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研究成果の概要（和文）：近年の次世代シークエンス技術の進歩と大規模なシークエンス解析プロジェクトによ
り, 大腸がんの網羅的ながん遺伝子変異同定が可能になった。我々は，大腸上皮組織の体外培養技術であるオル
ガノイド培養とCRISPR-Cas9ゲノム編集技術を組み合わせ，ヒト大腸上皮遺伝子変異導入オルガノイドによる，
がん遺伝子変異の解析に成功した。作製された遺伝子変異オルガノイドは超免疫不全マウスを用いた異種移植系
により，病理組織学的な評価と浸潤・転移能などの機能形質の解析が可能である。構築されるドライバー遺伝子
機能解析基盤は汎用性が高く，様々な創薬スクリーニング応用が期待でき，高い社会的波及効果を併せ持つ。

研究成果の概要（英文）：Recent advance in sequence technology has enabled comprehensive analyses of 
genetic mutations in human colorectal cancer. In this study, we combined organoid culture technology
 and CRISPR-Cas9 technology to establish gene engineered organoids for analysis of genetic mutations
 in human colorectal cancers. The engineered organoids were xenotransplanted into immune-deficient 
mice and pathologically examined for their invasive and metastatic capacity. The functional analysis
 platform for driver genetic mutations are instrumental and holds a promise for applying to drug 
screening.&nbsp;
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１．研究開始当初の背景 
 

近年の次世代シークエンス技術により，大

腸がんの遺伝子変異の網羅的な解析が可能

になった．その結果，通常型の大腸がんは

50-70 程度の遺伝子変異を有していることが

報告されている （Wood LD et a. Science 

2007, The Cacncer Genome Atlas Network 

Nature 2012）. 遺伝子変異はがん細胞の増

殖優位性に寄与するドライバー遺伝子変異

と中立なパッセンジャー変異に分けられ，1

つの大腸がん当たり，10 個程度のドライバー

遺伝子が存在すると考えられている．ドライ

バー遺伝子の抽出は腫瘍間で高頻度のアミ

ノ酸コドンに変化を与える変異が認められ

ることを基に，バイオインフォマティクスの

観点から数学的に決定される．従って，多く

のドライバー遺伝子はその細胞生物学的な

機能が不明であり，その発がんへの寄与は確

定していない． つまり，大腸がんにおいて

その細胞生物学的機能が精力的に研究され

た APC, KRAS, SMAD2/3/4, TP53, PIK3CA な

どのドライバー遺伝子を除く，30 程度のドラ

イバー遺伝子の大部分は機能的な解析が待

たれる (Vogelstein B et al. Science 2013)． 

 
 
２．研究の目的 
 
次世代シークエンス技術の進歩により, 

網羅的ながん遺伝子変異同定が可能になっ

た．しかしながら，発がんに寄与するドライ

バー遺伝子変異の同定はバイオインフォマ

ティクスによる in sillico 解析に依存して

きた．我々は，大腸上皮組織を体外でミニ組

織化し，複数の遺伝子を同時に破壊する，ヒ

ト大腸上皮ノックアウト技術を確立した．本

技術を用い，大腸がんの 3%程度以上に認める

25 個の遺伝子を様々な組み合わせでノック

アウトまたは変異ノックインし，人工大腸が

んの作製およびその細胞生物学的特性の解

析を行う．構築されるドライバー遺伝子機能

解析基盤は汎用性が高く，様々な創薬スクリ

ーニング応用が期待でき，高い社会的波及効

果を併せ持つ． 

 
 
３．研究の方法 
 
ヒト正常大腸および大腸がんオルガノイ

ドを作製し，正常・疾患上皮細胞の分子遺伝

学的解析を行う．また，CRISPR-Cas9 を用い

たゲノム編集技術を用い，正常大腸上皮から

の人工的な大腸がんの作成を試みる．  

 
 
４．研究成果 
 

正常大腸上皮オルガノイドに対し，

APC,KRAS,SMAD4,TP53，PIK3CA の 5 種類の遺

伝子変異をCRISPR-Cas9ゲノム編集によって

導入し，人工大腸癌モデルを作成した．人工

的な遺伝子導入は Surveyor assay およびシ

ークエンス解析により確認を行った．遺伝子

改変オルガノイドは異種移植により腫瘍形

成を認め論文報告を行った（Matano et al. 

Nature Medicine 2015）. さらに，20 個の

遺伝子に対するCRISPR-Cas9ベクターの作製

を完了し, ヒト大腸オルガノイドへエレク

トロポレーション，Surveyor assay による遺

伝子ノックアウトを確認し, 異種移植実験

による浸潤・転移能の変化を検証している． 

 

さらに，55 ラインのヒト大腸腫瘍オルガノ

イドを樹立し，その遺伝子変異・発現変化と

細胞生物学的な形質の変化への相関性を追

求 し ， こ れ ま で 困 難 で あ っ た

Genotype-Phenotype 連関を研究するプラッ

トフォームを構築した．  
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