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研究成果の概要（和文）：本研究において我々は、SOXおよびPIK3CAを単独または同時に抑制できるCRISPR 
interference (CRISPRi)：CRISPRiSOX2 、CRISPRiPIK3CA、CRISPRiSOX2PIK3CAを開発した。これらのCRISPRiを
発現できるrecombinant adenoviral vectorは肺扁平上皮癌の増殖を阻害し、特にSOX2、PIK3CAの双方を抑制す
ることで、強い高腫瘍効果が誘導された。このことより両遺伝子が協調して肺扁平上皮癌の進展に関与すること
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we developed CRISPR interference (CRISPRi) constructs 
that simultaneously suppresses SOX2 or / and PIK3CA: CRISPRiSOX2, CRISPRiPIK3CA, CRISPRiSOX2/PIK3CA.
  These CRISPRi-expressing recombinant adenoviral vectors inhibited the growth of lung squamous cell
 carcinoma, especially by suppressing both SOX2 and PIK3CA.  These results suggested that both genes
 are coordinately involved in the progression of lung squamous cell carcinoma.

研究分野： 肺癌、胸膜中皮腫に対する新規補助療法の開発

キーワード： 肺癌　扁平上皮癌　ゲノム編集　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
肺癌の約半数を占める肺腺癌においては、その分子機構の解明から多くのドライバー変異が明らかとなり、EGFR
変異、ALK融合遺伝子、ROS1融合遺伝子、RET融合遺伝子、BRAF変異、MET変異に対する分子標的薬は、現在治療
に欠かせないモダリティとなっている。一方、肺扁平上皮癌では、癌化に直接関与する分子生物学的知見に乏し
く、標的薬剤の開発は遅れており、発生のメカニズムや進展機序の解明が求められている。本研究において我々
は、肺扁平上皮癌の進展におけるSOX2、PIK3CAの関わりを明らかにしており、その学術的意義は大きい。

※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 

 
肺癌の約半数を占める肺腺癌においては、その分子機構の解明から多くのドライバー変異

が明らかとなり、EGFR変異肺腺癌やEML4-ALK転座肺腺癌に対する分子標的薬は、現在治

療に欠かせないモダリティとなっている。一方、肺扁平上皮癌では、癌化に直接関与する

分子生物学的知見に乏しく、標的薬剤の開発は遅れており、発生のメカニズムの根幹に関

わる研究が求められる。肺扁平上皮癌の発生機序は肺腺癌に比べて不明な点が多い。即ち、

中枢に生じる扁平上皮癌は、気管・気管支上皮細胞の扁平上皮化を起源として、

dysplasia-carcinoma sequenceモデルで説明されるものの、各段階での詳細は不明である。さ

らに、近年増加傾向にある末梢型肺扁平上皮癌は、Ⅱ型肺胞上皮が母細胞となることが提唱

されているが、発生機序については殆ど情報がない。 

近年、幹細胞研究の進歩から、3次元培養系において1つの組織幹細胞から臓器様の構造を

とるオルガノイドを作製することが可能となってきた。このいわゆる小型臓器は、癌組織

からも作製可能であり、新規薬剤のスクリーニングや毒性評価に応用されつつある。また、

Drostらは、CRISPR/Cas9を用いたゲノム編集により、正常ヒト結腸オルガノイドに、大腸癌

で最もよく認められる4つの遺伝子変異を導入することで腺癌の形質を獲得させた癌プロ

グレッションモデルを報告した（Nature. 521, 43-7. 2015）。気道上皮幹細胞に由来するオル

ガノイドの報告は未だ数少ない中、現在我々は、中枢気道および肺胞、そして肺癌からの

オルガノイド作製と長期培養に成功している。 
 
2. 研究の目的 

 
多くの肺扁平上皮癌において、染色体3q上のOncCassette（オンコカセット）と呼ばれる領

域に増幅が見られ、ここにコードされるSOX2や、PTENの異常が、発生と進展に関与するこ

とが分かってきた。またこれらの遺伝子は癌の幹細胞性の維持に必要であることが報告さ

れている。本研究において、中枢気道および肺胞由来オルガノイドに対し、ゲノム編集を

用いて上記遺伝子変異を導入し、オルガノイド内で発癌させることにより、扁平上皮癌の

発生過程を解析する。さらに肺扁平上皮癌細胞株および扁平上皮癌オルガノイドにおける

幹細胞マーカー発現、抗癌剤感受性を調べ、肺扁平上皮癌の幹細胞性の維持と抗癌剤耐性

に関する分子生物学的特徴を明らかにする。 
 
3. 研究の方法 
 

(1)  肺扁平上皮癌における SOX2、PIK3CA の進展への関わりの検討 

上記 OncCassette 内にコードされ、肺扁平上皮癌の進展に関与することが報告されてい

る SOX2、PIK3CA のプロモーター領域破線部に対する gRNA を作製し(図１A, B)、

両遺伝子を単独または同時に発現できる CRISPR interference (CRISPRi)をした（図

１C）。当該システムを発現できる recombinant adenoviral vector: Ad-CRISPRiSOX2、

Ad-CRISPRiPIK3CA そして Ad-CRISPRiSOX2/PIK3CA を作製し（図 3A）、肺扁平

上皮癌細胞に投与後の標的遺伝子発現と細胞増殖能の変化を解析した。 

 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2) 正常肺組織由来オルガノイドに対するゲノム編集を用いた変異の導入 

正常末梢肺由来オルガノイドに対し下記のゲノム編集用プラスミドを用い、TP53 の

exon3 に対する特定配列（target 配列）を切断する gRNA を発現するコンストラクトを

作製し(図 2)、TP53 のノックアウトを行った。24well-plate 内で正常肺オルガノイド 20

万個に対し TP53 編集用コンストラクト 3ug を Lipofection したのち、野生型 TP53 を

持つ細胞の増殖を阻害できる MDM2inhibitor: nutlin3a を培養液に添加し、増殖したオ

ルガノイドを選別した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. 研究成果 

 
(1) 肺扁平上皮癌における SOX2、PIK3CA の進展への関わりの検討 

SOX2 および PIK3CA を発現する肺扁平上皮癌細胞株：EBC2、HCC95 において上

記 adenoviral vector をそれぞれ 1200MOI、300MOI で感染後、72 時間後の

immunoblot 解 析 に お い て Ad-CRISPRiSOX2 に よ る SOX2 発 現 、

Ad-CRISPRiPIK3CA による PIK3CA 発現、Ad-CRISPRiSOX2/PIK3CA による双方

の発現抑制が両細胞株において認められた(図 3B)。また細胞内 ATP の定量法による

cell viability 測定の結果から SOX2 および PIK3CA の双方を抑制することで、より強

い扁平上皮癌の増殖抑制を誘導できることが示された(図 3C)。 

以上から OncCassette 内にある２遺伝子は、肺扁平上皮癌の増殖に関与し、双方は関連

して癌進展に関わる可能性が示唆された。今後、引き続き抗癌剤に対する感受性の変



化を解析する予定である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2) 正常肺組織由来オルガノイドに対するゲノム編集を用いた変異の導入 

TP53 編集が行われたオルガノイドのみが nutlin3a 添加培地内で増殖し、exon4 を検出

できる特異的 primer を用いた genome PCR から両アレルにおける当該遺伝子の欠失が確

認された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



正常肺オルガノイドにおけるゲノム編集条件が明確となり、また我々の研究室において編

集された細胞の選定が可能となった。現在他種遺伝子の編集をこれに加え行っている。 
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