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研究成果の概要（和文）：大腸がんによる死亡の多くは転移や再発など悪性化によるものである。近年のゲノム
解析によりドライバー遺伝子は明らかになった一方で、原発巣や転移巣間での遺伝子変異に違いは認められずそ
の分子機構の解明は十分ではない。 本研究は多くのがんで共通して発現しているミスセンス変異型p53に着目
し、独自に開発したヒト大腸がんドライバー遺伝子変異を持つオルガノイドを用いて、個体レベルで原発巣と転
移巣におけるp53遺伝子を調べた結果、ミスセンス変異p53発現腫瘍では多くが野生型p53の消失（LOH）が起きて
いることを突き止め、さらに、このような細胞が獲得している悪性化形質を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The accumulation of driver gene mutations causes colorectal cancer (CRC). 
However, it still unknown that which gene is responsible for metastasis. Previously, we generated 
CRC mouse model which carries four driver gene mutations (Apc, Kras, Tgfbr2, p53; AKTP) and 
established the organoids from mouse tumor.
This project focused p53 which is the most frequently mutated gene in pan-cancer cohort. We found 
that LOH of wild type-p53 with mutation cells (AKTPLOH/M), that p53 status is frequently seen in 
human malignant tumor, are enriched in metastasis legions when AKTP+/M organoids are injected in 
mouse spleen. Moreover, p53 LOH is required for the dormant cell survival and clonal expansion 
abilities. RNA seq. analyses revealed that inflammatory and growth factor/MAPK pathways are 
activated in AKTPLOH/M cells, while the stem cell signature is upregulated in both AKTPNull and 
AKTPLOH/M cells, indicating p53 LOH promotes mutant p53 driven metastasis through a distinct pathway
 activation.

研究分野： 腫瘍生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
大腸がんの転移に関わる原因遺伝子はわかっていない。本研究は多くのがんで変異が入っているp53に着目し、
大腸がん転移前後のp53遺伝子とそれに伴う腫瘍細胞の悪性形質を調べた。p53に変異が入っただけでは悪性度は
低いが、これに野生型p53欠損（LOH）が組み合わさることで、高い転移能力を獲得していることが分かった。ヒ
トのがんで見つかるp53の多くが変異＋LOHの組み合わせであることから、このようなp53は転移における責任遺
伝子のひとつであることが示唆された。この研究によりp53変異によるがん悪性化の詳細なメカニズムが明らか
となり、また創薬の分野においてもp53はターゲットとして広がりが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
大腸がんによる死亡率は他のがんと比べ比較的上位を占め、死亡要因の多くは転移や再

発など悪性化によるものである。 
よって大腸がんの再発・転移機構の解明は大腸がん克服につながる重要な研究課題である。 
近年の大規模なゲノム解析により、大腸がん進行に関与するドライバー遺伝子として、

APC, RAS, TGFBR2, TP53, FBXW7 などが明らかにされた (TCGA, Nature, 2012)。一
方で、原発巣と転移巣間で遺伝子変異に違いは認められず(Vogelstein et al. Science, 2013)、
転移・再発機構の詳細な分子機構の解明は未だ十分ではないのが現状であった。 
申請者は、多くのヒトのがんに共通してみられる p53 ミスセンス変異に着目した。p53

変異は特に悪性化したがんに多く発現しているタンパク質で、新規機能獲得(Gain Of 
Function ; GOF)による悪性化への関与が示唆されているが、大腸がん悪性化について個
体レベルでの詳細な解析はほとんどなかった。そこで、Apc と p53 の複合遺伝子変異マウ
ス(AP マウス)を作製し、その腸管腫瘍（原発巣）の表現系解析や腫瘍から独自に樹立した
細胞やオルガノイドを使った解析から、変異型 p53 依存的に約 350 個の遺伝子が発現誘導
されること、また変異型 p53 発現オルガノイドは極めて複雑な腺管構造を形成し浸潤能力
も獲得することを発見した。さらに、野生型 p53 が変異型 p53 の細胞内局在を核から細胞
質に変化させることを明らかにし、野生型 p53 欠損 (LOH)の重要性も示した（Nakayama 
et al. Oncogene, 2017）。 
また、4 種類ドライバー遺伝子（Apc, Kras, Tgfbr2, p53）複合変異マウス （AKTP マ

ウス） を作製し、腸管腫瘍から樹立したオルガノイド（AKTP オルガノイド）を単一細
胞から subcloning すると、得られたクローン細胞はすべて野生型 p53 が欠損（LOH）し
ていることを発見した。一方で、p53 に変異をもつヒトのがんでは大腸がんを含め、乳が
んや子宮がんにおいても 80-90%という高頻度で p53LOH が起きていることが知られる 
(TCGA, Nature, 2012)。 
これらの結果は、大腸がんの転移や再発過程では Dormant な状態のがん細胞集団の生

存、増殖亢進には p53 ミスセンス変異に加え、野生型 p53 欠損が必要であるとの仮説に至
った。 
２．研究の目的 
本研究では、ヒト大腸がんドライバー遺伝子変異を複数もつ大腸がん悪性化モデルマウ

スの腫瘍から樹立したオルガノイドの移植モデルを用いて、ドライバー遺伝子の複合変異
に加え、p53 遺伝子のミスセンス変異と LOH に着目し、大腸がん細胞の転移・再発獲得
機構を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
研究１）p53LOH によるがん細胞悪性化形質獲得について 

（in vitro） AKTP マウスの腸管腫瘍から p53 がヘテロ（+/R270H）のオルガノイド
（AKTP+/R270H）を作製し、さらに Subcloning して得られた AKTPLOH/R270H 細胞と、
CRISPR-Cas9 により p53 が欠損した AKTPNull 細胞を作製した。 また AKT マウス腫瘍
から AKTP+/+オルガノイドも樹立した。以上の 4 種類の p53 genotype（+/+、+/R270H、
Null、LOH/R270H）をそれぞれもつオルガノイドを用いて悪性化形質（Anoikis 耐性、ク
ローン化効率など）について調べ p53 genotype との相関関係について考察した。 

（in vivo）上記 4 種類の AKTP 細胞を用いて、マウス皮下移植による腫瘍原生能力について、
またマウス脾臓に移植する大腸がん転移モデルによる転移能力について調べた。また各移
植実験に際し、細胞をトリプシンによる単細胞分離、もしくはトリプシンを用いず細胞塊
のままの 2 条件での検討もおこなった。 

研究２）原発巣と転移巣における p53 status の比較 
AKTP+/R270H細胞はマウスの脾臓に移植すると肝臓へ転移するが、肝転移巣と脾臓に形成

される腫瘍（原発巣）での p53 genotype を調べるため、Laser Micro Dissection を用いて
組織切片から腫瘍細胞を採取しゲノムを抽出
した。また各腫瘍の組織切片やオルガノイド
の p53 免疫染色をおこない p53 核蓄積につい
ても調べた。 

研究３）p53 LOH によって誘導される細胞内シグ
ナルの解析 

4 種類の p53 genotype-AKTP オルガノイド



（AKTP+/+、AKTP+/R270H、AKTPNull、AKTPLOH/R270H）について RNA-seq.をおこない IPA
およびインフォマティクス解析を行った。 
 
４．研究成果 
研究１）4 種類の p53 genotype-AKTP オルガノイドについて、トリプシン処理した単細胞
の条件では Anoikis 耐性、クローン化効率、細胞増殖効率すべてにおいて AKTPLOH/R270H 
（LOH 細胞）が有意に高い能力を示した。しかしながら、トリプシン処理せずに細胞塊の
ままの状態だと p53 genotype とこれらの能力に相関性はみられなかった。 
一方、トリプシン処理によって単細胞にし、マウス皮下へ移植すると LOH 細胞の腫瘍原

生率は他の 3 つの Genotype に比べ有意に多かったが、細胞塊のまま移植すると p53 野生
型（AKTP+/+）を除き、ほぼ変わらなかった。さらに脾臓から肝転移する効率（転移効率）
を比較すると、トリプシン処理した場合（移植細胞数 300 個）、LOH 細胞のみで肝転移が
みとめられた。 
研究２）AKTP+/R270H細胞をマウス脾臓に移植した時の肝転移巣と原発巣（脾臓の腫瘍）腫
瘍細胞の p53 genotype を比較すると、原発巣ではすべてヘテロ（+/R270H）だったのに対
し、肝転移巣では約 50%で LOH が起きていた。また p53 免疫組織染色による核蓄積率も
原発巣と比較し、肝転移巣では有意に高かった。 
研究３）RNA-seq.による発現解析で得られたデータをもとに IPA をおこない LOH 細胞で
特に活性化している pathway を調べた。その結果、野生型
p53 欠損細胞（AKTPNull、AKTPLOH/R270H）に共通して活
性化されているのは Stem cell pathways であった。一方、
Inflammatory related pathways と MAPK/Growth 
factor related pathways は LOH 細胞でのみ活性化されて
いることがわかった（Fig.）。さらに STRING 解析の結果、
この 2 つの相異なる pathway signals はともに Network
を形成しているらしいということを示唆する結果も得た。 
これらの結果は、大腸がん悪性化における p53 変異と

LOH の Combination の重要性として、現在論文投稿中（in 
revision）である。 
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