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研究成果の概要（和文）：大腸癌の90%を占める高・中分化管状腺癌は、幹細胞を頂点とする正常大腸組織の細
胞系譜を反映することが知られているが、細胞組成が異なる低分化大腸癌の発生・恒常性維持機構は十分に理解
されていない。本研究では、患者由来オルガノイドを樹立し、解析プラットフォームを確立するとともに、遺伝
子変異・発現解析に加え、シングルセルレベルでのクローニングと異所・同所移植実験を行い、低分化腺癌、粘
液癌、印環細胞癌の3タイプの分化形質転換について検討した。

研究成果の概要（英文）：It is known that well- and moderately-differentiated tubular 
adenocarcinomas, which account for 90% of colorectal cancers, reflect the cellular lineage of normal
 colorectal tissues with stem cells at their apex. However, the mechanisms of development and 
homeostasis maintenance in poorly-differentiated colorectal cancers, which have different cellular 
compositions, are not well understood. In this study, we established patient-derived organoids and 
generated the analysis platform. Alongside gene mutation and expression analysis, we conducted 
single-cell level cloning and heterotopic and orthotopic transplantation experiments to investigate 
the differentiation conversion mechanisms of three types of poorly-differentiated colorectal cancer,
 including  mucinous carcinoma, signet-ring cell carcinoma, and poorly-differentiated 
adenocarcinoma.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 大腸癌　患者由来オルガノイド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
複数の細胞種が存在する低分化大腸癌から患者由来オルガノイドを樹立することにより、がん組織の細胞多様性
と可塑性の細胞生物学的な解析が可能になったことは、学術的に意義があると考えられる。また、進行が早く、
腹膜転移が多いとされ、予後不良であることが知られている低分化大腸癌の治療法開発の解析プラットフォーム
としての貢献が期待される。

※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 
生体組織は、厳密に制御されたプログラムに基づき、組織特異的な機能を維持する。各組織は、
成体幹細胞(Adult Stem Cell, AdSC)の dormant な性質により数十年という長期間にわたり、組織
恒常性が維持される。AdSC は、一定の割合で増殖細胞を生じることにより組織を構成する細胞
数を維持し、さらにそこから固有の機能をもつ分化細胞が生じる。消化管組織では、腸陰窩の底
部に存在する幹細胞から、水分と栄養の吸収に腸上皮細胞に加え、粘液やホルモンを分泌する分
泌系細胞が産生される。大腸癌は、幹細胞にドライバー変異が生じることにより発生し、正常組
織の細胞系譜を反映した細胞集団が構成されると考えられる。 
大腸癌では、明瞭で大きな管状構造をもつ高分化管状腺癌、比較的小型の管状構造からなる中分
化管状腺癌が 90%を占める。これらの高分化大腸癌は吸収上皮系細胞を主成分とし、その発生機
構については、遺伝子変異解析に基づく多段階発がんモデルが提唱され、モデルマウスを用いた 
解析により個体レベルで実証されている。一方、進行が早く、腹膜転移が多いとされ、予後不良
であることが知られている低分化大腸癌は、管腔構造に乏しい低分化腺癌、大量の粘液を産生し
粘液の結節を形成する粘液癌、細胞内に粘液を貯留し管腔形成が極めて乏しい印環細胞癌で構
成されるがそれらの発生機構および恒常性維持機構は、明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
これまで多くのがん研究で用いられてきた二次元培養細胞は、粘液貯留を始めとする様々な低
分化大腸癌細胞の形質の再現性に乏しいことが、研究推進の障害となっている。そこで本研究で
は、低分化大腸癌の手術検体から患者由来オルガノイド(patient derived organoids, PDOs)を樹
立することにより解析基盤を確立することを第一の目的とした。 
高分化管状腺癌では、幹細胞を頂点とする正常大腸組織の細胞系譜に従い発生するため、吸収上
皮様細胞を主成分とするがん組織が構成されると考えられる。これに対して、低分化大腸癌は、
多くの分泌系細胞で構成されることに加え、しばしば組織型が異なる複数のがん細胞で構成さ
れることなどから、高分化管状腺癌とは異なる分子機構を持つと考えられる。そこで、本研究課
題では低分化大腸癌組織の発生・恒常性維持機構を細胞生物学的に明らかにすることを目指し
た。 
 
３．研究の方法 
(1) 低分化大腸癌由来 PDOs の基盤整備 
手術時に低分化大腸癌の可能性が指摘された患者から PDOs を樹立するとともに、由来する患者
の属性やがん組織の発生部位や最終的な病理診断などの臨床病理学的情報を収集した。一部の
手術検体については、エクソームシークエンスと RNA-seq を行った。 
(2) オミックス解析 
PDOs のエクソームシークエンスおよび RNA-seq を行った。さらに一部の PDOs については、
由来する手術検体の空間的トランスクリプトーム解析を実施した。 
(3) 細胞生物学的解析 
PDOs の増殖を制御するニッチ因子を検討し、培養条件を最適化した。組織学的解析では、固
定・包埋による薄切標本の免疫染色に加え、オルガノイドの三次元構造を維持する固定および
免疫染色標本作成のプロトコルを作成した。さらにハイスループットな三次元画像取得と画像
解析技術を開発した。 
(4) 異所・同所移植実験 
PDOs の免疫不全マウスの腎臓への異所移植を行い、移植組織の組織学的解析を行った。また
小型内視鏡を用いた直腸への移植を行
い、同所移植による組織学的解析および
転移能の検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 低分化大腸癌由来 PDOs の基盤整備 
低分化大腸癌と診断された 20 名の患者
から PDOs を樹立した。原発巣に複数の
病変が認められた 3 症例からはそれぞれ
2 系統の原発巣由来 PDOs を、また肝転
移が認められた症例からは 3 つの独立し
た転移巣から PDOs を樹立した結果、計
26 個の PDOs を解析対象とした。手術後
の病理診断では、低分化腺癌 8、粘液癌 
11、印環細胞癌 1、高・中分化管状腺癌 
1、混在型 5 に分類された。また原発巣

 
図 1 低分化大腸癌患者由来オルガノイドのオ
ミックス解析 A.遺伝子変異解析。ピアソン相
関係数を示す B.遺伝子発現解析。階層的クラ
スタリング解析を示す。Poor:低分化腺癌、muc:
粘液癌、Signet: 印環細胞癌、sp：手術検体 



に複数病変を認めた 3 症例では、1 症例で 2 つとも粘液癌、2 症例では異なる組織型に分類さ
れた。肝転移症例から樹立された 4 つの PDOs は、いずれも低分化腺癌と診断された。また原
発巣の占拠部位は、右側、左側でそれぞれ 52%と 48%であった。 
(2) オミックス解析 
PDOs の遺伝子変異解析の結果、33%で APC 遺伝子変異、59%で TP53 遺伝子変異が生じてい
た。興味深いことに、41%に BRAF V600E 変異、15%に KRAS G12D/G13C/G13D 変異が確認さ
れた。APC、TP53、KRAS 変異の頻度は一般的な大腸癌に比べて低く、また BRAF 変異の頻度
が高いことから、解析対象となる PDOs セットは、生体内の低分化大腸癌の特徴を維持すると
考えられた。興味深いことに、BRAF 変異と KRAS 変異は相互排他的であり、遺伝子発現解析
では、異なるクラスタリングに分類されることが明らかになった。 
(3) 細胞生物学的解析 
ヒト大腸癌由来 PDOs は様々な形態を呈することが明らかになっていることから、AI による分
類器を開発した(Okamoto et al., 2022)。一方、96 ウエルオプティカルプレート上で培養した
PDOs の 3 次元免疫染色法を開発した(Sakahara et al., 2023)。各ウエルは低倍率レンズのスキャ
ンによりオルガノイドの位置を検索し、保存された位置情報に基づき高倍率レンズで 3 次元撮
像を行った。さらに独自プロトコルを作成し、ハイスループット解析を行った。PDOs の形態
に基づき、各オルガノイドを低分化腺癌、粘液癌、印環細胞癌に分類した。 
混在型 PDOs については、オルガノイドレベルのクローニングを行い、培養を継続したとこ
ろ、印環細胞癌型 PDOs は、その形態を維持したのに対し、低分化腺癌型 PDOs からは、粘液
細胞癌型 PDOs が生じ、二つのタイプが混在した。この結果は、①単一のオルガノイドに二種
類の細胞が存在し、継代の際にオルガノイドを細分化した結果、一方が優勢となり結果として
2 タイプ混在となる。あるいは、②低分化腺癌型から粘液癌型に形質転換した。という二つの
可能性が考えられた。そこで、細胞レベルのクローニングを行い、シングルセルからオルガノ
イドを作成したところ、低分化腺癌型と粘液細胞型の 2 つのタイプを独立に得た。しかし、長
期間培養すると、いずれのクローンも 2 つのタイプが混在した。これらの結果は、低分化大腸
癌型から粘液細胞癌型に加え、粘液細胞癌型から低分化大腸癌型へ、細胞レベルで形質転換を
生じることを示している。 
混在型 PDOs のプライマリーおよびサブクローンの遺伝子変異解析では、多くのドライバー変
異を共有しており、起源細胞を同一にすることが予想された。また、印環細胞型クローンとそ
れ以外の 2 群に分かれ、異なる遺伝子変異にはクロマチンリモデリング制御に関わる分子が含
まれていた(図１A)。低分化腺癌クローンと粘液癌クローンとの間に明らかな遺伝子変異の違い
を見出すことはできなかった。一方、遺伝子発現データの階層クラスタ分析では、印環細胞癌
型オルガノイドとそれ以外のクローンの 2 群に分かれ、さらに低分化腺癌クローンと粘液癌ク
ローンに分けられた(図１B)。 
以上の結果から、低分化大腸癌の組織学的形質は、遺伝子変異による不可逆的な細胞運命決定
機構と遺伝子発現による可逆的な分子機構により制御されている可能性が示唆された。 
(4) 異所・同所移植実験 
樹立された PDOs の腎臓移植を行い、生着したがん組織の病理学的解析を行ったところ、印環
細胞癌由来 PDOs は、患者検体と類似性が高い印環細胞癌組織を形成した。一方、粘液癌由来
PDOs では粘液癌組織に加え、低分化腺癌組織を形成
するクローンが確認された。また、混在型低分化大腸
癌組織から樹立され、形態分類で低分化腺癌、粘液
癌、印環細胞癌の 3 タイプが存在する PDOs は、移植
巣でも 3 つのタイプが存在していた。興味深いこと
に、オルガノイドの形態に基づき、それぞれの組織型
に分けられたクローンの移植巣は、印環細胞癌オルガ
ノイドは印環細胞癌組織を形成したのに対し、低分化
腺癌と粘液癌オルガノイドは、いずれも二つの組織が
混在する腫瘍組織を形成した。これらの結果から、①
本研究で定義されたオルガノイドの形態と生体内での
組織型は一致すること、②印環細胞癌は比較的安定で
あるのに対し、低分化腺癌と粘液癌はその形質をお互
いに変化させることが示唆された。 
PDOs の転移能を検討するために、混在型低分化大腸
癌から樹立され、それぞれの形態に基づきクローン化
されたオルガノイドを直腸に同所移植した。その結
果、低分化腺癌および粘液細胞癌由来オルガノイドで
は転移は認められなかったのに対し、印環細胞癌由来
オルガノイドの一部で、肺転移が確認された。これら
のサブクローンは、同一の起源細胞を有することか
ら、癌の進展過程に生じる変化により転移能を獲得し
たと考えられる。 

 
図 2 混在型低分化大腸癌患者由
来オルガノイドの解析。PDO オル
ガノイドのクローンの蛍光免疫染
色(左パネル)と移植組織の HE 画
像(右パネル)。poor:低分化腺癌、
muc:粘液癌、Sig: 印環細胞癌 
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