された(TCGA, Nature, 2014)。その結果、形態学に基づく従来の腸型・びまん型の 2分類に

代わり、OMICS 解析により明らかにされた遺伝子変異や活性化シグナル経路の情報を元に、(1) 

びまん性増殖と CDH1 および RHOA 変異を示すゲノム安定型(GS 型)、(2) TP53 変異と RTK-RAS 経

路の活性化および腸型分化を示す染色体不安定型(CIN 型)、(3) PIK3CA 変異と CDKN2A 発現抑制

を伴う EB ウイルス陽性型 (EBV 型)、(4) MLH1 変異と高変異表現型を示すマイクロサテライト

不安定型(MSI 型)、などに細分化した分類が新たに提唱されている。基本的にこれらの遺伝子異

常を組み合わせてサブタイプごとに再現するものとする。また、すでに他臓器オルガノイドにお

いて同一遺伝子異常を導入した際の発がん性と比較することで、臓器固有のエピジェネティッ

クな状態が発がん機構に与える影響も解析する。 

 

４．研究成果 

４−１.サブタイプごとの再現 

(a) びまん型・GS 型  

p53 欠失または Cdh１発現抑制は単独では発がん性を示さないが、組み合わせ（C5）により腺癌

が誘導された（100%）。CDH1 変異陽性びまん型胃がんの特徴である印環細胞を一部の腫瘍に認め



るなど、GEM の結果を一部再現したが、基本的に腺管優位の腸型であり、びまん型の誘導には胃

微小環境が重要であり、皮下組織では完全に代償できないことが示唆された。びまん性胃がんで

高発現の IHH（Fukaya et al, Gastroenterology, 2006）を C5 オルガノイドに導入することで

びまん性増殖がどこまで再現可能か現在検証を継続している。 

(b) 腸型・CIN 型  

KrasG12D 変異単独を発現する細胞は膵臓オルガノイドと同様に培養中に排除されたが、p53 欠失

と組み合わせる（K5）ことで腺癌が誘導された（100%）。一方、胃特異的 K5 マウスに Cdh1 ヘテ

ロ KO を交配しても 20%の胃発がん率（Till et al, Cancer Res, 217）に留まり、過去に報告も

ないことから K5 マウスの胃発がん性は in vivo では極めて低い可能性が高いと考えられた。Apc

と p53の二重欠失(A5)ではカテニンの蓄積にも関わらず嚢胞(100%)の誘導に留まったことから、

大腸がんと比較して胃がんでは発がん性が低いと考えられた。 

(c) EBV 型  

Pik3caH1047R変異と p53 欠失の組み合わせでは腺癌（80%）から嚢胞（20%）まで幅広い悪制度の腫

瘍が誘導された。皮下では EBV 感染に伴う激しい炎症が存在しないために発がん率が 100%に至

らず、多様性が大きくなっている可能性が考えられた。また、EBV 型は CDKN2A 不活性化が高頻

度であることからPik3caH1047R変異Cdkn2aの発現抑制の組み合わせによる発がん性を検討したと

ころ、多様な腫瘍が誘導された。 

(d) MSI 型  

MSI 型では Tgfbr2 と Kras の二重変異の症例が報告されていたことから、当該変異を再現したと

ころ実際に発がんした。また、興味深いことにヒトでは稀な扁平上皮癌だった。  

 

４−２.解剖学的位置による発がん性の違い 

これまでは腺胃全体からオルガノイドを作成してきたが、胃底腺領域と幽門領域は肉眼的にも

容易に区別可能であり、また上記サブタイプについても部位により発症頻度が異なることが知

られている。そこで、両者を別々に採取して遺伝子異常を導入することで発がん性や組織像に差

が生じるか検討したが、全体として有意な差は認められなかった。このことはピロリ感染や 

 

４−３ ex vivo 発がんモデルと化学発がんの統合 

In vivo モデルにおいて、マウス胃は何らかの理由により化学発がんに抵抗性であることが知ら

れている。一方、K5 オルガノイドは GEM とは異なり全例が腺癌を形成することから、本実験系

では発がん性が増強される可能性がある。申請者は変異原と p53 欠失の組み合わせにより大腸

や乳腺のオルガノイドから腫瘍形成が可能なことを最近報告しており、胃においても腺癌未満

の弱い腫瘍原性しか持たない A5 および p53 欠失オルガノイドへの変異原投与により皮下腫瘍と

してがん化誘導が可能か検証した。その結果 MNU の投与により A5 由来の嚢胞が固形癌まで悪性

化することを確認した。 
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