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研究成果の概要（和文）：私達は、Tp53KO, Rb1KO,およびNotchシグナル不活化によるマウス小細胞肺癌in vivo
モデルを確立し、そのマウス胎仔期気道上皮を単離し、Matrigel内に包埋し、器官培養を試み、オルガノイド肺
癌モデルの作成を試みた。器官培養下で、おおよそ培養開始から100日頃、増殖性の上皮性変化を認めた。さら
に200日以上培養すると、接着性を示す細胞から、浮遊系の細胞まで、様々な腫瘍細胞が、培地内で、増殖し
た。これら細胞を、免疫不全マウス皮下に投与し、組織像を解析した。これらの組織像は、腺癌、扁平上皮癌な
どとともに、小細胞肺癌も認められた。

研究成果の概要（英文）：We have established mouse small cell lung cancer (SCLC) model combinding 
Tp53 KO, Rb1KO and inacitivation of Notch signaling (Hes1 KO) mice, and isolated epithelia obtained 
from the mouse  SCLC model, and cultured them within Matrigel. After about 100 days of cultivation, 
epithellial proliferative lesions ocurred. After 200days of cultivation, neoplastic cells grew out 
of the Matrigel with adhesiove or floating pattern. These tumor cells were inoculated in the 
subcutaneous tissue of the immune-deficinet mice, and histological features of the xenotransplantd 
tumors were examined.  Various histological types of lung cancer including squamous cell carcinoma, 
adenocarcinoma and small cell carcinoma were detected.

研究分野：病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
私達は、Tp53KO, Rb1KO,Notchシグナル不活化による新たな小細胞肺癌マウスモデルを作成し、さらに、このマ
ウスの胎仔肺上皮から、in vitroでの小細胞肺癌発生モデルの開発にも成功した。このことは、この難治性の腫
瘍の発生過程を試験管内で再現でき、この腫瘍の発生過程の研究、また、予防、治療、などへと発展できる研究
モデルを開発したことになり、学術的にも社会的にも有意義な成果といえる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
小細胞肺癌は、高転移性、高薬剤耐性獲得性などを特徴とした、神経内分泌に分化した予後不良
待されている(Bunn et al. 2016)。そのためには、小細胞肺癌の発癌の分子機構の解明とともに、
この腫瘍の発生、進展にかかわる様々な受容体、シグナル経路、転写因子、epigenetics 機構、
heterogeneity獲得様式の分子機構解析、新規薬剤のスクリーニング、また、発生予防的な研究
などが喫緊の課題であり、有用な研究モデルの作成が求められている。このための一つの実験モ
デルとして、in vitro発癌モデルが、有意義と考えられる。私達は、小細胞肺癌が、Tp53,Rb1両
遺伝子の変異とともに、Notchシグナルの不活化が重要と考えていて(Ito et al, Transl Cancer 
Res 2016)、それに相応したモデルマウス(GEMM)の作成を試みている。また、一方で、マウス
胎仔肺から末梢上皮を単離し、器官培養系で、肺胞の作成に成功していたので(Seiji et al. Hum 
Cell 2019)、器官培養系で、オルガノイド小細胞肺癌発生モデルの開発を試みることが出来た。 
 
２．研究の目的 
私達は、Tp53KO, Rb1KO, Notchシグナル不活化による in vivo小細胞肺癌 GEMMを開発し、
doxycycline 飲水投与 8 週間以内で、神経内分泌癌の作成に成功した(論文作成中)。本研究の目
的は、この小細胞肺癌 GEMM胎仔肺から気道上皮を単離し、オルガノイド小細胞肺癌モデルを
作成することにある。この実験系が可能なら、この系を用いて、発癌分子機構の研究、発癌の予
防や治療実験への一つの有用な研究ツールになると考えられる。本研究の目的は、小細胞肺癌
GEMMより胎仔肺上皮を単離し、Matrigelに包埋した状態で、長期培養し、肺癌の発生が起こ
る条件を検討し、小細胞肺癌の in vitroでの発生モデルを作成することである。さらに、この実
験系に。Cag-Cas9,-EGFPマウスを加えることにより、ゲノム編集可能な in vitro-Cas9小細胞
肺癌 GEMMの作成を試み、今後のこのモデルの発展性を示す。 
 
３．研究の方法 
実験動物：Tp53 wild, (+/-) あるいは(-/-); Club cell secretory protein (CCSP)rtTA; tetO-
Cre; floxed Rb1; floxed Hes1 マウスおよび Tp53 wild, (+/-) あるいは(-/-); CCSPrtTA; 
tetOCre; floxed Rb1; floxed Hes1; tet0-mutant EGFR マウスを用いた。 
胎仔肺の採取と培養：胎齢 12, 13, 16, 18 日の GEMM マウス肺を実体顕微鏡下で、肺を採取し
た。胎仔肺は、dispase および DNAse で処理後、間充織を fine forceps を用いて除去し、気道
上皮を単離した。フィルターカップ上に Matrigel を敷き、その上に単離上皮を置き、Matrigel
を包埋し、doxycycline を添加し、様々な培地を用いて、培養した(図１)。 

 
観察期間：観察は、約 1年間行った。また、培養終了時には、ホルマリン固定、パラフィン切片
を行い、HE 染色を施行した。また、増殖してきた腫瘍細胞は、cell ブロックを作成し、免疫染
色(Calcitonin-gene related peptide (CGRP), Acheate scute complex homolog 1 (ASCL1), 
Insulinoma-associated protein 1(INSM1))を施行した。また、培養細胞化した細胞を、免疫不
全マウス(Rg2(-/-); Jak3(-/-)マウス)に移植し、皮下に形成された腫瘍をホルマリン固定し、
組織学的に検討した。 
ゲノム編集化マウス：Tp53 (-/-); CCSPrtTA; tetO-Cre; floxed Rb1; floxed Hes1; Cag-Cas9,-
EGFPマウスより、胎齢 16 日の胎仔気道上皮を単離し、同様に、オルガノイド肺癌発生を試み
た。 
４．研究成果 
胎仔肺は、単離気道上皮の採取しやすさと、器官培養後の結果より、胎齢 16日を用いた。また、
Tp53 遺伝子は、野生型およびヘテロ(+/-)では、観察期間中には、腫瘍形成は見られず、腫瘍の



発生のためには、Tp53(-/-)であることが必要であることがわかった。 
Tp53(-/-)では、培養後約 100 日で、胎仔肺は増殖性変化を示し、Matrigel 内に上皮から成る分
葉状、分芽状、管状、嚢胞状病変が出現した（図１)。その後、培養を継続していくと、Matrigel
外へと培地中に増殖する腫瘍細胞が出現した。これらは、Filter cup 上に接着性に増殖する細
胞が多かったが、浮遊状な形態も見られた。8種類の腫瘍細胞を採取し、これらを免疫不全マウ
スに移植したところ、腺癌、扁平上皮癌など様々な組織型が出現した。また、小細胞肺癌の出現
も見られ、これらは CGRP, ASCL1, INSM1 陽性像を示した(図２)。さらに、ゲノム編集化マウス
からも、腫瘍細胞の出現を認め、現在、mCherry 標識ガイド RNA を投与して、この実験系の有用
性を検討している。 

以上、研究期間内に、目的とした小細胞肺癌のオルガノイド発癌モデルの作成に成功すること
が出来た。今後、このモデルを用いて、ゲノム編集を始め、治療薬などの影響などを検討してい
く予定である。また、詳細な発現プロフィールの検索はまだ行っていないが、遺伝型が同一であ
るにもかかわらず、多くの腫瘍組織型が、必ずしも小細胞癌で無かった点が、小細胞肺癌の発生
を考える上で、今後の興味ある課題と考えている。 
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