
 

 

博士論文 

 

論文題目	 大腸腫瘍における幹細胞ニッチ因子要求性の多角的検討 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

氏	 名	 	 	 藤井	 正幸 

 

 



 1 

目次 

要旨・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・3 

序文・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・4 

第一章	 ヒト大腸腫瘍オルガノイドライブラリの確立および統合的解析 

	 1.1	 目的・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・12 

	 1.2	 方法・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・13 

	 1.3	 結果・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・23 

	 1.4	 考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・48 

	 1.5	 結論・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・52 

第二章	 大腸腫瘍オルガノイドの細胞学的特性と幹細胞ニッチ要求性の連関 

	 2.1	 目的・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・53 

	 2.2	 方法・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・54 

	 2.3	 結果・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・58 

	 2.4	 考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・80 

	 2.5	 結論・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・83 

結語・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・84 

謝辞・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・86 



 2 

引用文献・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・87 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 3 

要旨 

 

	 患者大腸腫瘍の細胞学的解析は従来困難とされてきた．このボトルネックを解消し

様々な機能的解析に応用可能な生物学的リソースを構築するため，大腸腫瘍の多様性

を網羅するオルガノイドライブラリを確立した．大腸腫瘍オルガノイドは培養中，異

種移植下において患者腫瘍の組織学的特徴を再現した．培養に必要な幹細胞ニッチ因

子の要求性は腺腫から癌に至る過程で有意な減少が認められた．肝転移巣由来オルガ

ノイドは対となる原発巣オルガノイドと同等の分子生物学的プロファイルを有して

いたが，肝転移モデルにおいてより効率的に肝転移巣を形成した．本研究結果はオル

ガノイドを用いた患者腫瘍細胞の機能的解析の有用性を示唆するものであった．  
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序文 

 

	 腸管上皮は哺乳類において最も活発なターンオーバーを有する組織であり，3–5日

という極めて短いサイクルで再生を繰り返す[1, 2]．水分や栄養の吸収をはじめとした

腸管上皮の機能は個体の生命維持に必須であり[3]，その恒常性は腸陰窩底部に存在す

る腸管上皮幹細胞を頂点とした分化ヒエラルキーによって保たれている．具体的には，

腸管上皮幹細胞は生涯にわたって自己複製を繰り返す一方で，その娘細胞は活発に分

裂する transit amplifying cells（TA細胞）を経由して 4種類の機能的細胞，すなわち吸

収上皮細胞（水分や栄養の吸収），内分泌細胞（ホルモン分泌），杯細胞（粘液産生），

パネート細胞（抗菌作用）へと終末分化する[4-6]．終末分化細胞は底部より絶えず供

給される新規分化細胞によってベルトコンベヤーのごとく陰窩長軸方向に沿って押

し出されていき，最終的には管腔内に脱落しその役割を終える[7]．  

	 腸管上皮幹細胞の自己複製能はこのダイナミックな腸管上皮再生機構を駆動する

動力源である一方で，幹細胞の無秩序な増殖や分化異常は腫瘍化をきたす[8]．そのた

め，腸管上皮幹細胞の自己複製・分化は隣接細胞および間質組織から供給される増殖

因子やホルモンによって厳密に保持・制御されている．このように，幹細胞の機能を

維持するべく周囲組織が形成する微小環境を幹細胞ニッチと呼ぶ[9, 10]． 



 5 

	 腸管上皮における幹細胞ニッチの詳細は長らく不明とされてきた．しかし，2007

年に膜 7回貫通型タンパクである Lgr5（Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled 

receptor 5）の遺伝学的系譜解析を用いた研究によって腸陰窩底部に存在する crypt base 

columnar cells（CBC細胞）が腸管上皮幹細胞であると同定され[11]，腸管上皮幹細胞

の機能およびそのニッチに関する理解は急速に深まることとなる[12-15]（図 1）． 

 

 

 
図 1	 腸管上皮における幹細胞ヒエラルキーおよび陰窩構造 

 

小腸上皮を例に，左に幹細胞ヒエラルキー，右に陰窩構造および幹細胞ニッチの模式

図を示す．腸管上皮細胞は自己複製を繰り返すとともに，その娘細胞は TA細胞を経

て機能的な終末分化細胞となる．幹細胞は陰窩底部にパネート細胞に挟まれるように

存在し，隣接細胞や間質細胞との相互作用によって幹細胞ニッチが形成される． 

 



 6 

	 腸管上皮幹細胞制御機構の理解に立脚し，2009年に Lgr5+腸管上皮幹細胞を体外に

て永続的に培養する手法が開発された[16]．本手法では腸管上皮幹細胞ニッチに類似

した環境を培養プレート上で再現するため，腸管上皮幹細胞腸あるいは陰窩をラミニ

ン豊富な基底膜マトリックス（マトリゲル）に包埋し，幹細胞の自己複製に必要な規

定の増殖因子を培地に添加する．至適な培養条件下におかれた腸管上皮幹細胞は活発

に自己複製および分化を経て，約 7–10 日間で生体組織の陰窩絨毛構造に類似した三

次元構造（オルガノイド）を自律的に構築する（図 2）．成熟したオルガノイドは機械

的細断あるいは酵素処理によって継代された後も同様の構造を再構築し，継代を繰り

返すことで 1年以上にわたる継続的な培養が可能である．このオルガノイド培養には

間質細胞や血球細胞などの非上皮性細胞は含まれておらず，幹細胞の自己複製能維持

は培地に添加された増殖因子のみに依存している．つまり，継続的なオルガノイド培

養を可能にする増殖因子群こそが腸管上皮幹細胞のニッチ因子であるといえる．当初

マウス小腸上皮オルガノイド培養に必要な幹細胞ニッチ因子条件として EGF（上皮増

殖因子），Noggin（BMP4 阻害作用），R-Spondin1（Wnt 活性作用）が同定され[16]，

この条件に Wnt-3a，TGF-β受容体阻害剤（A83-01），p38 MAPK阻害剤（SB202190）

を加えることで，ヒト大腸上皮オルガノイドの永続培養が初めて可能となった[17, 18]．

この発見により，ヒト大腸上皮における幹細胞機能を維持する生物学的作用として
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Wnt シグナル，EGF シグナルの活性化および TGF-β シグナル，BMP シグナル，p38

シグナルの阻害が必要かつ十分であることが判明した（図 2）． 

 

 
図 2	 オルガノイド培養法の概要とヒト大腸上皮における幹細胞ニッチ因子 

 

腸管上皮幹細胞あるいは陰窩をマトリゲルに包埋し，幹細胞ニッチ因子を添加した培

地にて培養すると，上皮組織に類似した三次元構造（オルガノイド）を形成する．正

常腸管上皮オルガノイドは外側に突出した陰窩様ドメインおよび内腔に面した絨毛

様ドメインを有し，幹細胞は陰窩様ドメインに存在する．下段にヒト大腸上皮幹細胞

の自己複製能を制御するパスウェイおよびニッチ因子の概要を示す． 
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	 オルガノイドは既に従来の細胞株や遺伝子改変マウスに変わる実験ツール，さらに

海外では既に嚢胞線維症などの臨床診断ツールとして活用されはじめている[19]．ま

た，オルガノイドは大腸癌をはじめとした上皮腫瘍組織からも樹立可能であり[17]，

遺伝子変異解析や薬効評価などへの応用が期待されている（図 3）[20]． 

 

 

図 3	 患者由来腸管上皮オルガノイドの応用例（文献 20より改変） 

 

患者由来腸管上皮オルガノイドは基礎研究，臨床の様々な分野における応用が期待さ

れている． 
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	 大腸癌はマウスやヒト腫瘍組織を用いた研究によって古くより発癌分子モデルが

確立している癌腫の一つであり，古典的にはがん遺伝子変異や染色体異常などの様々

な遺伝子異常の蓄積に伴い，正常上皮から腺腫等の前癌病変を経て最終的に大腸癌に

至る，いわゆる多段階発癌を辿るとされている[21-24]（図 4）． 

	 近年の大腸癌大規模網羅的解析では，それぞれの大腸癌サンプルには多様な遺伝子

変異の蓄積が認められた[25, 26]．高頻度で変異が認められる主要な遺伝子を属するシ

グナルパスウェイに基づいて分類すると，その多くを 5 つのシグナル経路すなわち

Wnt シグナル，Ras-Raf シグナル，PI3K-Akt シグナル，TGF-β シグナルおよび TP53

シグナルのいずれかに帰属させることが可能であった．これら大腸癌変異パスウェイ

は TP53シグナルを除いて前述の腸管上皮幹細胞ニッチシグナルとの重複が認められ

た（図 4）． 
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図 4	 大腸発癌分子モデルの模式図および大腸癌変異パスウェイシグナルと腸管上皮

幹細胞ニッチシグナルとの相関 

 

上段：大腸発癌モデルの例として，腺腫を経て大腸癌に至る多段階発癌いわゆる

adenoma-carcinoma sequence の模式図を提示する．正常上皮に様々な遺伝子異常が蓄

積し大腸癌に至る．代表的な分子異常については文献 21–24より抜粋した． 

下段：内側に大腸癌における主要シグナルパスウェイおよびにそのパスウェイ変異の

頻度を示す．遺伝子変異の頻度は TCGAデータベース（文献 24）の数値を引用した．

外側に変異パスウェイに相当する腸管上皮幹細胞ニッチシグナルを示す． 
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	 大腸癌変異パスウェイと腸管上皮幹細胞ニッチシグナルの重複は，浸潤先端や転移

先などのニッチ因子が乏しい環境において選択的に増殖する上で、パスウェイ変異に

よるニッチ非依存的な増殖能獲得が肝要であることを示唆している．大腸癌から樹立

したオルガノイドは一部のニッチ因子を省略した培養条件（EGF，Noggin，A83-01

のみ）でも継続的に培養可能であることが実際に示されている[17]．しかしながら，

発癌に伴う遺伝子変異や染色体異常，遺伝子発現変化が幹細胞のニッチ因子要求性に

いかなる変化をもたらすかについては，患者腫瘍細胞の機能的解析を可能にする研究

プラットフォームの欠如からこれまで明らかとなっていない． 

	 そこで，第一章では大腸腫瘍の多様性を網羅し，様々な細胞生物学的解析に応用可

能な機能的基盤を構築するため，良性病変や稀な組織型を含む多様な大腸腫瘍からオ

ルガノイド樹立を試みた．さらに，樹立したオルガノイドに対して次世代シーケンス

等による詳細な分子生物学的解析を行った．第二章では各大腸腫瘍オルガノイドの幹

細胞ニッチ因子の要求性に着目し，第一章で得られた分子生物学的情報を基に，発癌

過程における幹細胞ニッチ因子要求性の変容と分子生物学的プロファイルの関連に

ついて検討を行った． 
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第一章  

ヒト大腸腫瘍オルガノイドライブラリの確立および統合的解析  

 

1.1	 目的  

	 ヒト大腸上皮性腫瘍の多様性を網羅するべく種々の大腸腫瘍性病変からオルガノ

イド樹立を行った．樹立したオルガノイドによる患者腫瘍の組織学的再現性を検討す

るため，代表的な組織型を有する大腸癌オルガノイドの in vitro，in vivoにおける組織

学的な検討を行った．また，各オルガノイドの分子生物学的解析として，次世代シー

ケンス（ターゲットリシーケンスあるいはエキソームシーケンス）による遺伝子変異

解析，DNAコピー数解析，マイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解析を行った． 
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1.2	 方法  

1.2.1	 組織検体 

	 東京大学腫瘍外科および慶應義塾大学医学部消化器内科において，書面による同意

が得られた患者から，外科的切除検体あるいは内視鏡的生検によって正常粘膜組織お

よび腫瘍組織サンプルの提供を受けた．一部の患者からはレファレンスゲノム DNA

解析のため，採血により血液サンプルを取得した．本研究は東京大学医学部倫理委員

会（審査番号 G3553）および慶應義塾大学医学部倫理委員会（承認番号 20120057）の

承認の上，施行された． 

 

1.2.2	 臨床検体からのオルガノイド樹立および維持培養 

	 取得したサンプルを 4 °Cの PBSに保存し，速やかにオルガノイド樹立を行った．

正常粘膜検体については，鋭利な剪刀を用いて実体顕微鏡観察下に粘膜下組織を除去

した後に 1 mm片に細断した．粘膜片を PBSにて数回洗浄後，2.5 mM EDTAを添加

した PBS内にて 4 °C ，1時間振盪し，上皮組織を基底膜より遊離させた．200 gに

て遠心し，陰窩を含む上皮組織を回収した．ペレットをマトリゲル（BD）に懸濁し，

48 well plate（Corning）の各ウェル中央に 25 µlずつドーム状にアプライした． 

	 培養に使用する基礎培地には 10 mM HEPES（Life Technologies）， 2 mM 
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L-alanyl-L-glutamine（GlutaMAX, Life Technologies），1 × B27 サプリメント（Life 

Technologies），penicillin-streptomycin（Life Technologies），10 nM Gastrin I（Sigma），1 

mM N-acetylcysteine（Wako）を添加した Advance DMEM/F12（Life Technologies）を

使用した．また，ニッチ因子として 50 ng ml-1 mouse recombinant EGF（Life 

Technologies），100 ng ml-1 mouse recombinant Noggin（Peprotech），10% R-Spondin1 

conditioned medium [27]，50% Wnt-3A conditioned medium [16]，500 nM A83-01（Tochris），

10 mM SB202190（Sigma）を使用した．マトリゲルの重合後，Wnt-3A，R-Spondin1，

EGF，Noggin，A83-01，SB202190（WRENAS）を添加した基礎培地を各ウェルにつ

き 250 µlずつアプライした． 

	 腫瘍組織については鋭利な剪刀を用いて細断し，PBSにて数回洗浄後，コラゲナー

セ／プロテアーゼカクテル（リベラーゼ THリサーチグレード，Roche Life Science）

を用いて 37 °C，1 時間，適宜ピペッティングを行いながら脱細胞処理を行った．上

清を回収した後，遺残組織片を（TrypLe Express，Invitrogen）を用いて 37 °C, 20分間

酵素処理し，再度上清を回収した．遠心（200 g）にて遊離組織細胞を回収し，正常上

皮細胞と同様にマトリゲルに懸濁後，2枚の 48 wellプレートに接種した．腫瘍オルガ

ノイドの至適ニッチ因子条件を樹立前に予測することは困難であるため，樹立時には

WRENA ± S，ENA ± S，さらに大気濃度酸素（20%）および低濃度酸素（0.5%）を加
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えた計 8培養条件に細胞を分配した．最も培養効率の優れた条件をその腫瘍オルガノ

イドにおける初期培養条件とし，以降の解析に応じた必要量までそれぞれの腫瘍オル

ガノイドを増幅した．  

 

1.2.3	 オルガノイドおよびパラフィン切片の免疫染色 

	 オルガノイド包埋パラフィンブロック作製は次の手順にて行った．オルガノイドを

Cell Recovery Solution（BD）にてマトリゲルから回収し，PBS にて洗浄後，iPGell

（Genostaff）に包埋し，直ちに 4% パラホルムアルデヒドにて一晩固定を行った．70% 

エタノールにて置換し，以降一般的なパラフィンブロック，切片作製および

haematoxylin and eosin（H&E），Periodic acid-Schiff（PAS）染色プロトコールに準じて

染色を行った．免疫染色の一次抗体にはマウス抗ヒト synaptophysin 抗体（M7315，

DAKO，100倍希釈），マウス抗ヒト cytokeratin-20抗体（NCL-L-CK20，Leica，50倍

希釈），マウス抗ヒト CD44抗体（NCL-CD44-2，Leica，100倍希釈）を使用し，horseradish 

peroxidase（HRP）標識抗マウス IgG抗体（414131F，Nichirei Biosciences）にて標識後，

ジアミノベンジジン（DAKO）にて発色を行った． 

オルガノイドのホールマウント染色は既報に準じて行った[16]．一次抗体はラット抗

Integrin-α6抗体（313601，Biolegend，100倍希釈），ヤギ抗Chromogranin A抗体（sc-1488，
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Santa Cruz，100倍希釈），ウサギ抗MUC2抗体（sc-15334，Santa Cruz，100倍希釈）

を使用し，Alexa Fluor 488あるいは 568標識抗ラット，ヤギ，ウサギ IgG抗体（Life 

Technologies）にて標識した．F アクチンの可視化には Alexa Fluor 647-Phalloidin

（A22287，Life Technologies）を利用した．染色したオルガノイドは共焦点レーザー

顕微鏡（SP8，Leica）にて観察，撮影を行った． 

 

1.2.4	 大腸癌オルガノイドの異種移植 

	 超免疫不全マウス（NOD/Shi-scid，IL-2Rgnull：NOGマウス，7–12週齢，雄）を公

益財団法人実験動物中央研究所より入手した[28]．オルガノイドの in vivoにおける患

者腫瘍の組織学的再現性を検討するため，高分化腺癌オルガノイド，中分化腺癌オル

ガノイド，低分化腺癌オルガノイド，神経内分泌癌オルガノイド，粘液癌オルガノイ

ドを各 1ラインずつ選択し，必要量まで増幅した．Cell Recovery Solutionを用いてマ

トリゲルを溶解しオルガノイドを回収後，マトリゲル 1 µlあたり 1 × 104個の細胞密

度となるようにマトリゲルに懸濁した． 

	 移植に用いるマウスにイソフフランによる全身麻酔をかけた後，左側腹部の剃毛を

行い，鋭利な剪刀を用いて左腎直上に約 10 mm の斜切開をおき開腹した．周囲を圧

迫し左腎を体外に露出させ，0.5 mlインスリン皮下注射用シリンジ（テルモ）を用い
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て腎下極外側の被膜下に 10 µl（1 × 105細胞相当）のオルガノイド浮遊マトリゲルを

注入した．腎臓を腹腔内に還納し，4-0シルクにて層々に閉創，手技を終了した． 

	 移植後 2ヶ月目に解剖し，左腎を摘出した．摘出した臓器は直ちに 4% パラホルム

アルデヒドにて固定し，以降の組織学的解析に使用した．本動物実験は慶應義塾大学

医学部動物実験センターの承認（承認番号 12012）を得た上で施行された． 

 

1.2.5	 マイクロサテライト不安定性解析 

	 樹立した大腸癌オルガノイドより QiaAmp Blood mini kit（Qiagen）を用いてゲノム

DNAを抽出した．解析に用いたマイクロサテライト領域およびプライマーは既報[29]

に準じ，ExTaq（Takara）を用いて PCR増幅を行った．PCR産物長は PRISM310ジェ

ネティックアナライザ（ABI）にて取得し，Peak Scanner Software（ABI）を用いて解

析した．正常レファレンスとの比較において 5つのマイクロサテライト領域のうち 2

つ以上に PCR産物長の不等を認めた場合にマイクロサテライト不安定（Microsatellite 

Instability：MSI）とし，それ以外をマイクロサテライト安定（Microsatellite Stable：

MSS）とした[30]． 

 

1.2.6	 オルガノイドの網羅的遺伝子発現解析 
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	 培養安定期（樹立後 4–6週）のオルガノイドより RNA plus mini kit（Qiagen）を用

いて RNAを抽出した．RNAの品質は RNA6000 Nano Assay（Agilent）にて RNA Integrity 

Number（RIN）として数値化され，RIN が 7.0 以上のサンプルを解析に利用した. 大

腸腫瘍オルガノイド 52 サンプルおよび正常大腸上皮オルガノイド 7 サンプルの遺伝

子発現をマイクロアレイ（Prime View Human Gene Expression Array，Affymetrix）を用

いて取得した．得られたデータは R の affy パッケージに内蔵されている Robust 

Multi-array Analysis（RMA）法を用いて正規化した．本解析過程の途中でハイブリダ

イゼーションバッファーの変更に伴うデータ変動（batch effect）を認めたため，Rの

svaパッケージに内蔵されている ComBat algorithmを用いて batch effectの除去を行っ

た[31]． 

 

1.2.7	 遺伝子発現に基づいた大腸癌オルガノイドサブタイプ解析 

	 既報の解析手法[32, 33]および R Bioconductorを用いて，遺伝子発現に基づいた大腸

癌オルガノイドのサブタイプ分類法を構築した．原発巣・転移巣オルガノイドのセッ

トについては転移巣オルガノイドのデータを採用し，大腸腫瘍オルガノイド 45 例の

遺伝子発現データを解析に使用した．遺伝子発現データはプローブレベル（データ間

で標準偏差 > 0.5の変動）および遺伝子発現レベルでのフィルタリングを行った．コ
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ンセンサスクラスタリングには Bioconductor の ConsensuClusteringPlus パッケージ

（Ward.d linkage and Pearson correlation efficient distance algorithm）を使用し[34]，反復

試行 1000回および再抽出比 0.98の条件下にクラスタリングを行った．クラスター数

k = 5の条件下で最も明瞭にクラスタリングされ，45サンプルのうち 36サンプルにお

いてシルエット値 > 0となった．この 36サンプルについてRのSignificance Analysis of 

Microrarrays（SAM）パッケージを用いて 4742個の変動遺伝子群（FDR ≤ 0.01）を抽

出した．各クラスターの重心座標は Rの Prediction Analysis for Microarrays（PAM）パ

ッケージを用いて求め，798遺伝子（centroid value ≥ 3）あるいは 210遺伝子（centroid 

value ≥ 4）を各クラスターにおける特徴的遺伝子とした．後者の遺伝子群による遺伝

子発現ヒートマップを Rの hclust関数（Ward. d linkage，Euclidian distance）を用いて

作成した．得られたデータの妥当性検証として，クラスター1（MSS大腸癌サブタイ

プ），クラスター3（MSI大腸癌サブタイプ），クラスター4（腺腫サブタイプ）に特徴

的な遺伝子群を遺伝子データセットとし，既存の臨床サンプル遺伝子発現データ

（GSE37364，GSE4554，GSE30540）を用いて Gene Set Enrichment Analysis（version 2.0, 

Broad Institute）を行った[35-37]．大腸癌コンセンサス分類に基づいたサブタイピング

は Rの CMSclassifierパッケージ[38]を用いて行った． 
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1.2.8	 オルガノイドの遺伝子変異解析 

	 オルガノイドを必要量まで増幅後，QiaAmp Blood mini kit（Qiagen）を用いてゲノ

ム DNA を抽出した．RNase Cocktail（Ambion）を用いて RNA の除去を行い，DNA

サンプルの品質をアガロースゲル電気泳動にて確認した．計 3 µgのDNAを断片化し，

ターゲットリシーケンスあるいは全エキソームシーケンス解析を行った．ターゲット

リシーケンス解析については Sure Select Target Enrichment kit（Agilent）を用いてシン

グルエンドライブラリを作製し，次世代シーケンサー（GAIIx，Illumina）にて配列を

取得した．ニッチシグナルに関与する遺伝子群および既存データベースにて大腸癌に

おいて高頻度で認められる変異遺伝子群をピックアップし，解析を行った（表 1）． 

	 エキソームシーケンスについては SureSelect Human All Exon V5 kit（Agilent）を用

いてペアエンド用のライブラリを作製し，HiSeq2500（Illumina）にてシーケンス解析

を行った．得られた fastqファイルは Burrows-Wheeler Aligner（version 0.6.1）を用い

てヒトレファレンスゲノム配列上（GRCh37，hg19）にマッピングした．Genome Analysis 

Toolkit（GATK，version 1.6.13）を用いてリードの再アライメント，補正を行った．

体細胞変異すなわち単塩基置換，塩基欠損および挿入は GATK UnifiedGenotyperにて

検出した．単塩基置換については一塩基多様性データベースに登録されている多型，

具体的には dbSNP buildにおける build 131以下および 1000人ゲノムプロジェクトに
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おいて 5%以上の頻度で認められるバリアントを除外した．正常粘膜オルガノイドあ

るいは血液検体と比較可能なサンプルについては，対象正常ゲノムにおけるアリル頻

度 > 0.08のバリアントをさらに除外した． 

 

 

表 1	 ターゲットリシーケンスに用いた遺伝子リスト 

 

ターゲットリシーケンスに使用した遺伝子を一覧にした．後述する主要なパスウェイ

遺伝子変異をハイライトした（Wnt経路：赤，EGFR経路：橙，TGF-β/BMP経路：緑，

その他：青） 

ABCA1 ASPM CAMSAP1 CUTL1 FAT4 GSK3B KIAA2022 MGAT4C NRXN3 PIK4CB RUNX1T1 TCF1 ZNF442
ABCA12 ASTN2 CASP14 CX40.1 FBN2 GUCY1A2 KIF16B MGC20470 NSD1 PKHD1 RYR2 TCF3 ZNF521
ABCB11 ATF2 CASP8 CYLD FBXW7 HAPIP KIT MIER3 NTNG1 PKNOX1 SACS TCF7L2 ZNF568
ABL1 ATM CD109 DAXX FERD3L HAPLN1 KRAS MKRN3 NTRK3 PLB1 SCN3B TECTA ZNHIT6
ABLIM2 ATP11A CDC27 DCLK1 FES HIF1A LAF4 MLH1 NUMA1 PLCG2 SDK1 TEX14 ZNRF3
ACOT12 ATP13A1 CDC7 DLC1 FEV HIST1H1B LAMA1 MLL NUP210 PML SEC8L1 TGFBR1
ACSL5 ATP13A5 CDH1 DMD FGA HMCN1 LAMA2 MLL2 OBSCN PMS2L3 SEMA3D TGFBR2
ACVR1 ATP6V0D2 CDH10 DMXL1 FGFR1 HNF1A LATS2 MLL3 ODZ1 POLE SEMA3E TGM3
ACVR1B ATR CDH11 DNAH5 FGFR1OP HRAS LCN9 MLLT4 OR51E1 PPP2R1A SFRS6 TIAM1
ACVR1C AURKA CDH12 DNAH7 FGFR2 HRPT2 LCX MMP2 OTOL1 PRDM9 SH3TC1 TIF1
ACVR2A AURKC CDH2 DNMT3A FGFR3 HUWE1 LEPREL1 MPL P2RX7 PRKD1 SHANK1 TLR9
ACVR2B AXIN1 CDH22 DPP10 FGFR4 IDH1 LGR6 MRC2 PALB2 PRKDC SHC4 TNN
ACVRL1 BAI3 CDH9 DSCAML1 FIP1L1 IDH2 LIFR MSH2 PAX3 PTCH SIL TP53
ADAM10 BCL10 CDK12 DTNB FLJ10404 IGF1R LMO7 MSH3 PAX7 PTEN SLC22A15 TPO
ADAM11 BCL11A CDK4 EDD1 FLJ13305 IGF2R LRP1B MSH6 PCDH11X PTN SLC29A1 TPR
ADAM17 BCL2 CDK8 EDNRB FLNC IGFBP3 LRP2 MSI2 PCDH15 PTPN11 SLC9A9 TPTE
ADAM19 Bcl2l1 CDKN2A EGFR FLT1 IGSF22 LRRK2 MYH11 PCDH9 PTPN12 SLITRK6 TRIM27
ADAM21 BCL3 CDKN2C ELF3A FLT3 IKBKB MAP1B MYO16 PCDHA13 PTPRD SMAD2 TRIM33
ADAM29 BCL6 CDX2 EP300 FLT4 IRF2 MAP2 MYO18B PCDHA9 PTPRS SMAD3 TRIO
ADAMTS12 BCL7A CHL1 EPB41L3 FMN2 IRF4 MAP2K1 MYO1B PCDHB5 PTPRU SMAD4 TRPM6
ADAMTS15 BCL9 CHR415SYTEPHA3 FN1 IRS4 MAP2K3 MYO3A PCDHGB1 QRICH2 SMARCA4 TRRAP
ADAMTS16 BCR CIITA EPHB6 FRAP1 ISGF10 MAP2K4 MYO5C PCDHGB2 RAD51L1 SMARCB1 TSHR
ADAMTS18 BMP7 CLSTN2 ERBB2 FREM2 ITGAE MAP2K7 MYOHD1 PCDHGB6 RAF1 SMG1 TTK
ADAMTS20 BMPR1A CNTN4 ERBB3 FSCB ITK MAP3K1 MYST4 PDGFB RARB SMO TTN
ADAMTS5 BMPR1B CNTNAP2 ERBB4 FSTL3 ITPR2 MAP3K11 NAP1L3 PDGFRA RASGRF2 SMTN UHRF2
ADAMTS9 BMPR2 COL11A1 ERCC6 FYN JAK1 MAP3K14 NAV2 PDGFRB RB1 SORCS1 UQCRC2
ADAMTSL3 BRAF COL12A1 ERRFI1 GALNS JAK2 MAP3K4 NAV3 PDIK1L RBM10 SORL1 VCAM1
ADARB2 BRCA1 COL12A1 ETS1 GLI3 JAK3 MAP3K6 NELL1 PDK1 REG1A SOX2 VHL
AGC1 BRCA2 COL14A1 ETV5 GNA11 JUN MAP7 NF1 PDZRN4 REL SOX9 VPS13B
AKAP12 BTK COL1A1 EVI1 GNAQ K6IRS3 MAPK10 NF2 PIK3C2A RELN SPAG17 WBSCR17
AKAP6 C10orf137 COL1A2 EYA4 GNAS KCNJ5 MAPK14 NFASC PIK3C2B RET SPANXN2 WDFY3
AKT1 C13orf7 COL3A1 EZH2 GPC5 KCNQ5 MAPK8 NFE2L2 PIK3C2G RICTOR SPEG WHSC1
ALK C14orf115 COL6A3 F8 GPC6 KDM5C MAPK8IP2 NIN PIK3C3 RNF17 SPRR2B WNK1
ANK1 C15orf2 CPAMD8 FACL6 GPHN KDM6A MCHR1 NLRP1 PIK3CA RNF43 SRC WT1
ANK2 C1QR1 CREBBP FAM123B GPR112 KDR MCM3AP NOS3 PIK3CB ROBO1 STAB1 WTX
APC C20orf71 CSF1R FAM135B GPR158 KIAA0182 MDM2 NOTCH1 PIK3CD ROBO2 STK11 WWP1
APOB C8B CSMD1 FAM22A GRAF KIAA0367 MDS1 NOTCH2 PIK3CG ROS1 TAF2 YES1
ARHGEF10 CACNA2D3CSMD3 FAM22B GRID1 KIAA0556 MEN1 NOTCH3 PIK3R1 RPL22 TBX22 ZEB2
ARID1A CACNG7 CTNNA1 FAT2 GRIK3 KIAA1409 MET NPM1 PIK3R4 RPS6KA3 TCERG1 ZNF19
ARID2 CADPS CTNNB1 FAT3 GRM1 KIAA1804 METTL3 NRAS PIK4CA RUNX1 TCERG1L ZNF262
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1.2.9	 DNAコピー数解析 

	 Comparative Genomic Hybridization（CGH）/Single Nucleotide Polymorphism（SNP）

アレイ（CytoScan HD，Affymetrix）を用いてオルガノイドゲノム DNAのコピー数解

析を行った．解析には 1 µgのゲノム DNAを利用した．得られたデータはコピー数解

析ソフト（Nexus7，BioDiscovery）を用いて可視化した． 
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1.3	 結果  

1.3.1	 ヒト大腸腫瘍オルガノイドライブラリの確立 

	 従来ヒト大腸腫瘍組織からのオルガノイド樹立に際し，コラゲナーゼ／プロテアー

ゼにて処理した検体組織を単一のニッチ因子条件（EGF，Noggin，A83-01，SB202190）

にて培養を開始していたが[17]，特に高度進行癌や稀な組織型からの樹立効率の低さ

が難点であった．多様な大腸腫瘍からのオルガノイド樹立を行うためにはこのボトル

ネックを解消する必要があるため，第一にオルガノイド樹立効率向上のためのプロト

コール改変を行った．まず検体からの脱細胞化の段階で，コラゲナーゼ／プロテアー

ゼ処理後の組織片に腫瘍細胞が少なからず残存していることが判明し，遺残組織をト

リプシンで追加処理することで間質内に浸潤している腫瘍細胞を効率的に回収可能

であることを見出した．さらに，一部の腫瘍オルガノイドにおいてWnt-3a/R-Spondin1

への依存性や SB202109添加による増殖阻害，低酸素下での選択的増殖が認められた

ため，これら因子の有無に相当する計 8条件に組織細胞を分配することで，至適ニッ

チ条件を網羅することが可能となった．以上の改良点によってサンプリングエラーや

壊死傾向が強い検体などの例外を除き，大腸腫瘍組織からの確実なオルガノイド樹立

が可能となった（図 5）． 
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図 5	 腫瘍組織からのオルガノイド樹立プロトコールの改変 

 

検体処理時にトリプシン処理を追加し，培養条件を 8条件に増やすことで，従来法で

は培養困難であった大腸腫瘍症例からのオルガノイド樹立が可能となった．  
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	 改良樹立プロトコールを用い，内視鏡下生検あるいは外科的切除検体より系統的に

大腸腫瘍オルガノイド株を樹立した．ヒト大腸腫瘍の多様性を網羅するため，腺腫や

鋸歯状病変等の良性腫瘍検体，および粘液癌等の稀な組織型や転移性腫瘍を含む大腸

癌検体から，幅広くサンプルを取得した．一部のサンプルについては同一腫瘍の異な

る区画より個別にオルガノイド樹立を行った．最終的に 44 患者，52 腫瘍より計 55

オルガノイド株の樹立に成功し，ヒト大腸腫瘍オルガノイドのライブラリへと統合し

た．検体採取部と近接した部位の病理診断に基づいてオルガノイドの組織型を決定し、

原発性腫瘍より樹立したオルガノイド 49例の組織型内訳は管状腺腫 11例，管状絨毛

腺腫 1例，過形成性ポリープ 1例，sessile serrated polyp/adenoma（SSA/P）2例，高分

化腺癌 8例，中分化腺癌 17例，低分化腺癌 2例，粘液癌 2例，神経内分泌癌 2例，

不明 3例であった．転移性腫瘍からは 6例のオルガノイドを樹立した（図 6）．ほぼ全

てのオルガノイドについて患者臨床情報が入手可能であり，病期や病変部位等の臨床

データとの紐付けを行った．組織型に応じた略称（腺腫：Ad，鋸歯状病変：SL，大

腸癌：CRC）に患者番号を付記しものを各オルガノイドの呼称とし，全オルガノイド

の組織学的情報および臨床データをリスト化した（表 2）． 
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図 6	 大腸腫瘍オルガノイドライブラリの組織学的内訳 

 

計 55 ラインから成る大腸腫瘍オルガノイドライブラリを確立した．組織型は検体採

取近接部の組織診断より判断し，各組織型のオルガノイドライン数を括弧内に示す． 

 

 



 27 

 
表 2.	 大腸腫瘍オルガノイドライブラリの臨床情報 

 

樹立を行った全オルガノイドおよび付随する臨床情報を一覧にした．同一患者より複

数のオルガノイドを行った場合や術前治療の内容等の注釈を右端列に記す．各項目の

略については次の通り． 

検体種：E（内視鏡下生検），S（外科的切除検体） 

組織型：TA（管状腺腫），TA with SD（高度異型管状腺腫），TVA（絨毛管状腺腫），

SSA/P（sessile serrated adenoma/polyp），HP（過形成性ポリープ），well（高分化腺癌），

mod（中分化腺癌），por（低分化腺癌） 

部位：A（上行結腸），T（横行結腸），D（下行結腸），S（S状結腸），R（直腸），LM

（肝転移），OM（卵巣転移） 

性別：M（男性），F（女性） 

N/A：不明 

検体種 組織型 部位 性別 前治療 年齢 ステージ 注釈

Ad1 E TA A F 37
Ad2 E TA A F 40
Ad3a E TA R M 49
Ad3b E TA R M 49
Ad4a E TA A
Ad4b E TA with SD S
Ad5 E TA with SD S F 28
Ad6 E TA with SD T F 26
Ad7 E TA with SD T M 47
Ad8 E TA with SD S M 82 Ad8とCRC9は同一患者より樹立した
Ad9 E TA with SD C M 69
Ad10 E TVA R M 50

SL1a E SSA/P
SL1b E HP
SL2 E SSA/P T M 65

CRC1a E well A I
CRC1b E well D I
CRC2 E well T M 69 I
CRC3 E well S F 80 I
CRC4 E well R M 79 I
CRC5 E well D M 58 I
CRC6 E mod R M 68 II
CRC7 E mod S M 85 II
CRC8 E mod C F 81 II
CRC9 E mod R M 82 II Ad8とCRC9は同一患者より樹立した
CRC10 E mod R M 76 II
CRC11 S mod C M 75 II
CRC12 S mod A M 45 II
CRC13 S muc T F + 70 II 前治療：modified FOLFOX6 + Cetuximab
CRC14 S NEC C F 56 II
CRC15 S por T F 84 II
CRC16 S mod S M 77 III
CRC17a S por, mod
CRC17b S por, mod
CRC18 S muc C F 70 III
CRC19 E NEC R M 85 IV
CRC20 E mod R F 67 IV
CRC21 E mod S M 68 IV
CRC22 E mod D F 59 IV
CRC23a S mod R
CRC23b S mod R
CRC23c S mod LM
CRC24a S mod R
CRC24b S mod R
CRC24c S mod OM
CRC25a S mod T
CRC25b S mod LM
CRC25c S mod LM
CRC26a S well R
CRC26b S well LM
CRC27 E well D M 80 IV
CRC28 S mod LM M + 63 IV 前治療：FOLFIRI + Bevacizumab
CRC29 S NA NA M NA II
CRC30 S NA NA F NA II
CRC31 S NA NA M NA II

腺腫

鋸歯状病変

大腸癌

CRC23aは原発巣の肛門側部分、23bは口側部分より樹立した 
23cは同時性肝転移巣より樹立した 

CRC1a、1bは同一患者の異なる大腸癌病変より樹立した

SL1a、1bはHPとSSA/Pを含む単一病変より樹立した

CRC17は異なる組織像が混在しており、樹立後の形態に基づいて17a
（中分化腺癌）、17b（低分化腺癌）にサブクローニングした

CRC24aは原発巣の表在部、24bは深部より樹立した 
25cは同時性卵巣転移巣より樹立した

前治療：modified FOLFOX6 + Cetuximab
CRC25aは原発巣、CRC25bおよび25cはそれぞれ異なる同時性肝転移巣
より樹立した

III

IV

Ad3a、3bは同一のFAP患者より樹立した

F 20 Ad4a、4bは同一のFAP患者より樹立した

A 68F

84M

82MA

IV72M

CRC25aは原発巣、 25bは同時性肝転移巣より樹立したIV66F

48

IV50+

F

M



 28 

1.3.2	 大腸癌オルガノイドの in vitro, in vivo組織学的検討 

	 樹立した大腸腫瘍オルガノイドを患者腫瘍の代替として活用する上で，由来する患

者腫瘍の組織構造を忠実に再現することは極めて重要である．本項目では，まず高分

化腺癌オルガノイド（CRC1a），中分化腺癌オルガノイド（CRC7），低分化腺癌オル

ガノイド（CRC15），神経内分泌癌オルガノイド（CRC14）および粘液癌オルガノイ

ド（CRC13）を用いて，オルガノイドによる患者腫瘍組織再構築能の評価を行った．

in vitroにおけるオルガノイドの形態学的検討として，細胞骨格（F-actin），基底膜側

細胞膜（Integrin-α6）の蛍光染色を行ったところ，いずれの大腸癌オルガノイドも各

組織型の病理学的特徴を in vitroにおいて再現することが可能であった．具体的には，

高分化腺癌オルガノイドは単層からなる単一管腔構造を形成し，中分化腺癌オルガノ

イドには細胞の重層化，篩状構造が認められた一方で，低分化腺癌オルガノイドは管

腔を伴わない充実構造を形成した．また，神経内分泌癌由来オルガノイドには

ChromograninAで標識される神経内分泌細胞が認められ，粘液癌由来オルガノイドに

は管腔内にMucin2で標識される豊富な粘液産生が認められた（図 7）． 
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図 7	 組織型に基づいた in vitroにおけるオルガノイド表現型 

 

上段より高分化腺癌，中分化腺癌，低分化腺癌，神経内分泌癌，粘液癌オルガノイド

の染色像を提示した．左列：H&E染色，中列：F-actinおよび Integrin-α6染色による

オルガノイド形態像，右列：Mucin2，ChromograninA免疫染色．各オルガノイドは由

来する腫瘍の組織学的特徴を in vitroで再現することが可能であった．スケールバー：

50 µm． 
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	 続いて，同一のオルガノイドを用いて NOGマウスの腎皮膜下への異種移植を行い，

生着腫瘍組織の組織学的検討を行った．その結果，いずれの大腸癌オルガノイドも患

者腫瘍と構造的に極めて類似した腫瘍を in vivo において再構築することが可能であ

った．また，神経内分泌癌由来オルガノイドの移植組織は患者組織と同様に

Synaptophysin のびまん性発現が認められ，粘液癌由来オルガノイドの移植組織には

PAS染色陽性の粘液が多量に認められた（図 8）． 
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図 8	 患者組織像およびオルガノイド異種移植組織像の比較 

 

左段に患者組織，右段にオルガノイド異種移植組織の染色像を提示する．高分化腺癌，

中分化腺癌，低分化腺癌オルガノイドについては H&E染色像，神経内分泌癌オルガ

ノイドについては Synaptophysin免疫染色像，粘液癌については PAS染色像を示す．

いずれのオルガノイドも由来する患者組織と極めて類似した腫瘍組織を異種移植下

に再構築可能であった．スケールバー：100 µm． 
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	 患者腫瘍で認められる分化階層構造が培養中および移植腫瘍においても保持され

ているか検討するため，3例の中分化腺癌（CRC7, CRC20, CRC28）を対象とし，患者

腫瘍組織，オルガノイドおよび移植腫瘍組織の CD44（未分化マーカー）と CK20（分

化マーカー）の発現を免疫染色により検討した．その結果，CD44 の染色に乏しい 1

切片（CRC7の移植腫瘍）を除き，患者腫瘍で認められた CD44と CK20の相互排他

的な発現パターンはオルガノイドおよび移植腫瘍でも同様に確認され，分化階層構造

は培養中，移植下においても保存されていることが示された（図 9）． 
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図 9	 患者組織、オルガノイド、異種移植組織における分化階層構造の検討 

 

中分化腺癌オルガノイド3例における患者組織，オルガノイド，異種移植組織のCD44、

CK20免疫染色像を提示する．各切片において染色部位を白点線で示した． CD44染

色に乏しい 1切片（CRC7の異種移植組織）を除き，患者組織と同様の CD44と CK20

の相互排他的な発現パターンがオルガノイドおよび異種移植組織において保持され

ている．スケールバー：50 µm． 
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1.3.3	 大腸腫瘍オルガノイドの遺伝子発現解析 

	 オルガノイド培養では上皮細胞を非上皮性細胞の存在しない均一な条件下で培養

するため，大腸腫瘍オルガノイドは腫瘍細胞が本質的に有する遺伝子発現パターンを

呈すると考えられる．本項目では，組織型に基づいた大腸腫瘍オルガノイドの遺伝子

発現パターン解析，ならびに既存の臨床サンプルデータとの相関を検討した．発現解

析に先あたって全大腸癌オルガノイドを対象にマイクロサテライト解析を行い[29, 

30]， MSS大腸癌オルガノイドおよびMSI大腸癌オルガノイドに大別した．MSIは 7

例のオルガノイド（CRC11, CRC12, CRC13, CRC15, CRC17a, CRC17b, CRC18）に認め

られ，いずれも右側結腸大腸癌より樹立を行った株であった． 

	 大腸腫瘍オルガノイド 52例および正常大腸上皮オルガノイド 7例よりRNAを抽出

し，マイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解析を行った．本解析に使用したオルガ

ノイド株および解析手法を表 3に示す． 
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表 3.	 遺伝子発現解析に使用したオルガノイドの一覧表 

 

Gene expressionの項目において○を記したオルガノイドを対象とし，マイクロアレイ

による網羅的遺伝子解析を行った．遺伝子発現に基づいたオルガノイド分類に使用し

たオルガノイドについては Classificationの項目に○を記した．また，解析に使用した

7例の正常大腸上皮オルガノイドを左下に記載し，それぞれ NL（normal）の後に対と

なる腫瘍オルガノイド名を付記した． 

 

 

Gene expression Classification Gene expression Classification
Ad1 × × CRC1a 〇 〇

Ad2 〇 〇 CRC1b 〇 〇

Ad3a 〇 〇 CRC2 〇 〇

Ad3a 〇 〇 CRC3 〇 〇

Ad4a 〇 〇 CRC4 〇 〇

Ad4b 〇 × CRC5 〇 〇

Ad5 〇 〇 CRC6 〇 〇

Ad6 〇 〇 CRC7 〇 〇

Ad7 〇 〇 CRC8 〇 〇

Ad8 〇 〇 CRC9 〇 〇

Ad9 〇 〇 CRC10 〇 〇

Ad10 〇 〇 CRC11 〇 〇

CRC12 〇 〇

SL1a 〇 〇 CRC13 〇 〇

SL1b 〇 〇 CRC14 〇 〇

SL2 〇 〇 CRC15 〇 〇

CRC16 〇 〇

CRC17a 〇 〇

NL-Ad7 〇 × CRC17b 〇 〇

NL-SL1 〇 × CRC18 〇 〇

NL-CRC5 〇 × CRC19 〇 〇

NL-CRC12 〇 × CRC20 〇 〇

NL-CRC24 〇 × CRC21 〇 〇

NL-CRC25 〇 × CRC22 〇 〇

NL-CRC31 〇 × CRC23a 〇 ×
CRC23b 〇 ×
CRC23c 〇 〇

CRC24a × ×
CRC24b 〇 ×
CRC24c 〇 〇

CRC25a × ×
CRC25b 〇 〇

CRC25c 〇 ×
CRC26a 〇 ×
CRC26b 〇 〇

CRC27 〇 〇

CRC28 〇 〇

CRC29 〇 〇

CRC30 × ×
CRC31 〇 〇

腺腫

鋸歯状病変

大腸癌

正常粘膜
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	 主成分分析を用いて各オルガノイドの遺伝子発現データを三次元に集約したとこ

ろ，正常大腸上皮オルガノイド，腺腫オルガノイド，鋸歯状病変オルガノイド，MSS

大腸癌オルガノイド，MSI大腸癌オルガノイドおよび神経内分泌癌オルガノイドの遺

伝子発現パターンは，それぞれ明確に区分される領域に分布した（図 10）． 

 

 

 

図 10	 主成分分析によるオルガノイド遺伝子発現の三次元プロット 

 

第 3主成分までを用いたプロットでは正常（Normal），腺腫（Adenoma），鋸歯状病変

（Serrated），MSS大腸癌（MSS），MSI大腸癌（MSI），神経内分泌癌（NEC）オルガ

ノイドの遺伝子発現パターンを明確に区分することが可能であった． 
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	 コンセンサスクラスタリング解析[34]では 5 群へのクラスタリングにて最も明瞭に

分離され，各クラスターは MSS 大腸癌オルガノイド（クラスター1），鋸歯状病変オ

ルガノイド（クラスター2），MSI大腸癌オルガノイド（クラスター3），腺腫オルガノ

イド（クラスター4），神経内分泌癌オルガノイド（クラスター5）によって特徴付け

られるサブタイプとなった（図 11）． 

 

	 	 	 	 	  
図 11	 コンセンサスクラスタリングによるオルガノイド遺伝子発現分類およびヒー

トマップ 

 

ボックス色は主成分分析で使用した色に相当する（桃：腺腫，赤：鋸歯状病変，黒：

MSS 大腸癌，青：MSI 大腸癌，緑：神経内分泌癌）．一部の MSS 大腸癌を除き，各

組織型オルガノイドは同一のクラスターに分布する（MSS大腸癌：クラスター1，鋸

歯状病変：クラスター2，MSI 大腸癌：クラスター3，腺腫：クラスター4，神経内分

泌癌：クラスター5）． 
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	 オルガノイドの遺伝子発現データと既存の臨床サンプルデータとの整合性を検討

するため， MSS大腸癌オルガノイド，MSI大腸癌オルガノイド，腺腫オルガノイド

に特徴的発現が認められる遺伝子群を遺伝子セットとし，それぞれの腫瘍について既

存の臨床サンプル遺伝子発現データを用いて Gene Set Enrichment Analysis （GSEA）

を行った[39]．その結果，いずれの腫瘍においても臨床サンプルの遺伝子発現データ

はオルガノイド遺伝子セットの有意な変動を認め，オルガノイドと臨床サンプルの遺

伝子発現パターンの整合性が示された（図 12）． 

 

           
図 12	 オルガノイド遺伝子セットおよび既存の臨床検体遺伝子発現データを用いた

Gene Set Enrichment Analysis 

 

MSS 大腸癌，MSI 大腸癌，腺腫いずれにおいてもオルガノイドと臨床検体の遺伝子

発現パターンの有意な相関が認められる．NES：Normalized Enrichment Score． 
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	 大腸癌の遺伝子発現に基づいた分類法として，2015年に6つの既存大腸癌分類法[32, 

33, 40-43]を統合したコンセンサス分類（Consensus Molecular Subtypes：CMS）が提唱

されている[38]．この分類法では CMS1（MSI，高メチル化，BRAF遺伝子変異，免疫

反応が特徴的なサブタイプ），CMS2（染色体異常が特徴的なサブタイプ），CMS3（KRAS

遺伝子変異，代謝異常が特徴的なサブタイプ），CMS4（間質細胞浸潤，TGF-β活性化

が特徴的で，最も予後不良なサブタイプ）の 4つのサブタイプに大腸癌を階層化して

いる．この分類法がオルガノイドにも応用可能か検討するため，コンセンサス分類で

使用されたアルゴリズムを用いてオルガノイドの遺伝子発現データのサブタイピン

グを行った．その結果，1例の分類不能例を除いた 13例（34%）が CMS1，23例（61%）

が CMS2，1例（3%）が CMS3に分類されたが，コンセンサス分類において 23%で認

められた CMS4はオルガノイドでは認められなかった（図 13）． 
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図 13	 大腸癌コンセンサス分類に基づいたオルガノイドサブタイプ 

 

上段：大腸癌コンセンサス分類の概要（文献 38より改変）．下段：コンセンサス分類

アルゴリズムを用いたオルガノイドのサブタイプ分類．間質細胞豊富で最も予後不良

な CMS4はオルガノイド遺伝子発現データでは認められなかった． 
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1.3.4	 オルガノイドの遺伝子変異および染色体異常解析 

	 大腸上皮性腫瘍は遺伝子変異の獲得に伴って進行するとされており，それぞれの腫

瘍は多岐に渡る遺伝子変異の蓄積を伴う[21-24]．本項目では，まず大腸癌オルガノイ

ドの遺伝子変異をターゲットリシーケンスあるいはエキソームシーケンスにて取得

し，近年の大規模解析[25]における変異頻度との整合性を検討した．遺伝子変異パタ

ーンは MSS 大腸癌オルガノイドと MSI 大腸癌オルガノイドで大きく異なっており，

MSI大腸癌オルガノイドの特徴として APC遺伝子変異，TP53遺伝子変異の頻度が少

なく，BRAF 遺伝子変異，RNF43 遺伝子変異，PIK3CA 遺伝子変異，TGFBR2 遺伝子

変異，ACVR2A 遺伝子変異の頻度が多いといった特徴が認められた（図 14）．1 例の

MSI大腸癌オルガノイド（CRC12）には hMLH1遺伝子変異が認められ，同時に樹立

した正常大腸上皮オルガノイドにも hMLH1 遺伝子のヘテロ変異が認められた．この

患者はアムステルダム基準 II[44]に基づいて臨床的にLynch症候群と診断されており，

オルガノイドの遺伝子変異解析によってその診断が裏付けられる形となった．本ライ

ブラリにおけるそれぞれの代表的遺伝子変異の頻度は TCGA データベースの頻度と

ほぼ同等であり，オルガノイド樹立および培養は特定の遺伝子変異に依存しないこと

が示された． 

	 また，CGH/SNPアレイを用いた染色体異常解析では，MSS大腸癌の大部分で大腸
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癌に認められる代表的な染色体異常（13q，20pの増幅および 18p, 17pの欠失）が認め

られた一方で，一部のMSS大腸癌およびMSI大腸癌の大部分は 2倍体であった（図

14）． 
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図 14	 大腸癌オルガノイドの遺伝子変異スペクトラムおよび染色体異常 

大腸癌オルガノイドの ID番号を下に記す． 

上段：大腸癌オルガノイドに認められた体細胞性変異をプロットした．当コホートで

の変異頻度（白）および TCGAデータベースにおける変異頻度（黒）を右に棒グラフ

で示す． 

下段：SNPアレイデータを基にした染色体構造を示す．染色体の増幅を青，欠失を赤

で表した．全オルガノイドにおけるシグナルの平均値を右に示す． 
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	 1例のMSI大腸癌（CRC17）については樹立後に形態が全く異なる 2タイプ（中分

化腺癌類似タイプおよび低分化腺癌類似タイプ）のオルガノイドの混在を認めたため，

それぞれを単離し培養を行った（CRC17a，CRC17b）．これらのオルガノイドは異種

移植下においても中分化腺癌および低分化腺癌に相当する腫瘍を形成し，中分化腺癌

成分および低分化腺癌成分をオルガノイドクローンとして分離し得たことが裏付け

られた．個別に遺伝子変異解析を行ったところ，p53 以外の主要な遺伝子（APC，

TCF7L2，BRAF，TGFBR2，SMAD4，RNF43）変異は共通して認められた一方で，そ

れぞれのオルガノイドには固有の遺伝子変異が多数蓄積しており，腫瘍進展過程にお

いて癌化に寄与する主要な遺伝子変異（ドライバー遺伝子変異）獲得後早期の段階で

分岐していることが示唆された（図 15）． 
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図 15	 中分化腺癌・低分化腺癌の混在癌より得られた各組織型オルガノイドクローン

の遺伝子変異比較 

 

上行結腸癌の単一サンプルより形態が異なる 2ラインのオルガノイドを樹立した．そ

れぞれ 2000 以上の遺伝子変異が認められたが，共通しているものは約 700 のみであ

った．TP53を除くドライバー遺伝子変異は共通していた．スケールバー：100 µm（H&E

切片），50 µm（オルガノイド）． 
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	 同一患者の原発巣・転移巣に由来するオルガノイド 4組（CRC23，CRC24，CRC25，

CRC26）について，遺伝子変異の比較検討を行った．それぞれの組においてドライバ

ー遺伝子変異は全て共通していた一方で，固有の遺伝子変異については遺伝子変異デ

ータベース（COSMIC Database）に登録されているものは認められず，いずれも腫瘍

学的に意義の乏しい変異（パッセンジャー変異）であることが示唆された（図 16）．

この結果は臨床検体において原発巣，転移巣間で主要な遺伝子変異は共通していると

いうこれまでの報告[45, 46]と合致するものであった． 
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図 16	 原発巣・転移巣オルガノイド間の遺伝子変異比較 

 

原発巣，転移巣間ではドライバー遺伝子変異は全て共通していた．固有の遺伝子変異

において，遺伝子変異データベースに掲載されているものは認められなかった． 
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1.4	 考察  

	 樹立プロトコールの改変によって，多様な大腸上皮腫瘍から成るオルガノイドライ

ブラリを確立することに成功した．2015年に 20例の大腸癌オルガノイドから構成さ

れるバイオバンクの報告がなされたが[47]，この報告では臨床情報の記載はなく，ま

たオルガノイドは原発性結腸癌から樹立したものに限定されていた．その一方で当ラ

イブラリは良性腫瘍や粘液癌などの稀な組織型，直腸癌，転移巣など，バイオバンク

にはない腫瘍オルガノイドを含む多彩なオルガノイドから構成されている．ほぼ全て

のオルガノイドが詳細な臨床情報との紐付けがなされており，患者腫瘍組織由来の生

物学的リソースとして，バイオバンクと比較し明確なアドバンテージを有するといえ

る． 

	 また，大腸癌オルガノイドの in vitro 形態学的検討および遺伝子発現プロファイル

解析の結果から，オルガノイドは患者組織の組織形態や遺伝子発現といった細胞生物

学的な特徴を体外培養中も保持していることが明らかとなった．同様に，異種移植下

においても患者組織像を再構築することが可能であり，これらの結果は in vitro，in vivo

におけるオルガノイドの疾患モデルツールとしての妥当性を強く示唆するものであ

った．その一方で，オルガノイドの遺伝子発現データではコンセンサス分類における

予後不良サブタイプが存在せず，臨床データとの乖離が認められた．この理由として，
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第一にオルガノイドサンプルと臨床サンプルの性質差が挙げられる．オルガノイドは

上皮細胞のみで構成され均一な組成の培地内で維持されているため，腫瘍細胞自体が

本質的に有する遺伝子発現プロファイルを取得することが可能である．一方で，バル

クの臨床腫瘍検体は上皮腫瘍細胞以外にも線維芽細胞や免疫細胞等の非上皮細胞の

混入が少なからず認められることから，得られたデータが腫瘍細胞自体の特性をどの

程度正確に投影しているかを考慮する必要がある．そのため，コンセンサス分類にお

ける予後不良サブタイプは間質細胞様の遺伝子発現パターンを呈するが，この特徴は

腫瘍細胞の上皮間葉転換（Epithelial to Mesenchymal Transition: EMT）を反映している

のか，あるいはリクルートされた線維芽細胞の遺伝子発現に牽引されているのかを判

断するのは難しい．予後不良な大腸癌サブタイプで認められる間質細胞様の遺伝子発

現パターンは混入した線維芽細胞の遺伝子発現を反映しているという報告も近年な

されており[48, 49]，高度進行癌を含む当オルガノイドライブラリにおいて間質様の遺

伝子発現パターンが認められないという解析結果は，これらの報告を支持するもので

あった．しかしながら，本研究においては臨床検体を全てオルガノイド樹立に使用し

ており患者腫瘍のコンセンサスサブタイプが不明であるため，CMS4に該当する大腸

癌サンプルを入手できなかった可能性は否定できない．また，オルガノイド培養系に

は間質細胞や免疫細胞が存在しないため，これらの非上皮細胞に由来するシグナルに
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より惹起される遺伝子発現パターンの再現は困難である．従って，今回の検討では大

腸癌における EMT の有無を実証するには不十分であり，その検討には臨床サンプル

とオルガノイドの遺伝子発現パターンの詳細な比較，さらには線維芽細胞と上皮細胞

の共培養など，新規培養体系の確立が必要であると考えられた． 

	 大腸癌オルガノイドの遺伝子変異および染色体異常解析では，MSS 大腸癌と MSI

大腸癌で全くことなる特徴が認められた．MSS大腸癌の大部分で APC遺伝子変異お

よび染色体異常が認められ，これらの MSS 大腸癌は染色体不安定性（Chromosomal 

instability）を伴い，腺腫を経て大腸癌に至る adenoma-carcinoma sequenceを主体とし

ていることが裏付けられた．しかしながら，MSS かつ 2 倍体の Stage IV 大腸癌が 1

例（CRC26）認められ，染色体異常自体は癌の進行や転移能の獲得には必須ではない

可能性が示唆された．今回行ったゲノム解析はクローン化を行った 2 例（CRC17a，

CRC17b）を除いては単一臨床検体からオルガノイドを樹立，増幅したポリクローナ

ルな細胞集団を対象としており，特に腫瘍細胞の生存や増殖への寄与が乏しいパッセ

ンジャー変異の有無の確認や詳細な機能解析に際しては，単一細胞から培養を行い，

クローナルなオルガノイドを用いる必要があると考えられた． 

	 最終的には臨床情報および統合的な分子生物学的解析を通じてそれぞれの大腸腫

瘍オルガノイドを明瞭に特徴づけることに成功し，生きた生物学的ツールとして非常
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に高い価値を有するリソースを構築することが可能であった．当ライブラリはベッド

サイドと有機的に結びついた機能的なプラットフォームであり，将来的な薬剤スクリ

ーニング，標的治療や個別化治療への応用が期待される． 
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1.5	 結論  

	 培養プロトコールの改変によって大腸腫瘍からの効率的なオルガノイド樹立が可

能となり，多様な組織型を含む大腸腫瘍オルガノイドライブラリを確立した．大腸腫

瘍オルガノイドは培養中および異種移植下において，元の患者腫瘍の組織像を再構築

した．網羅的遺伝子発現解析および遺伝子変異解析によって，当ライブラリの詳細な

分子生物学的特徴づけが可能であった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 53 

第二章  

大腸腫瘍オルガノイドの細胞学的特性と幹細胞ニッチ要求性の連関  

 

2.1	 目的  

	 腫瘍オルガノイドの最大の利点として，従来不可能であった患者腫瘍細胞の詳細な

機能的解析が可能であることが挙げられる．これまで大腸腫瘍細胞が必要とする幹細

胞ニッチについて検討した報告はなく，本章ではそれぞれの大腸腫瘍オルガノイドが

増殖のために必要とするニッチ因子条件に着目し，第一章で得られたオルガノイドの

分子生物学的特性とニッチ因子要求性の相関について検討した．さらに，異種移植モ

デルにおける大腸癌オルガノイドの局所増殖能および転移能を規定する因子につい

て，ニッチ因子要求性を含めた細胞学的特性からのアプローチを行った． 
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2.2	 方法  

2.2.1	 オルガノイドの至適ニッチ条件検討 

	 それぞれの大腸腫瘍オルガノイドについて，初期培養条件より各増殖因子を一つず

つ省いた培養条件下における増殖能を観察した．対象と比較して増殖能が低下した場

合には，その増殖因子は必要なニッチ因子と判断された．増殖が阻害されない場合に

はさらに別の増殖因子を省き，同様の検討を繰り返すことで増殖に必要十分なニッチ

条件を導出した．また，嫌気的解糖系の亢進に伴う低酸素下増殖能（Warlburg 効果）

は癌でしばしば認められる特徴の一つであり[50, 51]，低濃度酸素（0.5% 酸素）にお

ける増殖能の変化も検討に加えた． 

 

2.2.2	 EGFおよび p38 MAPK阻害剤処理による EGFRタンパク発現変化の検討 

	 腺腫オルガノイド（Ad3a）を対象とし，ウェスタンブロットおよびフローサイトメ

トリーを用いて EGF，p38 MAPK阻害剤処理による EGFR発現の変化を評価した．EGF

非処理群は解析 5日前より EGF非添加培地にて培養を行い，p38 MAPK阻害剤非処

理群は 2日前より SB202190を培地から除去した．各因子処理群はそれぞれの因子を

添加した培地にて培養を継続し，さらに解析直前にそれぞれの因子を含む新鮮な培地

に交換した． 
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	 ウェスタンブロットは一般的なプロトコールに従って泳動分離，ブロッティングを

行い，ウサギ抗 ERK 1/2抗体（9102，CST，1000倍希釈で使用），ウサギ抗リン酸化

ERK 1/2（Thr202/Tyr204）抗体（4370，CST，1000倍希釈で使用）および HRP標識ヤ

ギ抗ウサギ IgG抗体（AP307P，Millipore，5000倍希釈にて使用）にて標識した．ECL 

Select Western Blotting Detection Reagent（GE Healthcare）および Image Quant LAS 500

（GE Healthcare）を用いてシグナルを検出した． 

	 フローサイトメトリーに使用するオルガノイドは TrypLE Express 処理を行った上

で 20 µm細胞フィルターを通過させ，細胞塊を除去した．細胞を PBSにて洗浄し，

PE 標識マウス抗ヒト EGFR 抗体（351903，BioLegend）にて標識した．死細胞を

7-Amino-Actinomycin D（7-AAD）（559925，BD Biosciences）にて染色し，フローサイ

トメーター（FACS Jazz，BD Biosciences）を用いて解析を行った． 

 

2.2.3	 TGF-β刺激下におけるコロニー形成能およびリン酸化 Smad2タンパク量解析 

	 TGF-β1 刺激によるオルガノイドのコロニー形成能変化を定量化するため，腺腫オ

ルガノイドおよび大腸癌オルガノイド 3ライン（CRC7, CRC20, CRC28）に対して，

TGF-β1（5 ng/ml, R&D）刺激を継代後 2日目より 5日間行った．その後，TrypLE express

にて単細胞化し，同一の細胞密度（各ウェルあたり 5000 細胞）となるように接種し
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た．継代より 7日後に顕微鏡（BZ-X710, Keyence）にて各ウェルの撮影を行った．付

属画像解析ソフトウェア（BZ-X analyzer, Keyence）にてコロニー面積の測定を行い，

対象（TGF-β1非処理群）との面積比をコロニー形成能の指標とした． 

	 また，TGF-β1刺激による下流シグナルの活性化の指標として，リン酸化 Smad2タ

ンパクの検出を行った．コロニー形成アッセイに使用したオルガノイド（CRC7, 

CRC20, CRC28）に対して TGF-β1（5 ng/ml）処理を継代後 5日目より 2日間行い，細

胞分画タンパク質抽出キット（NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents，

Thermo Scientific）を用いて核タンパクを回収した．タンパクの分離および検出は全自

動キャピラリ電気泳動イムノアッセイシステム（Simple Western System, proteinsimple）

およびウサギ抗リン酸化 Smad2（Ser465/467）/Smad3（Ser423/425）抗体（8828，CST），

ローディングコントロールとしてウサギ抗 TBP抗体（44059，CST）を用いて行った．  

 

2.2.4	 大腸癌オルガノイドの異種移植 

	 移植に先立ち，エレクトロポレーション法[52]を用いて大腸癌オルガノイドを緑色

蛍光タンパク（Green Fluorescent Protein；GFP）にて標識した．腎被膜下への移植は

第一章（1.2.3）と同様に行った．一部のオルガノイドについては脾臓移植による肝転

移アッセイも同時に施行した．腎被膜下移植後に同一の開腹創より脾臓を牽引露出さ
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せ，インスリンシリンジを用いて 10 µl（1 × 105細胞相当）のオルガノイド浮遊マト

リゲルを脾臓内に注入した．各大腸癌オルガノイドについて，3–4匹のマウスへの移

植を行った． 

	 移植後 2ヶ月目に解剖を行い，左腎あるいは肝臓を摘出した．実体顕微鏡（Nikon）

にて摘出臓器の GFP 蛍光画像撮影を行い，画像解析ソフトウェア（LuminaVision，

Nikon）を用いて腫瘍面積を測定した．本動物実験は慶應義塾大学医学部動物実験セ

ンターの承認（承認番号 12012）を得た上で施行された． 
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2.3	 結果  

2.3.1	 大腸腫瘍オルガノイドのニッチ因子要求性と臨床ステージの相関 

	 各大腸腫瘍オルガノイドの増殖における幹細胞ニッチ因子（Wnt3-a/R-Spondin1，

EGF，p38 MAPK阻害剤，Noggin, TGF-β受容体阻害剤）および酸素濃度の影響をプロ

ットした（図 17）．全ての幹細胞ニッチ因子を必要とする正常オルガノイド 17ライン

を左に加えた．大腸腫瘍については発癌形態，すなわち腺腫を経て MSS 大腸癌に至

る経路（adenoma-carcinoma sequence）および鋸歯状病変を経て MSI 大腸癌に至る経

路（serrated pathway）に大別した．後者では，鋸歯状病変は高度のニッチ因子要求性

を呈する一方で MSI 大腸癌の多くでニッチ因子非依存的な増殖が認められ，MSI 大

腸癌多数で認められる多数の遺伝子変異を反映していることが示唆された．前者では

腺腫から大腸癌に至る過程でニッチ因子への依存性が大きく減少している（p = 0.02，

Mann-Whitney U test）一方で，早期癌と進行癌および転移癌の比較では一定の傾向は

認められず，高度なニッチ依存性を呈するステージ 4大腸癌も認められた（CRC27）．  
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図 17	 各オルガノイドのニッチ因子要求性 

 

各オルガノイドの ID 番号を上に記す．必要な因子を濃灰色，不要な因子を淡灰色，

増殖を悪化させる因子を白色で表した． 
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2.3.2	 Wnt-3a/R-Spondin1要求性を規定する因子の検討 

	 大腸癌オルガノイドにおける各幹細胞ニッチ因子要求性と分子生物学的異常の相

関について検討した．Wnt経路は腸管上皮幹細胞の自己複製において必須である一方

で[53, 54]，過剰な活性化は腫瘍化を来すため[55, 56]，その活性は複数のフィードバ

ック機構により厳密に制御されている[57, 58]．Wntリガンドが存在しない状況では，

転写因子である β-Catenin は APC，Axin2 等と複合体を形成し，プロテアソーム系に

よって速やかに分解される．また，R-Spondin 不在の状況では RNF43/ZNRF3 によっ

てWnt受容体である Frizzledが細胞内に移行し，プロテアソーム系により分解される

[59, 60]．Wnt経路の活性化にはWnt，R-Spondinのいずれも必須であることを踏まえ

て，各大腸癌オルガノイドについて Wnt-3a/R-Spondin1 の要求性，および第一章で得

られたWntパスウェイ遺伝子（APC, CTNNB1, TCF7L2, FAM123B）変異の有無をプロ

ットした（図 18）． 
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図 18	 大腸癌オルガノイドにおけるWnt-3a/R-Spondin1要求性およびWntパスウェイ

遺伝子変異 

 

大腸腫瘍オルガノイドについて Wnt-3a/R-Spondin1 を必要とする場合には灰色，各

Wntパスウェイ遺伝子変異を有する場合には黒色でプロットした．Wnt-3a/R-Spondin1

要求性は遺伝子変異で厳密に規定されている． 
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	 Wnt-3a/R-Spondin1非依存オルガノイドには全例Wntパスウェイ変異が認められた．

その一方で Wnt-3a/R-Spondin1を必要とする大腸癌オルガノイドが 3例認められ，い

ずれも稀な組織型（粘液癌および神経内分泌癌）から樹立したものであった（図 19）．

これらのWnt-3a/R-Spondin1依存オルガノイドにはWntパスウェイ変異が認められな

かったが，他のドライバー遺伝子変異を有することから正常細胞の混入を除外するこ

とが可能であった．以上の結果より，Wnt-3a/R-Spondin1 への依存性は遺伝子変異に

よって厳密に規定されていることが示された．， 
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図19	 Wnt-3a/R-Spondin1除去によるWnt-3a/R-Spondin1依存オルガノイドの増殖抑制

効果 

 

いずれのWnt-3a/R-Spondin1依存大腸癌オルガノイドも培地からのWnt-3a/R-Spondin1

除去によって著しく増殖が抑制される．スケールバー：500 µm． 
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2.3.3	 EGF要求性を規定する因子の検討 

	 各大腸癌オルガノイドについて，EGFへの依存性，EGFRパスウェイ遺伝子（BRAF, 

KRAS, NRAS, PIK3CA）変異の有無および EGF関連リガンドである EREG遺伝子の過

剰発現[61]をプロットした．また，図 17より p38 MAPK阻害剤要求性と EGF要求性

の相関が示唆されたため，p38 MAPK阻害剤要求性の有無も併せてプロットした（図

20）． 
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図 20	 p38MAPK要求性，EGF要求性と遺伝子異常の相関	  

 

大腸腫瘍オルガノイドについて，p38阻害剤，EGFを必要とする場合に灰色，各パス

ウェイ遺伝子変異を有する場合および EREG遺伝子過剰発現（z score > 3.0）を認める

場合に黒色でプロットした． 
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	 EGF 非依存オルガノイドの多くは Ras-Raf シグナル，PI3K シグナルいずれかにお

ける EGFRパスウェイ遺伝子変異を有していた．また，パスウェイ遺伝子変異を有さ

ない EGF 非依存オルガノイド 2 例（CRC28，CRC29）では EREG の過剰発現が認め

られた．これら EREG過剰発現オルガノイドは EGFR阻害剤で増殖が抑制され，関連

リガンドの自己分泌あるいは傍分泌により自律的に EGF シグナルが活性化されてい

ることが示された（図 21）．一方で，KRAS 遺伝子変異を有するオルガノイドの一部

は至適な増殖に EGF を必要としており，KRAS 遺伝子変異のみでは完全な EGF 非依

存性は獲得しないという既存の報告[62]と一致していた． 
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図 21	 EGFR阻害剤による EREG過剰発現大腸癌オルガノイドの増殖抑制効果 

 

EREG過剰発現オルガノイドは EGF非依存であるが EGFR阻害剤によって増殖を阻

害される．スケールバー：500 µm． 
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	 また，p38 阻害剤依存オルガノイドは全例 EGF を必要としており，EGF シグナル

の効率的な活性化に p38シグナルの阻害が必要であることが示唆された．まず，EGF，

p38 阻害剤依存腺腫オルガノイド（Ad3）を用いて EGF，p38 阻害剤処理による EGF

シグナルの活性化をウェスタンブロットにて評価したところ，同時処理群のみ ERK

のリン酸化が認められた（図 22左上）．EGF自体には EGFRの細胞内移行による負の

フィードバックが存在するため[63]，フローサイトメトリーを用いて EGF，p38 阻害

剤処理による EGFR発現を評価した．その結果，EGF単独処理では EGFRの細胞膜に

おける発現低下が認められたが，p38阻害剤処理によってこの作用が阻害された（図

22右上）．以上の結果より，p38シグナル阻害は EGFRの細胞膜における安定化作用

を有することが示唆された（図 22下）． 
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図 22	 p38MAPK阻害剤による EGFR安定化作用 

 

左上：ウェスタンブロットによるリン酸化 ERK発現の評価．EGF，p38同時処理群の

み ERKのリン酸化が認められる． 

右上：フローサイトメトリーによる細胞膜上 EGFR発現の解析．EGF処理による EGFR

発現低下は p38阻害剤処理によってキャンセルされる． 

下：想定される EGFシグナルと p38シグナルの関連．p38は EGFRを負に制御し，そ

の阻害は EGFRの細胞膜状における安定化作用を有する． 
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2.3.4	 TGF-β阻害剤要求性を規定する因子の検討 

	 各大腸癌オルガノイドについて，TGF-β受容体阻害剤（A83-01）の要求性と TGF-β

パスウェイ遺伝子（TGFBR2，SMAD4, SMAD3）の有無をプロットした．18番染色体

長腕（18q）には SMAD4遺伝子座が存在し，染色体異常に伴う欠失と予後の相関が報

告されていることから[64, 65]，18q欠失の有無と臨床ステージも併せてプロットした．

同様に，Noggin要求性および SMAD4遺伝子変異の有無，臨床ステージのプロットを

作製した（図 23）． 
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図 23	 TGF-β受容体阻害剤，Noggin要求性とパスウェイ遺伝子異常，18q欠失および

臨床ステージの相関 

 

大腸腫瘍オルガノイドについて，TGF-β 受容体阻害剤あるいは Noggin を必要とする

場合に灰色，各パスウェイ変異および 18q染色体欠失を有する場合に黒色でプロット

した．また，臨床ステージを背景色（良性病変）から濃灰色（転移巣）の濃淡で表し

た． 
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	 TGFBR2遺伝子変異を有するオルガノイドは全例MSIを呈しており，MSI大腸癌に

おける TGF-β 受容体阻害剤非依存性は主に遺伝子変異によって規定されていること

が示唆された．一方で，MSS 大腸癌オルガノイドにおける TGF-β 受容体阻害剤非依

存性の多くはパスウェイ遺伝子変異に依らない一方で，18q欠失と有意に相関が認め

られた（p < 0.01，Fisher’s exact test）．パスウェイ遺伝子変異を有さない TGF-β受容体

阻害剤非依存MSS大腸癌オルガノイドは TGF-β阻害剤依存オルガノイドと比較して

有意に TGF-β1刺激後のコロニー形成能が優れており，遺伝子変異非依存的に TGF-β

に対する耐性を有することが示された（図 24）． 
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図 24	 パスウェイ変異を有さない TGF-β 受容体阻害剤非依存大腸癌オルガノイドの

TGF-β1刺激によるコロニー形成能の変化 

 

CRC7，CRC20，CRC28は TGF-βパスウェイ変異を有さないが，TGF-β受容体阻害剤

を必要としない．いずれのオルガノイドも対象と比較して TGF-β1刺激後のコロニー

形成能が優れており，遺伝子変異非依存的に TGF-β耐性を獲得していることが示唆さ

れる．スケールバー：500 µm． 
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	 TGF-β耐性の機序を検討するため，TGF-β1刺激によるリン酸化 Smad2タンパク量

の評価を行った．その結果，いずれのオルガノイドも Smad2のリン酸化が認められ，

Smadレベルまでの TGF-βシグナルの活性化を伴っていた．このことから，TGF-β耐

性は Smad よりさらに下流のシグナル異常によって規定されていることが示された

（図 25）．  

 

 

 
図 25	 パスウェイ変異を有さない TGF-β 受容体阻害剤非依存大腸癌オルガノイドの

TGF-β1刺激による SMAD2活性化の検討 

 

いずれのオルガノイドも TGF-β1刺激によって SMAD2のリン酸化および核内移行が

認められる． 
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2.3.5	 異種移植下における腫瘍増殖能とニッチ因子の相関 

	 大腸癌オルガノイドの in vivo 腫瘍形成能における幹細胞ニッチ因子依存性の影響

を検討するため，大腸癌オルガノイド 19ラインを GFPにて標識した後，NOGマウス

の腎被膜下に移植した．それぞれの大腸癌オルガノイドが必要とするニッチ因子の個

数を横軸，腫瘍面積を縦軸にプロットした（図 26）．代表的な移植組織写真を併せて

提示する． 
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図 26	 大腸癌オルガノイドの腎被膜下移植組織面積と必要ニッチ因子個数の相関 

 

上段に移植の模式図，中段に必要ニッチ因子数に相当する代表的な大腸癌オルガノイ

ドの移植組織写真を提示した．スケールバー：5 mm． 
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	 腎被膜下における腫瘍形成能と必要ニッチ因子の個数には負の相関（Spearman相関

係数 ρ= –0.62, p < 0.01）が認められ，必要ニッチ因子が少ないほど大きな腫瘍を形成

した．この結果は，遺伝子編集ツールを用いた人為的な遺伝子改変大腸癌オルガノイ

ドモデルにおいて，移植下の腫瘍形成能はドライバー遺伝子変異の個数と相関すると

いう既報[62]と合致するものであった． 

	 一部の原発巣由来オルガノイドおよび肝転移由来オルガノイドについては脾臓へ

の移植を並行して行い，肝転移能の評価を行った．面積 1 mm2以上のマクロな肝転移

をプロットしたところ，肝転移の個数は原発巣由来オルガノイドと比較して肝転移由

来オルガノイドにおいて有意に多く，同一患者由来の原発巣および肝転移巣オルガノ

イドの比較においても同様の傾向が認められた（図 27）． 
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図 27	 脾注モデルによるオルガノイドの肝転移能評価 

 

原発巣オルガノイド（CRC20，CRC24a），肝転移オルガノイド（CRC26b，CRC28）

および原発巣・肝転移のセット（CRC23a/b，CRC25a/b/c）について，NOGマウスへ

の脾注による肝転移能評価を行った．肝転移巣由来オルガノイドはより効率的に肝転

移を形成した．スケールバー：5 mm． 
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	 対となる原発巣，肝転移巣オルガノイドは同等の遺伝子発現パターンを有しており

（図 28），遺伝子発現パターンの変化を伴わない機序によって肝転移能は規定されて

いることが示唆された． 

 

 

 

図 28	 対となる原発巣・肝転移巣由来オルガノイドの遺伝子発現パターンに基づいた

階層クラスタリング 

 

対となる原発巣・肝転移巣由来オルガノイドの遺伝子発現データを対象に階層クラス

タリングを行うと，同一患者由来のオルガノイドは同一のクラスターに分布する． 
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2.4	 考察  

	 第一章で確立したヒト大腸腫瘍オルガノイドライブラリを用いた機能的アッセイ

として，各オルガノイドのニッチ因子要求性と分子生物学的異常の連関，さらに異種

移植モデルにおける局所増殖能，肝転移能を評価した．ニッチ因子要求性の統合的な

検討では，腺腫から MSS 大腸癌に至る過程で有意に必要ニッチ因子の減少を伴う一

方で，早期癌と進行癌との比較では一定の傾向は認められなかった．高度のニッチ要

求性を呈するステージ 4大腸癌が存在することも考慮すると，遺伝子異常によるニッ

チ因子非依存的な増殖能の獲得は良性病変から癌に至る過程で肝要である一方で，癌

の進行には必ずしも必要でないことが示唆された． 

	 各ニッチ因子の要求性を規定する因子を探索するため，対応するシグナルパスウェ

イにおける遺伝子異常を詳細に検討したところ，Wnt-3a/R-Spondin1 要求性はパスウ

ェイ遺伝子変異によって厳密に規定されていることが判明した．一方で

Wnt-3a/R-Spondin1 依存性大腸癌オルガノイドが 3 例認められた．これらのオルガノ

イドは Wnt-3a/R-Spondin1 除去によって著明な増殖抑制を呈することから，

Wnt-3a/R-Spondin1 依存大腸癌に対する治療戦略として，Wnt のパルミチル化阻害剤

である Porcupine阻害剤等によるWnt標的治療[66, 67]が有効であることを示唆してい

る． 
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	 一方で，EGF と TGF-β の要求性にはパスウェイ遺伝子変異のみでは説明不能な表

現系が認められた．EGF 要求性の検討では至適増殖に EGF を必要とする KRAS 変異

型オルガノイドが存在し，このような大腸癌に対しては抗 EGFR抗体による EGFR標

的治療が有効であることが示唆される．また，TGF-β阻害剤要求性の検討ではパスウ

ェイ遺伝子変異を有さない TGF-β耐性オルガノイドが認められた．TGF-β阻害剤への

非依存性は臨床ステージと有意に相関しており（ステージ III, IV対ステージ I, II：p < 

0.01, Fisher’s exact test），TGF-β耐性の獲得は癌の進行を特徴付ける形質の一つである

ことを示している． 

	 NOG マウスを用いた大腸癌オルガノイドの異種移植モデルでは，腎被膜下におけ

る局所増殖能は必要ニッチ因子との有意な負の相関を認め，遺伝子編集技術を用い人

工大腸癌モデルにおいて導入したドライバー遺伝子の個数に応じて局所増殖能が向

上するという既報[62]と一致する結果であった．一方で脾臓への移植による肝転移モ

デルでは，肝転移由来オルガノイドのみ効率的に肝転移を形成した．本検討で用いた

転移モデルでは，腫瘍細胞は門脈血流を介して直接肝臓に到達することが可能であり，

類洞に捕捉された状況での腫瘍増殖能を反映していると考えられる．そのため，原発

巣から血管内への遊走を経由する本来の転移プロセスとは乖離がある．また，異種移

植を行ったオルガノイドラインはクローン化されておらずポリクローナルな集団で
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あり，原発巣オルガノイドにも高い転移能を有するクローンが存在する可能性は否定

できない．しかしながら，同一患者より樹立したオルガノイドにおいても，肝臓にお

ける増殖能が異なる細胞集団が存在し，これら対となるオルガノイドは同様の遺伝子

変異プロファイル，ニッチ因子要求性および遺伝子発現パターンを有していることは

本研究より明らかである．このような肝臓に生着した腫瘍細胞の増殖能を規定する因

子として分子生物学的機序では説明できない機序が存在することが示唆され，オルガ

ノイドを用いた今後の検討にてこのメカニズムが解明されることが期待される．  

	 以上のような患者腫瘍細胞を用いた機能的な表現型を観察することは，従来の癌細

胞株やマウスモデルを用いた研究では極めて困難であり，患者由来オルガノイドを用

いることで初めて可能となった．その結果，ニッチ因子要求性，異種移植における肝

転移能といった従来の遺伝子型・表現型相関では説明できない形質を認め，オルガノ

イドを用いた患者レベルでの表現型評価体系の有用性が示唆された． 
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2.5	 結論  

	 患者由来オルガノイドを用いた機能的解析としてニッチ因子要求性および異種移

植による局所増殖能および肝転移能の評価を行った．腺腫から大腸癌に至る過程でニ

ッチ因子要求性の有意な減少が認められた．Wnt-3a/R-Spondin1 要求性は遺伝子変異

によって厳密に規定されていた一方で，EGFおよび TGF-β受容体阻害剤への要求性，

および異種移植モデルでの肝転移能において，遺伝子異常によらないメカニズムの存

在が示唆された．  
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結語 

 

	 ヒト大腸腫瘍の多様性を網羅するバイオリソースを構築するため，良性腫瘍や転移

巣，従来培養困難であった稀な組織型を含む様々な大腸腫瘍からオルガノイド株を樹

立し，計 55 ラインから構成されるヒト大腸腫瘍オルガノイドのライブラリを確立し

た．オルガノイドは培養中，異種移植後も患者腫瘍の組織学的特徴や分化階層構造，

組織型に特徴的な遺伝子発現パターンを保持することが可能であり，オルガノイドは

患者腫瘍の体外モデリングツールとして非常に有用であると考えられた． 

	 オルガノイドを用いた大腸腫瘍細胞の機能的解析では，良性病変から癌に至る過程

で幹細胞ニッチ因子要求性の有意な減少が認められ，ニッチという制約からの脱却は

癌化プロセスにおいて重要であることが示唆された．個別のニッチ因子解析では主に

遺伝子異常で規定されていたWnt-3A/R-Spondn1および EGFの要求性と異なり，特に

18q染色体の欠失を伴う高度進行癌において遺伝子変異非依存的なTGF-β耐性が認め

られた．また，大腸癌オルガノイドの異種移植モデルにおいて局所増殖能は必要ニッ

チ因子の個数と負の相関が認められた．一方，転移巣由来オルガノイドは原発巣由来

オルガノイドと比較し同等の分子生物学的プロファイル，ニッチ因子要求性を有する

が，より効率的に肝転移を形成することが可能であった．このような形質は従来の遺
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伝型表現系相関では説明困難であり，オルガノイドを用いた患者腫瘍レベルでの解析

によりはじめて明らかになったといえる． 

	 今回解析に用いた全てのオルガノイドは凍結ストック化により随時利用である．今

後，本ライブラリを用いた詳細な遺伝子機能解析や個別化治療を視野に入れた薬剤ス

クリーニングや薬効評価への応用が期待される． 
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