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研究成果の概要（和文）：癌オルガノイドの次世代シークエンス解析から分化転換因子候補として抽出されたマ
イクロRNA miR-148a-5p 、 miR-130b-5p、miR-204-5p、miR-143前駆体から派生するmiR-145-5p（passenger 
strand）、miR-143-3p (guide strand)、miR-139-3p 、miR-30c-1-3pとmiR-30c-2-3pが癌抑制型マイクロRNAで
あることを明らかにした。
VEGF阻害剤がPD-1陽性細胞を減少させ、FOXP3陽性リンパ球とCD163 陽性単球の浸潤を阻害することを明らかに
し、大腸癌腫瘍免疫環境の変化を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We underwent Next-generation Sequencing using organoids which made from 
clinical samples from esophageal cancer, gastric cancer, pancreatic cancer and colon cancer. And 
then, we candidate differentiation factors for cancer were identified. Additionally, expression 
analysis of extracted microRNAs revealed that miR-148a-5p, miR-130b-5p, miR-204-5p, miR-143-3p, 
miR-139-3p, miR-30c-1-3p, and miR-30c-2-3p are tumor-suppressive microRNAs. Furthermore, using 
samples from colorectal cancer patients who underwent chemotherapy, it was revealed that VEGF 
inhibitors may reduce the number of PD-1 positive cells and inhibit the infiltration of FOXP3 
positive lymphocytes and CD163 positive monocytes in the tumor environment. This provides new 
insights into changes in the tumor immune environment and may contribute to the development of 
therapeutic strategies.

研究分野：消化器外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で当初の目標であった消化器固形癌において、治療抵抗性腫瘍に分化転換を誘発し，組織型・分化型を変
化させて全く新しい個別化治療を実現することはできなかったが、抽出した分化転換因子候補の中で，いくつか
の癌抑制に働くnon-coding RNAとその標的分子を同定することができ，今後の研究の新たな足がかりを作ること
ができた。また，現在，様々な免疫チェックポイント阻害剤が開発される中、その効果を左右する腫瘍免疫環境
の一部を明らかにしたことは、治療抵抗獲得の機序を解明する一助になると考えられる。

※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、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、消化器癌の治療において集学的治療が目覚ましく進歩している。例えば切除不能進行
大腸癌は最近 20年間で、生存期間中央値約 10ヶ月が新規抗癌剤と分子標的薬の登場で約 30ヶ
月に延長し（Benook A., et al, ASCO 2014）、限定的ではあるが免疫チェックポイント阻害剤も
使用され始めている（Subbiah V., et al, Ann Onclol 2020）。 一方、固形癌には様々な原発臓器
が存在し組織型や分化型で細分類されてるものの治療方法は細分化されていない。さらに癌細
胞の分化や上皮・間葉転換（EMT）に代表される癌組織の不均一性(heterogeneity)や、TGF-β
や間質細胞が関連した「分化転換（trans-differentiation）」という概念が報告（Somerville T, et 
al, Cell Rep. 2018, eLife 2020）されたが、この多様性は培養癌細胞株を用いた in vitro研究を
制限しているのが現状であった。腫瘍組織を研究対象とするのが理想だが、組織量や放射線や化
学療法の影響が問題となることから、近年 in vitroと in vivoをつなぐ新しい研究プラットホー
ムとして注目されされているのが各種臓器で特定の器官の細胞を三次元的に培養した立体組織
であるオルガノイド（小器官）であり、癌組織から生成された癌オルガノイドが癌研究の新たな
ツールと期待されていた。申請者らもいち早くオルガノイドに注目し研究を進めてきた。医療経
済的側面からも治療抵抗症例の治療継続は合理的でなく、個々の患者に最もふさわしい治療法
を選択する個別化テーラーメイド医療が理想である。今回の研究で明らかにする分化関連因子
を臨床応用することによって、組織型や分化型を誘導・変化させることができれば、個別化治療
の可能性は各段に広がると考えられる。以上より、癌組織の組織型や分化型を規定する因子を解
明することが今後の大きな課題となると考えており、当研究を発案した。 
２．研究の目的 
固形癌における腫瘍内不均一性(heterogeneity)と「分化転換」に着目し，「腫瘍の組織型・分
化型を明確に規定する因子」を同定し個別化治療における治療選択・予後予測につなげることが
本研究の目的であった。申請者らは世界で初めて食道扁平上皮癌の生検組織を 3D培養しオルガ
ノイド作成に成功し報告（Kijima T, Kita Y.,et al,Three-Dimensional Organoids Reveal 
Therapy Resistance of Esophageal and Oropharyngeal Squamous Cell Carcinoma Cells. Cell 
Mol Gastroenterol Hepatol. 7(1):73-91. 2019(PMID:30510992)）、さらに培養条件，微小環境を
考慮した共培養，オルガノイド形態の追求と機能解析を進めている．また DNA損傷を誘発する
腫瘍形成性化合物である 4NQOをノックアウトマウスに経口投与し発癌モデルを確立している。
この 2つのプラットホームを駆使して、「分化転換」関連因子を同定、機能解析し、最終的に in 
vivoで組織型・分化型の変化を確認、治療効果の変化まで明らかにすることを目標とした。固形
癌生検組織、特に扁平上皮癌からのオルガノイドの作成成功の報告は世界的に少なく、さらに、
癌組織の不均一性、特に「分化転換」に注目し機能解析し、in vivoで治療抵抗性腫瘍の組織型・
分化型を変化させた報告はなく、以上の実現は癌個別化治療に繋がることは間違いなく独自性
と創造性を兼ね備えると考え研究を開始した。 
３．研究の方法 
（1）第 1段階：マウス発癌モデルで分化転換因子候補を抽出 
4NQO 投与ノックアウトマウス発癌モデルで、正常、異型上皮（早期癌）、扁平上皮癌、リンパ節
転移（進行癌）のオルガノイドをそれぞれ作成し比較する（オルガノイドの個数、形態、大きさ、
細胞増殖能力、浸潤能力、細胞周期、アポトーシス等）。特に、ここではオルガノイドのクオリ
ティーを考察し、独自の方法でモノクローナルなオルガノイドを作成する。申請者らが重点的に
注目しているCD44やNotchを主とする幹細胞マーカー・癌代謝領域オートファジーマーカーは、
細胞分画や caspase 3 活性アッセイや CYTO-ID® オートファジー検出アッセイで詳細な解析を
行い、必要に応じて sorting を行い、その相違・変化を明確にする。最終的に Non-coding RNA
にも解析対象を広げ，相違・変化が大きかった 2群で次世代シークエンサーを用いた網羅的遺伝
子解析による比較を行い、組織型・分化型を規定する候補因子を抽出する。さらに 4NQO を P53
ノックアウトマウスに投与すると高頻度に腺癌と扁平上皮癌という 2 つの組織型を併せ持つ食
道腺扁平上皮癌が発生し、それぞれの組織型からオルガノイド作成を作成することに成功して
おり。この食道腺扁平上皮癌モデルも活用する。 
（2）第 2段階：候補因子を用いての検証 
第 1 段階で抽出した候補因子を用いて分化転換を試みる。ヒト組織から作成したオルガノイド
を用いて siRNA や ShRNA による発現抑制、プラスミドベクターによる過剰発現を誘導し、組織型
変化、分化誘導を検証する。クローニングや発現ベクター作成が比較的容易で発現導入が可能な
Non-coding RNA を優先して研究を進める。食道腺扁平上皮癌モデルを用いた pilot study では、
腺癌成分から作成した腺癌オルガノイドに幹細胞関連の Notch 1 inhibitor を投与すると扁平
上皮癌様のオルガノイド様に変化し分化転換が可能であった。またオートファジー（がん細胞の
自食作用のスイッチ）を阻害することで知られるヒドロキシクロロキン（抗マラリア剤）でも検
証する。オルガノイドの形態で分化転換の可能性を確認したのち、そのオルガノイドをさらにマ
ウスに投与を行い、病理学的に組織型を確認する。同様の腺扁平上皮癌モデルの Pilot study で
は、扁平上皮癌オルガノイドの Xenograft で扁平上皮癌成分の中に少数ではあるが、腺癌成分を
確認しており、分化転換の可能性を示唆している。 
 



（3）第 3段階：腫瘍縮小・薬剤耐性の変化の検証（治療に向けた応用） 
分化転換を起こす前後のオルガノイドで腫瘍縮小効果や薬剤耐性の変化を確認する。従来の
抗癌剤に加え、分化転換因子そのものの効果も検証する。この解析で大きな違いを認めるようで
あれば分化転換因子が関連する可能性が高い経路のリン酸化や活性までを検証する。最終的に、
マウス発癌モデル、xenograft モデルで分化転換因子と分化型、組織型、Pathway に対応した抗
癌剤との併用で治療効果を検証する。本研究で見出した分化転換因子を用いて消化器癌の分化
や組織型を変化させ、従来の抗腫瘍薬の感受性に対応させるという全く新しい癌個別化治療の
可能性を探る。 
 
４．研究成果 
（1）分化転換研究の根底となる「腫瘍の組織型・分化型を明確に規定する因子」を同定すべく
4NQO 投与ノックアウ トマウス発癌モデルで、正常、異型上皮（早期癌）、扁平上皮癌、リンパ節
転移（進行癌）のオルガノイドをそれぞれ作成した。食道癌、胃癌、膵臓癌、大腸癌の臨床サン
プルからオルガノイドを作成し、次世代シークエンス解析を行い、分化転換因子候補をスクリー
ニング行った。 
（2）臨床サンプルの次世代シークエンス解析によって抽出されたマイクロ RNA、miR-148a-5p 
（Fukuhisa H et al, J Hum Genet. 2019）, miR-130b-5p（Kawagoe Ket al, J Hum Genet. 
2020）、miR-204-5p（Khalid M et al, Cancers (Basel). 2019）が、胃癌、膵臓癌において、そ
れぞれ、SERPINH1、EPS8、RACGAP1 を抑制し、がん抑制に働くことを報告した。食道扁平上皮癌
では、miR-143前駆体から派生するmiR-145-5p（passenger strand）とmiR-143-3p (guide strand)
に着目し、ともに食道扁平上皮癌細胞で癌抑制型マイクロ RNA であることを明らかにしマイク
ロRNAが制御する癌促進型遺伝子の探索を行い、HMGA2およびKRT80を見出し論文発表した(Wada 
M et al. J Hum Genet. 2020)。さらに大腸癌オルガノイドより RNA- Sequencing を行い、miR-
490 前駆体から派生する miR-490-3p を抑制型マイクロ RNA として同定し、その抑制ターゲット
である IRAK1、FUT1、 GPRIN2 遺伝子が大腸癌の予後と相関することを論文発表した（Hozaka N, 
et al., Int J Mol Sci 2021）。マイクロ RNA、miR-139-3p が細胞増殖、浸潤能、遊走能いずれ
も抑制する抗腫瘍効果を持つことを明らかにし、その標的遺伝子が KRT80(Keratin80)であるこ
とを同定した。さらに、miR -139-3p 導入株および siKRT80 導入株で、Akt のリン酸化タンパク
の発現が抑制されている事より、miR-139-3p が Akt のリン酸化を阻害していることを明らかに
した。KRT80 のさらに下流の制御を確認するため、siKRT80 導入した HCT116 についてアレイ解析
を施行，HK2(Hexokinase2；Hexokinase family の１つで，Akt と HK2 はがん細胞において過剰発
現し、さらにともにインスリンにより発現量が増加することから，PI3K/Akt シグナル伝達系と
ヘキソキナーゼ 2の発現量に正の相関があることが報告されている)の発現が抑制されているこ
とを明らかにし、治療対象としての KRT80 の可能性を見出した（Yasudone R, et al.Int J Mol 
Sci. 2022 ）。 
（3）化学療法を行った大腸癌切除標本を用いて，VEGF 阻害剤が PD-1 陽性細胞の数を減少させ、
FOXP3 陽性リンパ球および CD163 陽性単球の浸潤を腫瘍環境で阻害する可能性があることを明
らかにし、進行性大腸癌患者の腫瘍免疫環境の変化について論文発表した（Hamada Y, et 
al.Scand J Gastroenterol. 2023）。 
（4）さらに次世代シークエンス解析によって抽出された passenger strand miRNA、miR-30c-1-
3p と miR-30c-2-3p とそのターゲットの 7 つの遺伝子（TRIP13、CCNB1、RAD51、PSPH、CENPN、
KPNA2、MXRA5）を同定、ルシフェラーゼアッセイで、TRIP13 がこれら 2 つの miRNA によって直
接制御されていることを明らかにした。TRIP13 の 13KO で、BrCa 細胞の増殖は抑制され、特異的
阻害剤を用いた TRIP13 不活性化で BrCa 細胞の悪性度を抑制した。以上 TRIP13 の癌治療への可
能性を論文発表した（Mitsueda R, et al., Cancers (Basel) 2023）。さらに、ヒトゲノムの 7
つの遺伝子によってコードされる WD リピートドメインを含むアクチン関連タンパク質であるコ
ロニンタンパク質に着目、うち CORO1C および CORO2A の高発現が、膵管腺癌（PDAC）患者の予後
と相関した。さらに CORO1C に注目し、CORO1C のノックダウンにより、癌細胞の表現型、特に癌
細胞の遊走と浸潤が抑制された。さらに in silico 解析より、5つの miRNA（miR-26a-5p、miR-
29c-3p、miR-130b-5p、miR-148a-5p、miR-217）が PDAC 細胞における CORO1C の発現を制御する
推定候補 miRNA であることを突き止め、この 5 つの miRNA すべてが腫瘍抑制機能を示し、miR-
130b-5p を除く4つのmiRNAが PDAC細胞におけるCORO1C の発現を制御することを明らかにし論
文発表した（Fukuda K, et al., Genes (Basel) 2023）。 
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