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研究要旨  
化学発がん実験は従来げっ歯類を用いて個体レベルで行われてきたが、多大な時間と労力
を要することなどから簡便かつ迅速な代替法の開発が求められていた。我々は以前、3次
元培養下マウス初代培養上皮細胞への遺伝子導入により、in vitroでも個体レベルとほぼ
同様の大腸がん発がん過程が再現可能であることを示したことから、本手法を化学発がん
実験へ適用することを着想した。そこで、マウス由来肺オルガノイドに対してレンチウイ
ルスベクターshRNAを用いてがん抑制遺伝子をin vitroでノックダウンし、さらにタバコ
由来肺発がん物質NNK(4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone）を投与するこ
とで、肺発がん過程が再現可能か検証を進めている。現在ヌードマウスに接種し、皮下腫
瘍が形成されるか経過観察中である。今後化学物質の投与法を最適化するなどして新規発
がん性試験としての確立を目指したい。 

 
 

                                    
Ａ．研究目的 

化学物質の発がん性試験は通常マウスやラットを
用いた長期試験により行われるため、莫大な時間と
労力が必要とされる。また世界的な動物愛護意識の
高まりもあり、動物実験の3Rの原則に照らし合わせ
て、何らかの代替法の開発が望まれていた。我々は
以前、上皮細胞のみを用いても個体レベルと同様の
発がん過程が３次元培養下で再現可能であること
を示していることから、同手法を化学発がん実験へ
応用することが可能か検討することを本研究の目
的とした。 
 
Ｂ．研究方法 

C57BL/6Jマウス（野生型もしくはKrasLSL-G12D/+）の肺
を単離後に、酵素処理などにより一細胞レベルまで
分散させた。腸管と同様の培養条件を用いてマトリ
ゲル３次元初代培養を行い、オルガノイドとして長
期間にわたり培養・継代を行った。また、レンチウ
イルスを用いて野生型マウス由来正常オルガノイ
ドにがん抑制遺伝子であるp16やPTEN などに対する
shRNAを導入し、実際にタンパクレベルでノックダ
ウンされていることを確認した。KrasLSL-G12D/+マウス
由来正常オルガノイドにはCre-recombinase遺伝子
を導入し、Cre-loxPシステムを利用したSTOPコドン
の除去による活性型変異アレルの発現を誘導した。
肺オルガノイドに対してはタバコに含まれる代表
的な発がん物質である4-(methylnitrosamino)- 
1-(3-pyridyl) -1- butanone （以後NNK）を0〜5000M

の濃度で1-3回オルガノイドに投与した後に腫瘍原
性の検証を行うためにヌードマウス皮下に105細胞
ずつ接種した。                        
 
Ｃ．研究結果 

肺由来の上皮細胞はオルガノイドとして半永久的
に培養・継代することが可能だった。レンチウイル
スによる遺伝子導入効率も常に90%を超えており、
またGFPを導入した際にも陽性細胞が数ヶ月にわた
り培養されていたことから幹細胞のゲノムへ安定
的に遺伝子が導入されたと結論付けた。遺伝子異常
未導入の場合にはNNK投与後の肺由来オルガノイド
は腫瘍を形成しなかったため、現在p16やPTENに対
するshRNAを導入した肺オルガノイド、あるいは
Krasを活性化した肺オルガノイドへNNKを投与した
のちにヌードマウス皮下に移植し腫瘍形成能を検
証している。本実験系においては、これまでにKras
変異とp16やPTENに対するshRNAの導入により腺癌
類似の腫瘍が誘導されている。一方、今回、PTENに
対するshRNAを導入した肺オルガノイドでは、通常
であれば嚢胞状の形態のところが充実性かつ乳頭
状に変化し、組織学的にも扁平上皮化生が強く示唆
される初見を見出したことから、発がん物質を投与
することで扁平上皮癌を誘導できる可能性が浮上
してきている。これまでに各種臓器由来の細胞から
得られた腫瘍はすべて腺癌であり、扁平上皮癌は皆
無であった。喫煙は扁平上皮癌のリスク因子である
ことから、PTENのノックダウンとNNK投与の組み合
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わせにより扁平上皮癌の誘導に成功した場合、極め
て新規性の高い結果となることから慎重に観察を
進めていく予定である。 
 
（倫理面への配慮） 
本研究ではヒト検体を使用しておらず、動物実験お
よびDNA組み替え実験に関しては機関内の委員会に
本研究の申請を行い、承認を得た後に、規定を遵守
して研究を行った。 
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図１ 肺オルガノイドへの shRNA 導入による癌抑制遺伝
子のノックダウン 

 
 

図２ 肺オルガノイドの形態変化 

 

 
 

 

 

図３ 肺オルガノイドに対する NNK 投与による p53 活性化 

 

上段は３次元培養の位相差顕微鏡明視野画像。shPTEN のみ拡大
したオルガノイドを示す。他では管腔構造を示す嚢胞性のオル
ガノイドだが shPTEN のみ充実性の形態に変化して大型で黒色
の凝集塊となっている。下段は H&E 染色像であり、やはり
shPTEN 導入オルガノイドのみ充実性であり扁平上皮化生が示
唆される。 

 

遺伝子導入後の野生型
マウス肺オルガノイド
の Western Blotting。タ
ンパクレベルで各遺伝
子のノックダウンを確
認した。shLuc はルシフ
ェラーゼ遺伝子に対す
る shRNA であり、陰性
コントロールに相当す
る。Tubulin はローディ
ングコントロール。 

 
NNK を肺オルガノイド３次元培養の培養上清に添
加後 24時間でタンパクを回収してWestern Blotting
を行った。Tubulin はローディングコントロール。 
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