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研究成果の概要（和文）：K-ras変異陽性の原発性肺腺癌細胞株であるA549に遺伝子導入を行い人工肺癌幹細胞
様細胞の誘導に成功した。さらに誘導された細胞を、MSC(間葉系幹細胞)、HUVEC（血管内皮細胞）と共に3次元
下で混合培養することにより、肺癌組織構造と類似したオルガノイド(肺癌オルガノイド)を構築した。マイクロ
アレイによる解析の結果、iLCSCにおいてInterleukin (IL)-6の発現が特異的に亢進していた。さらに肺癌オル
ガノイドを用いたアッセイにより、IL-6はMSCをαSMA陽性細胞に分化を促すことによって、肺癌組織構築に重要
に関与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we successfully generated induced lung cancer stem like cells
 (iLCSC) by introducing OCT3/4, SOX2, KLF4 into A549 cells. In addition to properties that are 
conventionally referred to as CSC properties, the lung induced CSCs exhibited the ability to form 
lung cancer-like tissues in vitro with human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) and 
mesenchymal stem cells (MSC), which showed structures and immunohistological patterns that were 
similar to human lung cancer tissues. We named them “lung cancer organoids”. We found that 
interleukin-6 (IL-6), which was strongly expressed in iLCSC, facilitates the formation of lung 
cancer organoids via the conversion of mesenchymal stem cells into alpha-smooth muscle actin (αSMA)
-positive cells. Interestingly, the combination of anti-IL-6 antibody and cisplatin could destroy 
the lung cancer organoids, while cisplatin alone could not. These results suggest that IL-6 could be
 a novel therapeutic target in lung cancer.

研究分野：呼吸器外科学

キーワード： 肺癌　発生・分化　トランスレーショナルリサーチ　癌幹細胞　バイオテクノロジー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で用いた肺癌オルガノイドの系により、肺癌幹細胞とその周囲間質細胞をターゲットにした薬剤スクリー
ニングが可能となる。従来の抗癌剤の感受性評価の方法として、in vivoで免疫不全マウスに対するゼノグラフ
トを用いた手法が頻用されている。しかし、この手法はわずか数種類の薬剤やその組み合わせによる効果を検討
するにも、膨大な時間と労力を有する。本アッセイを用いることにより、より効率的な手法による多数の薬剤の
スクリーニングが可能になると考えられる。我々は、本アッセイを用いてIL-6の遮断が肺癌幹細胞をターゲット
にした治療になりうることを明らかにしているが、他の新規治療薬発見にもつながると考えられる。

※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（共通） 
１．研究開始当初の背景 

原発性肺癌は国内および世界における癌死の原因の第一位
となった。中でも、腺癌は著しく増加しており、喫煙との関連性
が示唆される報告もみられる。本組織型では分子生物学的に上
皮成長因子受容体（EGFR）遺伝子の変異との関連性が注目される
とともに、組織学的亜型として非浸潤型（in situ）と浸潤型
（invasive）に分類の改変が進められ 1)、その臨床的意義につ
いて研究が進みつつある。この中では、非浸潤部位と浸潤部位の
混在、そしてその割合による治療成績の違いについて論じられ
ている 2)。この病理組織学的分類において肺腺癌の進展様式は、
非浸潤病変から何らかの原因で浸潤部位が生じ、それが拡大し
ていくとの考え方が主流である。このような変化のメカニズム
については、癌幹細胞の関与が疑われているものの未だ解明さ
れていない。 

 2014 年に我々の研究グループは iPS 細胞技術を応用し、
大腸癌細胞株に体細胞初期化因子を導入後、癌細胞培養環境で
培養を行うことにより、癌幹細胞様の性質を獲得した細胞を誘
導することに成功している。さらにそれらをセルソーターによ
り回収する方法を確立した 3)。この手法を原発性肺癌細胞株に
応用し、肺癌幹細胞様の性質を獲得した細胞を誘導・回収する
ことを目的とする。さらに、こうして得られた細胞の解析によ
り①癌幹細胞理論、②癌・宿主相互作用、③癌細胞の上皮間葉転換を統合的に捉えることで、肺
腺癌の浸潤部位形成と伸展機序を解明し、さらにその制御法を確立することを本研究の目的と
する。そして、その中での喫煙により体内に取り込まれる各種のケミカルメディエーターの影響
について検討する。 

原発性肺癌細胞株 (A549, 図 1)にレトロウイルスベクターによる体細胞初期化因子(OCT3/4, 
SOX2, KLF4)の導入を行った。遺伝子導入後 10 日~15日目に、体細胞初期化因子を導入した A549
細胞においてのみ、コロニーの出現を認めた。さらに、コロニーのみを回収し培養することによ
り、巨大なコロニーを形成した(iLCSC, 図 2)。 

A549 細胞と iLCSC を、間葉系幹細胞

(MSC)、血管内皮細胞(HUVEC)と共に 3 次元

下で混合培養し、得られた Sphere のパラ

フィン包埋ブロックを作成し、連続切片を

作成した。これを Hematoxylin eosin(HE)

染色で観察したところ、iLCSC は元の A549

細胞に比べて、内部構造が明らかに密な

Sphere を形成した。iLCSCから得られた

Sphere は、肺腺癌組織と同様に、αSMA 陽

性細胞と共に組織を構築していた。さらに

CK7 の染色パターンも肺腺癌組織と類似し

ていた。以上より、iLCSCから得られた

Sphere を、肺癌オルガノイドと名付けた。

マイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解

析の結果 iLCSC において特異的に IL-6 の発

現が著明に高くなっていた(図 3)。肺癌オ

ルガノイドを用いて、抗がん剤感受性試験

を行ったところ、シスプラチンに加えて、

抗 IL-6 抗体を用いて IL-6シグナルを抑制

することによって、肺癌オルガノイドに対

する抗がん剤感受性が高くなることを明ら

かにした(図 4)。 

 

 

図 1 因子導入前の A549 細胞 

図 2 人工肺癌幹細胞

(iLCSC) 

 

図 3 網羅的遺伝子発現解析 
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図 4 肺癌オルガノイドを用いた抗癌剤感受性評価ア

ッセイ 

 



 
２．研究の目的 

本研究で誘導される iLCSCの in vivo における腫瘍形成能を調べ、癌幹細胞性について評価
する。また、肺腺癌臨床検体を用いて、IL-6mRNA を高発現している上皮系細胞の有無について
明らかにする。 
 
３．研究の方法 

In vivo における腫瘍形成能および病理学的評価：A549 細胞及び iLCSC を、それぞれ免疫不
全マウスの皮下に 1.0×106 個ずつ注入し、腫瘍形成能を比較した。さらに腫瘍の HE 染色、免疫
組織化学（αSMA、CD34）を行い、病理学的な比較を行った。肺腺癌臨床検体における IL-6mRNA
陽性細胞の確認：肺腺癌切除検体を用いて、IL-6mRNAに対する in situ hybridization と上皮
系マーカーである CAM5.2を 2 重染色することにより、 肺腺癌切除検体内に IL-6mRNA 陽性腫瘍
細胞が存在しているのかを調べた。 
 
４．研究成果 

In vivo における腫瘍形成能および病理学的評価：In vivo における腫瘍形成能は、A549 細

胞よりも iLCSC において有意に高かった。病理学的な評価を行ったところ、HE 染色において病

理組織像に両者の差を認めなかった。また αSMA 及び CD34 の免疫組織化学においても、両者に

明ら 

肺腺癌臨床検体における IL-6mRNA 陽性細胞の確認：肺腺癌臨床検体において IL-6 mRNA の

in situ hybridization と CAM5.2 で 2 重染色したところ、CAM5.2 陽性かつ IL-6mRNA 陽性の腫

瘍細胞を認めた(図 ５)。以上の結果よ

り、IL-6mRNA 陽性肺線癌細胞は、肺腺癌

臨床検体において存在することが明ら

かになった。シスプラチンと IL-6 シグ

ナルの遮断は、肺癌幹細胞をターゲット

にした新規治療法になると考えられた。 

我々は、これまでの研究から A549 細

胞に OCT3/4, SOX2, KLF4 を遺伝子導入

することによって iLCSC が誘導でき、周

囲の間葉系幹細胞と共に組織構築する

能力が元の A549 細胞に比べて、高くなることを明らかにした。さらに、IL-6 シグナルの抑制は、

従来の抗がん剤の効果を高めることが明らかにした。IL-6 は、たばこの煙に反応してヒト肺胞

上皮細胞において、発現が上昇する遺伝子として報告されており、また発癌への関与も示唆され

ている 4)。 今年度の研究から、iLCSC は in vivo において腫瘍形成能が高いことを明らかにし

た。iLCSC の癌幹細胞性の高さを示す結果であると考えられる。また肺癌切除臨床検体を用いて、

IL-6 陽性の肺腺癌細胞が存在することを明らかにした。以上により、IL-6 シグナルの阻害が、

肺癌幹細胞をターゲットにした治療法として、臨床応用可能であることが示唆された。 

IL-6 は様々な生理的な機能をもったサイトカインであり、抗癌剤抵抗性や浸潤、癌幹細胞性

への関与などが報告されている。また IL-6 は、たばこの煙に反応してヒト肺胞上皮細胞におい

て、発現が上昇する遺伝子として報告されており、発癌への関与も示唆されている 4) IL-6 の阻

害薬は、関節リウマチやキャッスルマン病に対する治療薬として、すでに臨床の現場で用いられ

ている。そのため、肺癌に対する新規治療薬開発よりも、より少ない労力で臨床応用が可能にな

ると思われる。 

今後の展望として、本研究で用いた肺癌オルガノイドの系を用いることにより、肺癌幹細胞

とその周囲間質細胞をターゲットにした薬剤スクリーニングが可能となる。従来の抗癌剤の感

受性評価の方法として、in vivo で免疫不全マウスに対するゼノグラフトを用いた手法が頻用さ

図 ５ 肺腺癌臨床検体における IL-6mRNA陽性細胞の確認 



れている。しかし、この手法はわずか数種類の薬剤やその組み合わせによる効果を検討するにも、

膨大な時間と労力を有する。本アッセイを用いることにより、より効率的な手法による多数の薬

剤のスクリーニングが可能になると考えられる。我々は、本アッセイを用いて IL-6 の遮断が肺

癌幹細胞をターゲットにした治療になりうることを明らかにしているが、他の新規治療薬発見

にもつながるのではないかと考えられる。 
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