
岡山大学・大学病院・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５３０１

挑戦的研究（萌芽）

2023～2022

Oct4陽性肺癌幹細胞マウスモデルの樹立と癌幹細胞を根絶する革新的治療法の開発

Establishment of a mouse model of Oct4-positive lung cancer stem cells and 
development of innovative therapies to eradicate cancer stem cells

６０７２９１９３研究者番号：

大橋　圭明（Ohashi, Kadoaki）

研究期間：

２２Ｋ１９５２９

年 月 日現在  ６   ６   ５

円     5,000,000

研究成果の概要（和文）：癌幹細胞（cancer stem cells：CSCs)は肺癌が薬物療法で根治できない原因として注
目されているが、病態は未解明である。本研究は、CSCsマウスモデルを確立しCSCsに対する新規治療標的の同定
が目的である。C57/BL6の2型肺胞上皮にEgfr変異を導入したEGFR肺癌マウスモデルと幹細胞マーカーOct4発現を
GFPで標識したマウスと交配させた。交配マウスの肺腫瘍からOct4をマーカーとしてCSCsの可能性のある細胞を
選別し、生着能、多剤耐性能生などCSCsとしての性質を評価した。さらに遺伝子発現解析により、CSCsとその腫
瘍微小環境における新規治療標的の同定を試みている

研究成果の概要（英文）：Cancer stem cells (CSCs) have attracted attention as a cause of lung cancer 
that cannot be cured by drug therapy, but their pathogenesis is not yet understood. The aim of this 
study was to establish a mouse model of CSCs and to identify novel therapeutic targets against CSCs.
 Possible CSCs were selected from the lung tumors of the crossbred mice using Oct4 as a marker, and 
their characteristics as CSCs, such as viability and multidrug resistance, were evaluated. In 
addition, we will attempt to identify novel therapeutic targets in CSCs and their tumor 
microenvironment by gene expression analysis.

研究分野： 呼吸器の悪性腫瘍
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
上皮成長因子受容体遺伝子変異を有する肺癌（EGFR肺癌）は、非喫煙者に発生する肺腺癌の半数以上を占める非
常に重要な疾患であるが、薬物療法での根治は困難である。免疫チェックポイント阻害薬など腫瘍免疫療法の効
果が乏しいタイプであることも知られており、根治を目指す治療戦略の標的として、多分化能と多剤薬剤耐性能
を持つ癌幹細胞（cancer stem cells：CSCs)の病態を探索することは、革新的な治療法の確立につながる可能性
があり非常に意義が高い。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

上皮成長因子受容体（EGFR）遺伝子変異を
有する肺癌（EGFR 肺癌）は、非喫煙者に発生
する肺腺癌の半数以上を占める非常に重要な
疾患であるが、薬物療法での根治は困難であ
る(Ohashi PNAS 2012, Ohashi J Clin Oncol 2012
図 1)。多分化能、多剤薬剤耐性能をもつ癌幹
細胞（cancer stem cells：CSCs)が根治の障壁と
して重要な役割を担っていると考えられてい
るが、病態は未解明である。また、CSCs の in 
vivo モデルは確立しておらず CSCs と腫瘍微
小環境（TME : tumor microenvironment）の間質
細胞・免疫細胞との相互関係についても未解
明である（図 2）。 
 
 
２．研究の目的 

CSCs に対する革新的治療の開発に向けた基礎データを確立するため、下記 1-3 を本
研究の目的とした。 
1. 正常な免疫能を有する C57/BL6 ベースのシンジェニック CSCs モデルを樹立する 
2. CSCs と TME の相互作用を含めた病態の解明、新規治療標的の同定を行う 
3. CSCs を標的とした革新的な治療戦略を CSCs マウスモデルで検証する 
 
３．研究の方法 
本研究のため、肺組織幹細胞様の働きを持
つマウス 2 型肺胞上皮細胞（AT2）特異的
に Egfr 変異を発現させた肺癌マウスモデ
ル（C57BL/6 Egfrex19del）を樹立し、継代可
能なシンジェニックマウスモデルも樹立し
た（図 3）。さらに幹細胞のマスター転写因
子の一つである Oct4 に着目し、Oct4 発現
を GFP で標識した遺伝子改変マウス
(RBRC00821) (C57BL/6 Oct4-GFP)を理化学研究所より供与を受けた。これらマウスを岡
山大学動物資源部門において交配し、交配したマウス（C57BL/6 Egfr/Oct4-GFP）の肺腫
瘍を用い皮下移植、継代できるシンジェニックマウスを作製した（図 3）。腫瘍内の GFP
発現を確認したところ、分化した正常組織では発現を認めない多能性マーカーOct4 を
発現した癌細胞の存在を一定数確認することができた。また EGFR-TKI 投与により、
Oct4-GFP 発現が、細胞質から核内に移行することが蛍光顕微鏡で観察された。期待通
り、Oct4 を発現した癌細胞を GFP で可視化することに成功した（未発表データ）。 

 
i)．シンジェニック Oct4+CSCs モデルの樹立（図４） 
セルソーティングを行い、Oct4-GFP
陽性の癌細胞を分離し、in vivo で癌
幹細胞の特徴（自己複製能、多分化能、
転移能、多剤薬剤耐性）を検証する。 
 
ii)．Oct4+CSCs マウスモデルを用いた新規治療標的候補の同定（図５）図 5 
研究分担者である片山量平（がん研究会基礎研究部部長）と共同で、single cell RNA 
sequencing による 包括的な遺伝子発現解析を行う。バイオインフォマティクス解析に



より TME を含めた Oct4+CSCs 及び
Oct4-癌細胞組織の「どの細胞（CSCs 
or 免疫細胞・間質細胞）」に「どのよ
うな分子(腫瘍生存シグナル分子 or
免疫チェックポイント分子) 」が発
現しているのか？を評価する。同定
された治療標的の阻害効果（抗腫瘍
効果、抗腫瘍免疫の活性化）を in vivo で検証する。 
 
４．研究成果 
FACS aria で GFP を標識として Oct4 陽性細胞をソーティングし、生着能、薬剤耐性能を検討

した。GFP 陽性細胞は EGFR 阻害薬に抵抗性があり、また生着能も高い傾向を示した。しかし、
GFP 陰性集団にも同様の傾向を示す細胞が存在し、完全な選別するための GFP 陽性のゲーティン
グの最適化を繰り返している。Oct4 陽性細胞集団の in vivo での培養に成功した後に遺伝子発
現解析を行う予定である。 
EGFR 肺癌における CSCs の病態は十分解明されておらず、CSCs を根絶する治療戦略は確立し

ていない。現在、CSCs と TME の間質細胞・免疫細胞がどのように協調しているかを評価するこ
とができるシンジェニック CSCs モデルは樹立されていない。そのため、CSCs が TME とどのよう
に協調、クロストークし、どのように薬剤や抗腫瘍免疫から逃避しているか？については、十分
検討されていない。シンジェニック CSCs モデルの樹立は、CSCs の病態を再定義し、新たな治療
標的、治療アプローチの創造に繋がる。TME との相互作用つまり CSCs の生存に重要な間質細胞・
免疫細胞および成長因子・ケモカインをできれば、CSCs を直接阻害する治療標的のみならず、
間接的に CSCs を阻害する治療標的が新たに同定される。さらに、CSCs が腫瘍免疫から逃避する
機構を有しているとすれば、逃避機構を解明することで CSCs を腫瘍免疫で根絶するという新し
い治療アプローチを検証できる。CSCs および TME の細胞集団に発現する免疫チェックポイント
分子を包括的に探索することで、CSCs に対する抗腫瘍免疫を活性化させる治療標的を同定でき
る可能性がある。 
幹細胞様の機能がある AT2 細胞を起源とするシンジェニック EGFR 肺癌マウスモデルは世界で
我々のみ保有している。ヒト型でなくマウス型 Egfr 変異を導入しているため、ヒト EGFR 蛋白に
対するマウスの拒絶反応を考慮する必要がない強みもある。本申請は EGGR 肺癌マウスモデルの
希少性、独自性もあり、類似の研究が全く行われていない非常に挑戦的な研究と考える。CSCs マ
ウスモデルの確立、新規治療標的スクリーニング、及び CSCs に対する抗腫瘍免疫の活性化に成
功した場合、進行期肺癌を根治する革新的な治療戦略の基盤となり、肺癌治療全体に大きな波及
効果が期待できる。 
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