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研究成果の概要（和文）：炎症反応や線維性微小環境の形成は、発がんに重要な役割を果たすことが示されてい
るが、転移などの悪性化過程における役割は未だ不明な点が多い。本研究では、マウス腸管腫瘍由来オルガノイ
ドの移植モデルを用いて、大腸がん肝転移機構の解析を行なった。その結果、転移性がん細胞が肝臓に到達する
と、肝星細胞の活性化により線維性微小環境が形成され、がん細胞の生存と増殖を促進することが明らかとなっ
た。さらに、宿主側のTGF-βシグナルや自然免疫、炎症反応が、線維性微小環境形成と肝転移巣形成に重要な役
割を果たすことが、個体レベルの解析により明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this project, we have studied the role of inflammatory and fibrotic 
microenvironment in the liver metastasis of intestinal tumor cells. For this purpose, we have 
established mouse intestinal tumor-derived organoids carrying major driver mutations of colon 
cancer, and generated liver metastasis models by transplantation of these organoids to the spleen. 
We found that fibrotic microenvironment was generated surrounding the disseminated tumor cells by 
activation of hepatic stellate cells, which support survival and proliferation of the disseminated 
tumor cells, leading to development of metastatic foci. Moreover, we found that host TGF-β 
signaling is required for generation of fibrotic niche and development of metastatic foci in the 
liver. Moreover, host innate immune response and inflammatory pathway also contributed to the 
metastatic foci formation. These results expand our knowledge about the role of microenvironment in 
colon cancer metastasis.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： 大腸がん　転移　微小環境　線維化　オルガノイド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
発がん過程における炎症性微小環境の役割について研究が進み、発がん予防戦略に重要な知見を与えている。一
方で、転移などの悪性化進展過程における微小環境については、未だ不明な点が多い。本研究では、腸管腫瘍の
肝転移過程における線維性微小環境の役割に着目し、ヒト大腸がん細胞の遺伝子変異を再現したマウスオルガノ
イドの移植モデルを用いて、線維性微小環境の形成機構とその重要性について明らかにした。以上の研究成果
は、転移巣形成機構の理解を広げ、将来的な転移がんに対する治療戦略にも貢献が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

 
非ステロイド抗炎症薬（NSAIDs）の長期服用者は、大腸がんによる死亡リスクが有意に低

く、NSAIDsの標的分子である COX-2に依存した炎症反応が、発がん促進に作用すると考えら
れた。研究代表者らはこれまでに、大腸がん、胃がんマウスモデルを作製し、それを用いた解
析により、COX-2 の下流で生合成される PGE2によるシグナル経路（COX-2/PGE2経路）が消
化管腫瘍組織に炎症性微小環境を形成し、発がんに重要な役割を果たすことを明らかにした
（Oshima et al, Cell, 1996; Oshima et al, Gastroenterology, 2006）。さらに、胃がんマウスモデルの
解析により、COX-2/PGE2経路と、Toll様受容体（TLR）/MyD88を介した自然免疫との相互作
用が、炎症性微小環境形成と胃粘膜腫瘍形成の双方に必要であることを明らかにした（Maeda 
et al, Cancer Prev Res, 2016）。以上の知見は、COX-2/PGE2および TLR/MyD88経路の遮断が消
化管腫瘍の発生を予防できる可能性を示している。 
一方で、転移をともなう大腸がん患者の 5 年生存率は 15%前後と低く、転移がんに対する

薬剤開発のために、転移機構の解明は重要である。悪性がん組織でも、マクロファージ浸潤や
リンパ球浸潤などの炎症性微小環境の形成が病理学的に確認されるが、その役割については未
だ不明な点が多い。最近、大腸がんの CMS分類（consensus molecular subtype分類）では、CMS4
に分類される大腸がんが、線維性微小環境形成による間質増生を特徴とし、転移再発率が高く、
予後が悪いことが報告された（Dienstmann et al, Nat Rev Cancer, 2017）。しかし、転移巣形成に
おける線維性微小環境の役割についても、十分な解析がなされていない。 
研究代表者らのグループでは、これまでに大腸がん発生に関与する４種類のドライバー遺

伝子、Apc、Kras、Tgfbr2、Trp53の全てに、ヒトの大腸がんで検出されるのと同様の変異を導
入したマウスモデルを作製して、発生した腸管腫瘍からオルガノイドを樹立し（以下、AKTP
細胞）、オルガノイドの脾臓移植による肝転移巣形成モデルを作製した（Sakai et al, Cancer Res, 
2018）。このモデルでは、ヒト大腸がん転移巣と同様に、線維芽細胞の増殖による間質増生が認
められ、大腸がん転移巣の微小環境研究に適したモデルである。 

 
２．研究の目的 

 
以上の学術的背景を基盤とし、本研究は「大腸がん転移巣における宿主反応による線維性微

小環境形成機構およびその役割の解明」を目的として推進した。この目的達成のため、研究代表
者らが開発したオルガノイド移植による肝転移モデルマウスを使って以下の実験を実施し、肝
星細胞の活性化による線維性微小環境形成機構、および転移巣形成機構について解析した。 

 
（１） 肝転移巣における線維性微小環境形成の組織学的解析: 

転移性および非転移性細胞を脾臓移植し、肝臓における腫瘍細胞が誘導する線維性微小環境
の形成過程について、経時的な組織解析を行った。 

（２） 腫瘍細胞と肝星細胞の相互作用の解析: 
Trp53-/-マウス肝臓から肝星細胞を採取し、AKTP 細胞との共培養実験等により、腫瘍細胞と
肝星細胞の相互活性化機構について解析した。 

（３） 線維性微小環境および肝転移巣形成における TGF-βの役割の解析: 
TGF-βII 型受容体遺伝子 Tgfbr2 欠損マウスに AKTP 細胞を移植し、線維性微小環境や肝転移
巣形成過程について、組織解析を行った。 

（４） 線維性微小環境および肝転移巣形成における自然免疫および炎症反応の役割の解析: 
TLR2/4遺伝子欠損マウス、PGE2受容体 EP4遺伝子欠損マウス、さらに炎症反応で重要な転
写因子、Stat3 および NF-κΒ 遺伝子欠損マウスの脾臓に AKTP 細胞を移植し、線維性微小環
境や肝転移巣形成における、宿主自然免疫や炎症反応の役割を解析した。 

 
３．研究の方法 
 
上記（１）〜（４）の項目について、以下のように実験を実施した。 

（１）肝転移巣における線維性微小環境形成の組織学的解析: 
ApcΔ716、KrasG12D、Tgfbr2-/-、Trp53R270Hの４種類のドライバー遺伝子変異を導入したマウスの
腸管腫瘍から樹立したオルガノイド（AKTP）細胞は、脾臓移植すると肝転移巣を形成する。
AKTPオルガノイド細胞を脾臓移植後 1 日、3 日、7 日、14 日で肝臓組織を採取、固定し、病
理組織標本（H&E）の観察、および α-SMA抗体、Ki-67抗体を用いた免疫染色を行い、線維
性微小環境の形成、肝星細胞の活性化、および腫瘍細胞と間質細胞の増殖について解析した。
対象として、ApcΔ716、Trp53R270Hの２種類の遺伝子変異を導入した非転移性腸管腫瘍の AP 細
胞を脾臓移植し、同様の観察を行った。 
 



 

 

（２）腫瘍細胞と肝星細胞の相互作用の解析: 
Trp53-/-マウスから肝星細胞（hepatic stellate cell, HSC）を採取し、継代培養により不死化した
HSC 細胞株を樹立する。HSC 細胞の培地に、AKTP 細胞および非転移性オルガノイドの AK
細胞、AP 細胞の培養上清（conditioned medium, CM）を添加し、HSC 細胞の増殖率および活
性化を、それぞれ Ki67 と Tgfbr1 遺伝子発現により解析した。さらに、HSC 細胞と AP 細胞
を共培養してキメラ状のスフェロイドを形成した状態で、AKTP 細胞の CMで刺激し、AP 細
胞の増殖率を Ki67抗体を用いた免疫細胞染色で解析した。この解析は、悪性腫瘍細胞（AKTP）
と HSC 細胞の相互活性化機構を明らかにすることを目的に実施した。 
 

（３）線維性微小環境および肝転移巣形成における TGF-βの役割の解析: 
Rosa26-CreER Tgfbr2flox/floxマウスはタモキシフェン（Tam）投与により、TGF-βII 型受容体を
全身組織の細胞で欠損し、TGF-βシグナルが遮断される。このマウス脾臓に AKTP 細胞を移
植し、移植後１週間で Tam 投与した。Tam 投与後 3 週間で病理解剖し、線維性微小環境形成、
および肝転移巣形成について病理組織学的解析、および α-SMA抗体、Ki-67抗体を用いた免
疫染色により解析した。 
 

（４）線維性微小環境および肝転移巣形成における自然免疫および炎症反応の役割の解析: 
TLR2/4遺伝子欠損マウス、PGE2受容体 EP4遺伝子欠損マウス、および Stat3、NF-κΒ遺伝子
欠損マウスの脾臓に、それぞれ AKTP 細胞を移植し、移植後４週間で病理解剖し、肝転移巣
形成について病理組織学的に解析した。 

 
４．研究成果 
 
（１）肝転移巣における線維性微小環境形成の組織学的解析: 

AKTP 細胞を脾臓に移植して１日後、肝臓類洞内に到達した腫瘍細胞塊が観察された。また、

移植後 3 日目には、腫瘍細胞周囲の血管壁側から線維芽細胞様の細胞増殖が認められ、移植

後 14 日目には腫瘍細胞周囲に線維性微小環境の形成が認められた（図１上）。また、Ki67抗
体を用いた免疫染色により、腫瘍細胞および間質の線維芽細胞、双方の増殖が認められた。

さらに、免疫染色の結果、増殖した間質細胞は α-SMA 陽性であり、血管壁側から増殖するこ

とから、血管内皮を裏打ちする HSCが活性化して増殖したと考えられた。 
一方で、非転移性の AP 細

胞を脾臓移植した際、AKTP
細胞と同様に肝臓類洞内に

到達した腫瘍細胞塊が観察

されたが、線維性微小環境の

形成は認められず、腫瘍細胞

の増殖は認められなかった

（図１下）。以上の結果から、

転移性を獲得した悪性腫瘍

細胞が、肝星細胞を活性化さ

せて線維性微小環境を形成

し、腫瘍細胞の生存や増殖に関与すると考えられた。 
 

（２）腫瘍細胞と肝星細胞の相互作用の解析: 
Trp53-/-マウスから樹立した不死化 HSC 細

胞を、AKTP 細胞および AK、AP 細胞から

それぞれ調製した CM を添加した培地で

培養した結果、AKTP 細胞 CMは、HSC 細

胞の形態を紡錘型に変化させ（図２a）、
TGF-β1遺伝子（Tgfb1）および Ki67遺伝子
（Mki67）の発現を亢進させた（図２b）。一
方で、AK、AP 細胞 CMではそのような変
化は認められず、悪性腫瘍細胞が産生する

因子が HSCを活性化すると考えられた。 
また、非転移性 AP 細胞を AKTP 細胞

CMで刺激しても、あるいは HSCと共培養

しても細胞増殖率は変化しなかった（図

３）。しかし、AP 細胞と HSCを共培養して

キメラ状のスフェロイドを形成させ、さら

図 1．AKTP 細胞（上）および AP 細胞（下）の肝臓類洞到達後の経時的な
組織学的変化。AKTP 細胞周囲には線維性微小環境が形成される。 

図 2．HSC と腫瘍細胞の相互作用。(a)各遺伝子型の腫瘍
細胞 CM で刺激した HSC の形態変化。(b)腫瘍細胞 CM で刺

激した HSC の遺伝子発現変化。 



 

 

に AKTP 細胞 CMで刺激すると、AP 細胞の増殖率（Ki67 取り込み率）が有意に上昇した（図

３）。この結果は、AKTP 産生因子により活性化した HSCが、非転移性 AP 細胞の細胞増殖を

亢進させたことを示しており、悪性がん細胞による HSCの活性化と、活性化 HSCによる腫
瘍細胞の増殖亢進という相互活性化機構が想定された。 

 
（３）線維性微小環境および肝転移巣形成における TGF-βの役割の解析: 

Rosa26-CreER Tgfbr2flox/floxマウスの脾臓に AKTP 細胞を移植し、移植後 1 週目に Tam 投与し

たマウスでは、肝転移巣形成が顕著に抑制された（図４）。組織学的解析の結果、Tam非投与

対象マウスでは α-SMA 陽性の線維芽細胞による線維性微小環境形成と、AKTP 細胞の増殖が

確認されたが、Tam 投与マウスでは、残存する腫瘍細胞周囲には α-SMA 陽性細胞は認められ

ず、Ki67 染色で観察される腫瘍細胞の増殖も顕著に低下した。したがって、TGF-βシグナル
により活性化した HSCが形成する線維性微小環境が、肝転移巣形成に重要な役割を果たすと
考えられた。 
 

（４）線維性微小環境および肝転移巣形成における自然免疫および炎症反応の役割の解析: 
TLR2/4、EP4、NF-κB、Stat3 各遺伝子欠損

マウスの脾臓に AKTP 細胞を移植し、移植

後 4 週間で肝臓病変を病理解析した結果、

TLR2/4 および EP4 遺伝子欠損マウスで、

有意に肝転移巣形成が抑制された（図４）。

一方で、NF-κB と Stat3 遺伝子欠損マウス

では、肝転移巣形成効率が減少する傾向が

観察されたが、有意差は見られなかった。 
 
以上の本研究成果により、転移性を獲

得した悪性腫瘍細胞は肝臓に到達すると、

近傍の肝星細胞（HSC）を活性化させて線

維性微小環境を形成し、それにより腫瘍細

胞の生存と増殖が促進されると考えられ

た。また、HSCの活性化には宿主側のTGF-
β シグナルが重要な役割を果たすことが
明らかとなった。さらに、宿主側の TLR2/4を介した自然免疫反応や、EP4を介した PGE2シ
グナルも、転移巣形成に関与することが示され、大腸がんの肝転移機構の理解に貢献する知

見が得られた。今後、線維性微小環境による腫瘍細胞の生存と増殖の促進機構の解明が重要

な課題となる。 

図３．AP 細胞の単独培養（写真
左）および HSC との共培養スフ
ェロイド（写真右）を AKTP 細
胞 CM で刺激した際の細胞増殖
率（Ki67 染色；写真下）。Ki67
取り込み率をグラフに示す
（右）。 

図４．自然免疫、炎症反応関連因子および Tgfbr2 遺伝子
欠損マウス脾臓に AKTP 細胞を移植し、形成された肝転移
巣（相対領域）。１ドット=１匹。 
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