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研究成果の概要（和文）：我々は，ヒト大腸上皮細胞よりオルガノイドを樹立し，ゲノム編集技術による遺伝子操作法
を確立した．本法により，人工的な遺伝子変異導入による大腸発がんメカニズムの解明に迫った．さらに，ヒト大腸癌
幹細胞の同定のため，LGR5遺伝子領域への細胞系譜解析レポーターの遺伝子ノックインに成功した．遺伝子改変オルガ
ノイドは免疫不全マウスへの異種移植により，患者病理組織を反映した大腸癌組織の形成を示した．ゲノム編集技術に
よる自在なヒト大腸上皮細胞の遺伝子操作は大腸発がんメカニズムの解明，遺伝子変異に着目した創薬や患者大腸癌の
個別治療応用などの臨床応用が期待できる.

研究成果の概要（英文）：We have established intestinal organoids from human intestinal epithelium and appl
ied genome engineering system to organoids. With this approach, we introduced multiple driver mutations in
to human intestinal organoids to elucidate the mechanism of colorectal carcinogenesis. Furthermore, we kno
cked-in reporter to LGR5 locus of intestinal organoids using genome editing. Owing to the genetic silencin
g of Lgr5 promoter, we are attempting to employ other stem cell genetic markers. We also established xenot
ransplantation system with engineered organoids or colorectal cancer organoids. The organoids were readily
 engrafted and form tumor recapitulating clinical colorectal cancer. Our results suggest that engineered o
rganoid system provide new insights into the understanding of human colorectal cancer. The platform will b
e useful not only to elucidate cell biological mechanism of colorectal cancer stem cells but also to apply
 genetic mutation based drug discovery and personalized medicine.
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１．研究開始当初の背景 
大腸癌の罹病率は本邦において増加傾向に
あり，2015 年には癌死亡原因の第 1位になる
とされている．近年の集学的治療の進歩によ
り大腸癌の生存率は改善しているが，治療抵
抗例も多く，進行癌の死亡率は依然として高
い．最近，化学療法に対して抵抗性を示す癌
幹細胞が腫瘍組織全体の供給をしながら拡
大・浸潤をしていくという癌幹細胞仮説が支
持されている． 
 
２．研究の目的 
本研究は，論争中の癌幹細胞の存在と技術的
な問題点を踏まえ，申請者の開発した培養技
術(Sato T et al. Nature 2009, Sato T et al. 
Nature 2011, Jung P, Sato T et al. Nature 
Medicine 2011, Sato T et al. 
Gastroenterology 2011) を利用したヒト大
腸癌幹細胞の Genetic Lineage Tracing およ
び Genetic Ablation を行う．本研究は大腸
癌幹細胞の同定と癌幹細胞を標的とした新
しい治療法の開発を目的としたトランスレ
ーショナルリサーチである． 
 
３．研究の方法 
ヒト大腸手術検体または内視鏡生検検体か
ら，正常腸管上皮および大腸癌組織を採取し，
申請者の開発した方法によりオルガノイド
を樹立する．樹立したオルガノイドに対し，
ゲノム編集技術を用いた遺伝子ノックアウ
ト・ノックイン技術の導入を行う．人工的な
大腸発がん系確立のため，ドライバー遺伝子
と呼ばれる，大腸発がんへの寄与が統計学的
に確認されている遺伝子群をノックインま
たはノックインする．さらに，大腸がん幹細
胞の可視化および細胞系譜解析のため，がん
幹細胞のマーカー遺伝子である LGR５遺伝子
領域に蛍光蛋白または遺伝子組換酵素であ
る CreER のノックインを行う． 
 作製した人工大腸癌またはがん幹細胞可視
化大腸癌は免疫不全マウスへの異種移植モ
デルを確立し，その生体内での動態を解析す
る．さらに，がん幹細胞を標的とした治療薬
の効果を検討する． 
 
４．研究成果 
 我々は，ヒト大腸上皮細胞よりオルガノイ
ド培養を樹立し，ゲノム編集技術による遺伝
子操作法を確立した．本方法により，人工的
な遺伝子変異導入による大腸発がんメカニ
ズムの解明に迫った．さらに，様々な組織型，
臨床ステージのヒト大腸癌より オルガノイ
ドを樹立し，ゲノム編集技術による遺伝子操
作法を開発した．本技術を用い，ヒト大腸癌
幹細胞の同定のため，LGR5 遺伝子領域への細
胞系譜解析レポーターの遺伝子ノックイン
に成功した．LGR5 遺伝子はその遺伝子領域の
サイレンシングにより，レポーターが不活性
化することがわかり，現在，サイレンシング
の受けにくい幹細胞マーカー遺伝子領域へ

のノックインを試みている．また，作製した
遺伝子改変オルガノイドは免疫不全マウス
への異種移植により，患者病理組織を反映し
た大腸癌組織の形成を示した．本技術により，
ノックインレポーターの生体内での系譜解
析が世界で初めて可能になった． ゲノム編
集技術による自在なヒト大腸上皮細胞の遺
伝子操作は大腸発がんメカニズムやがん幹
細胞の生物学的機能解析にとどまらず，遺伝
子変異に着目した創薬や患者大腸癌の個別
な治療薬スクリーニングなど，臨床応用を視
野に入れた展開が期待できる極めて汎用性
の高い基盤技術となることが期待される． 
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