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1) 研究背景 
癌関連線維芽細胞は大腸癌微小環境の代表的な構築因子であり、その起源は正常線維芽細胞が有力

視される。大腸癌は前癌病変である腺腫を経る adenoma-carcinoma-sequence が立証された癌腫で

あり、長い発育過程の中で腺腫、早期大腸癌とどのような相互関係を構築しているかは不明である。

2009 年に三次元オルガノイド培養システムが報告され、これまで用いられてきた大腸癌細胞株のみ

ならず正常腸管上皮や大腸腺腫も培養することが可能となり、正常線維芽細胞と組み合わせること

で早期病変を含めた大腸腫瘍との腫瘍形成早期からの微小環境応答の解析が可能であると考えた。   
2) 目的 
三次元構造を形成し in vitro で生体内に近い状態となるオルガノイド長期培養システムを用い、大

腸オルガノイドと大腸正常線維芽細胞との共培養系を構築し、腫瘍発育に伴う線維芽細胞の応答を

明らかとすること。 
3) 研究方法 
内視鏡的切除検体、及び外科切除検体から大腸正常上皮オルガノイド、大腸腺腫オルガノイド、大

腸癌オルガノイド、及び大腸正常線維芽細胞（3 症例）を樹立し、オルガノイドと正常線維芽細胞

に対してトランスウェルインサートを介した共培養を行った。共培養後のオルガノイドを観察し細

胞生存能を評価し、更に正常線維芽細胞のマイクロアレイ解析を行った。共培養を行った大腸腫瘍

オルガノイドの腫瘍進行度に沿って発現が亢進する遺伝子を候補として、non-advanced adenoma 
27 例、advanced adenoma 25 例、進行癌 56 例に対して免疫組織化学染色を行い組織中の発現を解

析した。腫瘍発育早期から組織学的発現を認めた DKK1 に対して、advanced adenoma 患者 17 症

例、進行癌患者 32 症例の血清を用いた発現の解析、及びヒト大腸癌細胞株 HCT116 細胞を用いた

機能解析を行った。 
4) 研究結果 
オルガノイドの平均径は、正常上皮オルガノイドでは単独培養で 146.2μm、3 種類の正常線維芽細

胞との共培養でそれぞれ 338.9μm、205.8μm、236.3μm となり、腺腫オルガノイドでは単独培養で

86.5μm、共培養でそれぞれ 308.3μm、242.9μm、227.1μm と、いずれも共培養群で増大を認めた。

一方癌オルガノイドでは単独培養では 138.1μm、共培養では 140.2μm、133.5μm、115.9μm といず

れも変化を認めなかった。オルガノイドの細胞生存能は、正常上皮単独を 1 とすると、3 種類の正

常線維芽細胞と共培養後の平均値は順に 2.78、1.56、2.24、腺腫単独を 1 とすると共培養後の平均
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値は 3.03、2.98、2.33 であり、いずれにおいても共培養群で亢進を認めた。一方、癌単独を 1 とす

ると、3 種類の正常線維芽細胞と共培養後の平均値は順に 1.42、0.91、0.59 となり変化は認めなか

った。正常線維芽細胞のマイクロアレイ解析では、腺腫オルガノイドとの共培養、癌オルガノイド

との共培養とで段階的に発現が亢進する 18 遺伝子を認め、この中で Wnt signaling に関連する

DKK1 に着目した。内視鏡切除標本、外科切除検体に対する免疫組織化学染色により、DKK1 が腫

瘍発育早期から腫瘍間質で発現していることを認めた。平均の血清中 DKK1 濃度は、進行癌患者群 
1863.5 pg/mL、対照群 504.8 pg/mL と進行癌患者で高値であり、また、advanced adenoma の段

階でも内視鏡的切除後に低下することを認めた。HCT116細胞に対してDKK1 recombinant protein
を添加したところ、平均の OD value は添加群、非添加群それぞれ 1.34、1.66 と細胞増殖能の低下

を認め、DKK1 の siRNA トランスフェクションを行うことで siRNA 群、コントロール群で平均の

OD value がそれぞれ 0.93、0.74 と上昇を認めた。 
5) 結論 
大腸腫瘍の発育過程において、腫瘍の進行度により、線維芽細胞から受ける影響が異なることが示

唆された。また、腫瘍形成早期から線維芽細胞は DKK1 を発現し腫瘍抑制的に機能する可能性が示

された。






