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研究成果の概要（和文）：非小細胞肺癌の分子標的治療において、獲得耐性が問題となっている。申請者らは新
規lncRNA S180122が薬剤耐性に関与することを示唆した。本研究では、患者由来肺癌オルガノイドを作製し、オ
ルガノイドを用いてlncRNA S180122阻害剤の薬剤耐性克服効果を検討した。結果として、耐性細胞株では阻害剤
によりEGFR-TKI耐性が減弱したが、オルガノイドでは有意な形態的・遺伝子的変化が見られなかった。今後は、
核酸薬デリバリー法の改良と3次元培養モデルを活用した耐性克服薬の探索・評価が求められる。

研究成果の概要（英文）：Acquired resistance remains a major obstacle to targeted therapies for 
non-small-cell lung cancer (NSCLC). This study aimed to investigate the potential of lncRNA S180122 
inhibitors in overcoming drug resistance using patient-derived lung cancer organoids and cell 
line-derived spheroids. The results demonstrated that the inhibitor could attenuate EGFR-TKI 
resistance in resistant cell lines. However, no significant morphological or genetic changes were 
observed in organoids/spheroids, suggesting delivery challenges. Further optimization is needed to 
effectively deliver inhibitors to 3D tumor models for overcoming clinical drug resistance.

研究分野： 腫瘍内科学

キーワード： lncRNA　肺癌　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
分子標的治療における耐性化機構の解明と克服薬の探索は、肺癌治療成績のさらなる向上につながる重要な課題
である。本研究ではlncRNAを標的としたEGFR-TKI耐性肺癌に対する新規治療法の創出を目指したが、最終目標は
達成できなかった。しかし、短期間で患者由来肺癌オルガノイドの作製方法を確立したことは、今後の肺癌創薬
研究開発に貢献すると期待される。

※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 
 ドライバー遺伝子変異/転座陽性の非小細胞肺癌に対する分子標的治療は進歩を続けており、
患者予後も着実に改善している。しかし、獲得耐性により再発することが問題となっている。薬
剤耐性の克服または治癒を目指した治療戦略が模索されている 1)。 
EGFR チロシンキナーゼ阻害薬(EGFR-TKI)に対する獲得耐性のメカニズムは複雑である。最も

代表的なメカニズムは EGFR の T790M 二次変異、c-Met 遺伝子の増幅、肝細胞増殖因子(HGF)の過
剰発現などが知られているが、他の耐性因子も併せ持つことで、がん細胞が生存に必要な代替シ
グナル伝達経路を獲得し、薬剤耐性を示すようになるとも考えられる 2)。 
 近年の癌ゲノム解析の結果、従来同定されてきた癌遺伝子・癌抑制遺伝子の変異だけではなく、
タンパク質を翻訳しない非コード RNA(non-coding RNA)の変異や発現異常も、癌の発症・進展に
重要な役割を果たしていることが明らかとなった 3)。申請者らは、既存 RNA-Seq データ解析で示
唆された、肺癌組織で高発現する新規 lncRNA S180122 が、非小細胞肺癌細胞株において過剰発
現することを確認した。また、機能解析により lncRNA S180122 が癌遺伝子として機能し、肺癌
の転移プロセスおよび薬剤耐性獲得に関する上皮間葉転換（EMT）に影響を及ぼすことが示唆さ
れた。以上の知見から、lncRNA S180122 が非小細胞肺癌の獲得耐性・再発を克服するための新
たな診断・治療において、有望な新たな分子標的となると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、我々が新規に同定した肺癌進展に関連する lncRNA S180122 に着目して、薬剤耐性

を獲得した非小細胞肺癌患者由来の癌組織細胞を用いた 3 次元培養系で、獲得した薬剤耐性を
克服するための、lncRNA を標的とした核酸医薬の探索を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）臨床検体の収集 

大学附属病院で肺癌手術を受けた患者から、術前後の血液検体と、摘出された肺癌組織及
び周辺の正常組織を採取する。肺癌組織はすぐに抗生物質入り培地に入れて氷冷保存し、
速やかにオルガノイドの作製を行う。 

（2）肺癌細胞株の培養と EGFR-TKI 耐性株の樹立 
非小細胞肺癌細胞株 A549（RCB3677）と RERF-LC-AI（RCB0444）を理研細胞バンクから購
入して実験室に維持する。また、ゲフィチニブを用いて、非小細胞肺癌細胞株 RERF-LC-AI
から EGFR-TKI 耐性株 RERF-GR を誘導・樹立する。 

（3）肺癌組織細胞や細胞株の 3次元培養 
薬剤応答試験プレートフォームを作製するために、以下の手順を行う。 
①患者から採取した腫瘍検体を 1mm3 に細切した後、酵素処理により単離細胞に分散させ
る。得られた組織・細胞懸濁液を 70μm のセルストレーナーを通して単細胞懸濁液を調製
し、96-well スフェロイドプレートに播種する。Advanced Suspension Medium（ASM）を用
いて肺癌オルガノイドを作製・培養する。  
②肺癌細胞株 RERF-LC-AI 及び EGFR-TKI 耐性株 RERF-GR 細胞をスフェロイドプレートに
播種し、ASM を用いて肺癌スフェロイドを作製・培養する。 

（4）オルガノイド/スフェロイド薬剤応答試験 
作製したオルガノイド/スフェロイドを 3次元培養 Matrigel プレートに播種する。播種後
各 well に lncRNA S180122 特異的阻害剤（アンチセンスオリゴ核酸 si63)をトランスフェ
クション試薬 Lullaby と共に投与して、2～4週間培養後にオルガノイド/スフェロイドの
増殖率・遊走率・形態・関連遺伝子発現の変化を観察し、negative control(NC)と比較評
価する。 

（5）lncRNA を含む肺癌関連遺伝子発現解析 
患者の血漿サンプル、腫瘍組織、作製した肺癌オルガノイド、または細胞株由来の肺癌ス
フェロイドを用いて、total RNA を抽出した後、リアルタイム RT-PCR 法により lncRNA 
S180122 及び肺癌関連遺伝子の発現を定量的に測定する。オルガノイドサンプル中の EMT
関連蛋白質の発現レベルを Western Blotting 法で解析する。 

（６）病理解析 
培養中及び薬剤応答試験前後のオルガノイド/スフェロイドを iPGell 試薬でゼリー化し、
組織固定・包埋・切片・染色の手順で病理組織画像を解析する。 

 
４．研究成果 
（1）患者肺癌組織に由来するオルガノイド作製の成功 

薬剤応答試験プレートフォーを樹立するために、研究期間中に 25 例の非小細胞肺癌患者
から採取した肺癌組織を用いて、オルガノイド作製方法を検討し、3次元培養条件を最適
化した上で、21 例肺癌オルガノイドの作製に成功した。そのうちの半数以上が長期間 (12



ヶ月以上)培養できた。中短期間（2-6 ヶ
月)培養されたオルガノイドでは、元の腫
瘍と類似した形態と遺伝子発現パターン
が確認された（図１）。また、作製に成功
した強い増殖能を持つオルガノイドを用
いて、培養条件や薬剤応答試験を検討した
ところ、次の結果が得られた。①オルガノ
イドの短期作製には ASM 培地の使用が有
効であるが、長期培養・増殖維持には
Matrigel の利用や培地中のニッチ因子の
調整が必要であること。②5種類のトラン
スフェクション試薬から、lncRNA 阻害剤
をオルガノイドに最も効率よく導入でき
るのは Lullaby であること。③臨床検体
から作製した肺癌オルガノイドを用い
て、EGFR-TKI 感受性試験が実施できるこ
と（図 2）。 

（2）EGFR-TKI 耐性株 RERF-GR の樹立 
EGFR-TKI 耐性を獲得した患者由来のオル
ガノイドを用いてlncRNA S180122阻害剤
の効果を評価する計画であったが、経気
管支肺生検から研究用標本を取得するこ
とが困難であったため、代替としてゲフ
ィチニブを用いて肺癌細胞株 RERF-LC-AI
から EGFR-TKI 耐性株 RERF-GR を誘導・樹
立した。親株と比較した結果、RERF-Gr 細
胞がゲフィチニブに、lncRNA S180122 阻
害剤が薬剤耐性に与える影響 10 倍を超える高い耐性を示し、lncRNA S180122 や EMT 関連
遺伝子の発現亢進も判明された（図 3）。 

（3）lncRNA S180122 阻害剤による肺癌細胞の EGFR-TKI 耐性に与える影響 
EGFR-TKI 耐性株 RERF-GR に lncRNA S180122 阻害剤を導入すると、培養細胞とコントロー
ルを比較して、ゲフィチニブ(50μM)を負荷した際に、細胞増殖が有意に減少することが
示された(図 4)。E-cadherin、claudin、vimentin など EMT 関連遺伝子の発現も変化し、
lncRNA S180122 発現の抑制が RERF-GR 細胞のゲフィチニブ感受性を高めることが認めら
れた。一方で、RERF-GR スフェロイドに lncRNA 阻害剤を導入した場合、そのゲフィチニブ
に対する感受性の変化は再現できなかった。さらに、
薬剤応答試験結果によって得た EGFR-TKI 耐性を示し
た患者由来のオルガノイドを用いて、lncRNA S180122
阻害剤が薬剤耐性に与える影響を検討した。lncRNA
阻害剤を投与したオルガノイドとコントロールを比
較したところ、ゲフィチニブに対する感受性に統計的
に有意な変化は認められなかった。これは阻害剤の 3
次元培養スフェロイド/オルガノイドへのデリバリー
問題だと考えられ、今後の検討課題である。 

  本研究では、lncRNA S180122 を標的とした EGFR-TKI 耐性肺癌に対する新規治療法の開発を最
終目標としていたが、達成することはできなかった。しかし、以下の知見が得られた。①耐性肺
癌細胞株に対し lncRNA S180122 阻害剤を導入することで EGFR-TKI 耐性が減弱した。耐性克服
のための核酸新薬を創出する可能性が示唆された。②適切な検体処理と培養条件を整えれば、約
80%の肺癌患者からオルガノイドを作製可能であった。③肺癌オルガノイドを用いた薬剤感受性
試験の臨床応用は可能であり、核酸薬の有効性・感受性試験の展開には、核酸薬デリバリー技術
の改良が必要である。 
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図4 lncRNA阻害剤による細胞株のEGFR-TKI耐性に与える影響
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