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研究成果の概要（和文）：我々はこれまでにヒト大腸癌HCT116細胞において活性化KRASのみを破壊したHke3細胞を用い
て3次元培養を行い、変異KRASは正常形態に関連する遺伝子群を制御していることを明らかにした。本研究では、変異K
RASは３次元培養特異的にPDE4,ALPK2,miR-181,miR-210そして間質成分に関与する遺伝子等の発現異常を誘導すること
、PDE4阻害剤は大腸癌スフェロイドの内腔のアポトーシスを誘導することが明らかになり、これらの結果は３次元環境
において変異KRASが制御するシグナルが癌に対する治療標的となりうること、及び、間質との相互作用（フィールドエ
フェクト）にも関連することを示唆した。

研究成果の概要（英文）：We have previously compared HKe3 cells, derived from colorectal cancer HCT116 
cells and disrupted at mutated (mt) KRAS gene, with HCT116 cells in the 3D matrigel culture and found 
mtKRAS involvement in the inhibition of gene expressions associated with normal morphology. In this 
study, we found that mtKRAS specifically induced the dysregulated expressions of phosphodiesterase 4B 
(PDE4B), Alpha Kinase 2, miR-181, miR-210 and genes associated with the stroma ingredient etc. in 3D 
culture but not in 2D culture. Furthermore, we found that PDE4 inhibitors, including rolipram and 
resveratrol, induced luminal apoptosis in HCT116 spheroids. These results suggest that mtKRAS-mediated 
signaling in 3D environment is a target for cancer therapy and is also associated with cancer-stroma 
interaction (field effect).

研究分野：分子腫瘍学

キーワード： KRAS　３次元培養　大腸癌
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１．研究開始当初の背景 

申請者らはこれまでにヒト大腸癌 HCT116

細胞において活性化 KRAS のみを破壊した

HKe3細胞  (Shirasawa et al. Science, 1993；

Tsunoda, Shirasawa et al. Cancer Research, 

2000)を用いてマトリジェル３次元培養を行

うと、経時的な解析より in vivoにおける大腸

クリプト様の増殖様式を示し(図１)、最終的

に極性構造が誘導された状況下では、

p53,BRCA1などのDNA 修復関連遺伝子の発

現低下、内腔のアポトーシスの阻害などの 3

次元環境特異的なKRASによる造腫瘍シグナ

ルが存在することを突き止めた(Tsunoda et al. 

Neoplasia, 2010)。  

３次元培養した癌細胞はその他にも多くの

３次元特異的膜蛋白を発現しており、間質や

他の細胞との相互作用自体が変異KRASによ

って変化し、フィールドエフェクトが起こる

のではないかと示唆された。その中には間質

細胞との結合に重要で、転移や予後に関連す

る CXCR4、免疫抑制性リガンド(CD47,CD59)

および microRNA の発現上昇や、NK 細胞、

単球の標的となるリガンドの発現低下

(ICAM3,CCL2)が認められた。この過程を証

明するためには、３次元微小環境を考慮した、

In vitroのシステム構築が重要である。本研究

は、３次元大腸クリプトモデルを軸に、変異

KRASを起点とした３次元培養特異的なカス

ケードを解明し、間質細胞、免疫細胞で見ら

れるフィールドエフェクトを３次元共培養

系で証明する。さらに臨床検体での発現解析

によりの、予後との相関を調べることを目的

とする。 

 

２．研究の目的 

癌細胞は周囲の間質や免疫細胞に作用し、

それらの性質を変化させる。このような働き

をフィールドエフェクトという。本研究は、

申請者らが開発した３次元大腸クリプトモ

デル(図１)を軸に、この過程を解明する。計

画している具体的な研究項目は次のもので

ある(図 2)。 

(1) ３次元特異的に変異 KRASが制御する遺

伝子群の転写・翻訳メカニズムの解明。 

(2) 間質、免疫細胞と大腸癌３次元細胞との

共培養系において各細胞が変異 KRASの

有無により受ける遺伝子発現変化、およ

び下流分子に対する機能阻害性小分子を

用いた時の発現解析。 

(3) 変異 KRASを有する症例を用いて、３次

元特異的変異 KRAS制御分子の腫瘍、間

質での発現および免疫担当細胞分布パタ

ーンの生体での確認と予後解析。 

 

３．研究の方法 

本研究計画では３次元特異的な変異KRASに

よるフィールドエフェクトを解明する。計画

している具体的な研究項目は、(1) ３次元特

異的に活性化KRASが制御する伝子群の発現

メカニズムの解明。(2) 間質、免疫担当細胞

と大腸癌３次元細胞との共培養系において

KRAS変異および下流分子の有無による変化

の検討。(3) 変異 KRAS を有する大腸癌症例

を用いたフィールドエフェクト関連遺伝子

群の発現パターンと免疫担当細胞などの分

布パターンおよび予後解析。 

 

４．研究成果 

申請者らはこれまでにヒト大腸癌 HCT116細

胞において活性化 KRAS のみを破壊した

Hke3 細胞を用いてマトリジェル３次元培養

を行い、3次元培養では変異 KRASは正常形
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を明らかにし、実際に

つな形態を示すのに対しヒト大腸癌細胞株
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にて欠失させた

の極性を有する形態を示す。この両者を発現

アレイにて解析すると３次元環境特異的に
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存在し、
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Cancer
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との相互作用を理解する上で重要であるこ

とが明らかに

で再現性の高い３次元浮遊細胞の系を

し、浮遊細胞隗はマトリジェルを使用しなく

てもそれ自身が細胞隗周囲に間質成分を産

生し、周囲の培地組成を調節することで、間

質を介した影響（フィールドエフェクト）等

の評価が可能であることが示唆された。
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