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研究要旨 
マウス由来の小腸や肺オルガノイドに種々の遺伝子異常を複数導入することで発がん誘導
が可能であることを確認している。本実験系を利用して、単独では発がんに不充分な遺伝
子変異を導入した上で発がん性化学物質を投与することで、従来in vitroで行われていた
発がん性試験を代替可能か検討した。小腸におけるApcノックダウンとPhIPは発がん協調作
用を検出したが、NNK投与では肺腫瘍形成に至らなかった。また、新規の発がんモデル系と
して胆のう、子宮、卵管、胃由来のオルガノイドへの遺伝子導入によりも発がん誘導が可
能であることを確認し、今後種々の化学物質のアッセイへの利用に有用な実験系と考えら
れた。 
 

 
                                            
Ａ．研究目的 

個々の化学物質の発がん性は、従来もっぱら個体レ
ベルでの長期間の投与や観察により評価をされてい
た。一方、オルガノイドを用いた細胞レベルの発が
んモデル実験系は、種々の遺伝子異常を導入した上
で化学物質を投与することで、短期間かつ高感度に
化学物質の協調的な発がん性を検出することが期待
される。そこで、本研究ではこうしたコンセプトの
正しさを実際に証明することを目的とした。また、
アッセイ可能な臓器の種類を増やす目的で多数の組
織由来のオルガノイドを用いて同様の発がんモデル
の確立を進めることを目的とした。 
 
Ｂ．研究方法 

１. 遺伝子改変オルガノイドを用いた化学発がん 

げっ歯類で発がん性が確認されているPhIP（大腸が
ん）およびNNK（肺がん）を当該臓器(小腸および肺)
由来の遺伝子改変オルガノイド（Apc, Pten, p16, 
Kras変異等）に種々の濃度で投与してヌードマウス
皮下へ移植した。腫瘍径の大きさや組織像の悪性化
を指標にして、上記化学物質の発がん性の検出が可
能か検討を行った。なお、コントロールとしては空
バクターやLuciferaseに対するshRNAなどを用いた。 

2. 新規発がんモデルの確立 

マウスから各種臓器を単離した上で、酵素的および
物理的に細胞の分散を行った上で、マトリゲルを用
いた３次元培養を行った。オルガノイドの培養には

EGF, Noggin, R-spondinなどを添加した血清非含有
メディウムを用い、遺伝子の導入にはレンチウイル
スベクターを用いた。Cre-recombinaseやshRNAの導
入後には、Cre-LoxPによる当該遺伝子の組み替えや
標的遺伝子のノックダウンをそれぞれゲノムPCRや
Western Blottingにより確認した。このようにして
得られた遺伝子導入後のオルガノイドをヌードマウ
ス皮下へ移植して、2ヶ月間観察を行い腫瘍形成能を
評価した。得られた皮下腫瘍は組織学的な解析を行
うと同時に再び３次元培養を行った。今年度は新規
の発がんモデル系を確立するために胆のうと子宮、
卵管、胃について単独および複数遺伝子変異の組み
合わせによる発がん性誘導の検証を行った。 
 
Ｃ．研究結果 

1. 遺伝子改変オルガノイドを用いた化学発がん 

肺のshRNA導入オルガノイドへのNNK投与に関しては、
投与回数、投与量、培養期間などのパラメーターを変
更して実験を繰り返したものの、NNK投与による明確
ながん悪性化の効果は確認できなかった。KrasG12D
変異に関して同様の実験を行い、現在経過観察を行っ
ている。腸管に関しては以前shApcとPhIPの発がん協
調作用を検出しているため、Apc-KOおよびKrasG12D
変異についてもPhIPの協調作用が検出されるか、現在
解析を進めている。 

2. 新規発がんモデルの確立 

卵管と子宮内膜に関してはKrasG12D変異+shp16/p19ま
たはp53KOにより100%の確率で癌肉腫（Carcinomaと



15 
 

Sarcomaの成分の両方を含む病変）が得られることを
見出した。Sarcomaへの変化は不可逆的であり、上皮
間葉転換とは異なる分子機序が想定された。また、
子宮オルガノイドに関しては、KrasG12D変異+shPten
およびPik3caH1047R変異+shPtenの両方で通常の腺癌と
同様の組織像の腫瘍形成をみた。胆のうに関しては
KrasG12D変異+shp16/p19変異で通常の腺癌が得られた。
いずれも単独の変異では腫瘍形成が見られなかった。
また、胃に関してもp53KO、KrasG12D変異、shCdh1のそ
れぞれ単独では腫瘍が得られなかったものの、
p53KO+shCdh1の導入により印環細胞を含む腫瘍が得
られ、KrasG12D変異+p53KOにより腺管の分枝や腸上皮
化生が顕著に認められる腫瘍の形成を認めた。これ
らの腫瘍は複数遺伝子変異の協調作用により初めて
認められ、単独の変異では腫瘍形成に至らないこと
から、単独変異導入オルガノイドへの化学物質によ
る変異導入を高感度に検出する実験系の構築に有用
であると考えられた。 

 
 
（倫理面への配慮） 
動物実験計画は千葉県がんセンター内の動物実験研
究委員会の承認を得た上で行い、動物愛護への十分
な配慮を行った上で遂行した。ヒト検体を用いた実
験を行っていない 
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