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研究成果の概要（和文）：末梢肺に発生するTRU型肺腺癌は、非喫煙者・EGFR変異例が多いことなどが近年の研
究でわかってきました。このタイプの肺癌は禁煙による予防効果が期待できないため、その本態解明と予防・根
治法の開発が急務です。本研究ではこれまで長期培養が困難であったTRU型肺腺癌の起源細胞と想定されるヒト
正常TTF-1陽性細胞の培養法を確立し、これまでほとんど認識されていなかったTTF-1/p63共陽性という特徴的な
細胞を同定し、その性質の一部を明らかにしました。私はこの細胞をTRU上皮幹細胞かつTRU型肺腺癌の起源細胞
と捉えることで、これまで明らかにされてきたTRU型肺腺癌の特徴をうまく説明できると考えています。

研究成果の概要（英文）：Recent studies revealed that lung adenocarcinoma originates in terminal 
respiratory unit (TRU-type ADC) is prevalent among non-smokers and frequently harbors driver 
oncogenic gene mutations represented by EGFR mutation. Anti-smoking campaigns are less effective in 
preventing this type of adenocarcinoma, therefore the development of new strategies for prevention 
or eradication is needed. In this study, I modified a recently introduced cell culture method and 
succeeded to establish two types of TTF-1 positive normal human TRU epithelial cells. One is 
TTF-1/p63 double-positive (DP) and the other is TTF-1 single-positive (TTF-1 SP). I partially 
characterized the former cells that have been underrecognized to date. I propose that the DP cells 
are TRU-type epithelial stem cells and the cells-of-origin of TRU-type ADC. This concept could 
explain some characteristics of TRU-type ADC from the point of view of cellular mechanisms.

研究分野： 診断病理学、実験病理学、呼吸器病学、分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 肺癌の多くが喫煙との強い因果関係がある
ことが知られているが、近年、終末呼吸ユニ
ット(terminal respiratory unit: TRU)に発生
する肺腺癌の一部に、｢非喫煙者・アジア人・
女性に多い、EGFR 変異例が多い、TTF-
1(thyroid transcription factor-1)陽性｣などに
特徴づけられる一群が存在することが明らか
になった。この一群は禁煙による発がん予防
効果が期待できないことから、その本体解明
は急務である。正常のヒト肺 TRU を構成す
る Club細胞、II型肺胞上皮細胞が TTF-1陽
性であることから、TRU-type の肺腺癌の起
源細胞として、これらの細胞への分化能を有
する TRU 上皮幹細胞の存在が想定されてい
るが、その実体については諸説があり、未だ
明確な結論はでていない。 
 
２．研究の目的 
	 TRU上皮幹細胞を分離培養し、解析するこ
とで、TRU-type の肺腺癌の発生機構やその
生物学的特徴の理解を深める。 
 
３．研究の方法 
(1)	TTF-1 陽性細胞の分離・培養	
①	新規培養法の開発	
提供者同意および国立がん研究センター倫理
審査委員会の承認を得て、国立がん研究セン
ター中央病院にて外科的に切除された肺の非
腫瘍部余剰組織から TRU を構成する TTF-1 陽
性細胞の分離・培養を試みた。様々な種類の
細胞が含まれる細胞分離直後の初代培養細胞
から TTF-1 陽性細胞を優位に増殖・維持する
ために、feeder 細胞、種々の培地および添加
物、酸素濃度などの条件検討を行った。	
②	TTF-1 陽性細胞の single	cell	cloning と
各クローンの TTF-1/p63 の発現解析	
FACS により single	 cell	 cloning を行い、
TTF-1 陽性の初代培養細胞クローンを複数作
製し、二重蛍光免疫染色およびウエスタンブ
ロットで各クローンの TTF-1 および p63 の発
現状態を解析した。	
③	ヒト成体肺 TRU における TTF-1/p63 共陽
性細胞の同定	(蛍光二重免疫染色)	
	
(2)	幹細胞性維持に必要な niche の解明	
①	培地添加因子が telomerase 活性に与える
影響の評価(TRAP	assay)	
②	培地添加因子が colony 形成能に与える影
響の評価	
③	ヒト肺 TRU における Wnt および TGF-βシ
グナル関連分子発現細胞の同定	 (in	 situ	
hybridization)	
	
(3)	TTF-1 陽性細胞を用いた TRU-type 肺腺癌
モデルの作製	
①	TTF-1 陽性不死化細胞株の作製	
TERT の導入により TTF-1 陽性不死化細胞株を
作製した。	
②	TTF-1/p63 共陽性細胞と TTF-1 単独陽性細

胞の EGF 依存性増殖の解析	
③	 TTF-1 陽性不死化細胞株への肺腺癌
driver	 oncogene の導入と免疫不全マウスへ
の移植	
	
４．研究成果	
(1)	TTF-1 陽性細胞の分離・培養	
	 肺の発生開始時に前方前腸に TTF-1 の発現
を誘導するのに Wnt シグナルが決定的な役割
を果たすという事実から、Wnt3A と R-
Spondin1 の conditioned	 medium の添加を試
みた。ヒト胎児肺間葉系細胞(IMR-90)feeder
と ROCK阻害剤(Y-27632)、Wnt3Aと R-Spondin1
の conditioned	 medium を用いた新規培養法
により、従来長期培養が困難であったヒトTRU
由来 TTF-1 陽性細胞の培養に成功し(図 1、図
2)、2 種類の TTF-1 陽性細胞が含まれている
ことが明らかとなった(図 2、3)。1 つは当初
から分離を目指していた TTF-1 単独陽性(p63
陰性)細胞、もう一つは TTF-1/p63 共陽性とい
う、これまであまり認識されてこなかった形
質を示す細胞であった。	
			

	
	
	

	



	
p63 はヒト肺においては気道上皮基底細胞に
おいて発現しているが、TRU の Club 細胞や II
型肺胞上皮細胞では発現していない。そこで
TTF-1/p63 共陽性という特徴的な形質を示す
細胞がヒト成体肺において存在するかどうか
調べたところ、TRU 入口部に相当する終末細
気管支 -呼吸細気管支・肺胞管移行部
(bronchio-alveolar	duct	junction:	BADJ)の
Club細胞と密接に接して存在することがわか
った(図 4、5)。	

	
	 TTF-1/p63 共陽性細胞を single	 cell	
cloning し、それから生じた colony を
subcloning すると TTF-1/p63 共陽性クローン
は TTF-1/p63 共陽性クローンの他に TTF-1 単
独陽性クローンへと分化することがわかった
(図 6)。	
	
	
(2)	幹細胞性維持に必要な niche の解明	
TTF-1/p63 共陽性細胞は in	vitro で Wnt3A と
R-Spondin1 の conditioned	 medium の添加に
より 100	PDs	(population	doublings)を超え
るまで培養・維持できたが、これらの添加が
ない場合、テロメア長の短縮に起因すると考
えられる通常の複製限界相当の 60	 PDs 程度
で細胞増殖が停止した。そこで、Wnt3A+R-
Spondin1 が telomerase 活性に与える影響を
TRAP	 assay で解析したところ、Wnt3A+R-

Spondin1 添加により TTF-1/p63 共陽性細胞の
telomerase活性が高く維持されていることが
わかった(図 7)。	

	
また I 型 TGFβ受容体阻害物質である A83-01
の添加によって TTF-1/p63 共陽性細胞の
colony 形成能が亢進し、培養維持に重要であ
るという実験結果を得たが、2016 年に TGF-β
と BMPの両 SMADシグナルの阻害によりp63陽
性基底細胞の培養中の自然分化が抑制され、
基底細胞が長期培養維持できることが他グル
ープから報告された{Mou,	 H.	 et	 al.,	 Cell	
Stem	Cell	19,	217–231	(2016)}。	
	 このように TTF-1/p63 共陽性細胞の培養維
持に、Wnt シグナルの活性化と TGF-β/BMP シ
グナルの阻害が重要であることから、ヒト成
体肺の TTF-1/p63 共陽性細胞の niche におい
ても、Wnt リガンドの供給細胞や、TGF-β/BMP
シグナルの阻害分子の供給細胞が存在するの
ではないかと考え、in	situ	hybridization 法
を用いて Wnt シグナル、TGF-β/SMAD シグナ
ル関連分子の発現細胞の同定を試みたが、実
験に成功せず、現在のところヒト成体肺にお
けるこれらの niche 細胞の同定には至ってい
ない。Probeの作製あるいは検出のテクニカル
な問題と考えられるが、トラブルシューティ
ングには多くの時間を要することからその他



の実験を優先させることにした。	
	
(3)	TTF-1 陽性細胞を用いた TRU-type 肺腺癌
モデルの作製	
hTERT 導入により不死化させた TTF-1 単独陽
性および TTF-1/p63 共陽性細胞それぞれにつ
いて細胞増殖の EGF 依存性を検討した。その
結果、TTF-1/p63 共陽性細胞は EGF に増殖を
依存していなかったが、TTF-1単独陽性細胞は
その増殖を EGF に完全に依存していることが
わかった(図 8)。	

このような性質をもつ hTERT 導入 TTF-1 単独
陽性および TTF-1/p63 共陽性細胞を元に
EGFRL858R、EML4-ALK などの肺腺癌の driver	
oncogeneを誘導性に発現できる細胞をレトロ
/レンチウイルスを用いて作製した。これまで
の他の初代培養上皮細胞での研究結果から単
独の oncogene のみでは腫瘍形成が難しいと
予想されたため、これらの driver	 oncogene
に加えてHPV16型の E6/E7と cMYCを同時に発
現誘導できる遺伝子カセットを導入した。予
備実験として、TTF-1/p63 共陽性細胞に
HPV16E6E7-cMYC-EGFRL858Rを TTF-1 単独陽性細
胞に HPV16E6E7-cMYC-EML4/ALK を導入し免疫
不全マウスの腎被膜下へ移植した。その結果、
前者では生着を認めるものの、腫瘤形成は認
められなかった。後者では、誘導性に発現さ
せたがん遺伝子依存的に腫瘍形成したが、低
分化な充実性腫瘍であり、ヒトの TTF-1 陽性

末梢型肺腺癌に類似する組織像は得られなか
った	(図 9)。発がん促進のため HPV16E6E7 と
cMYCも同時に高発現させたために低分化な腫
瘍が形成されたものと考えられた。そのため
本研究の最終年度は EML4-ALK のみを誘導性
に発現させるためのレンチウイルスを作製し、
次期研究課題(16K21648)にて再度細胞に導入
し、ヒト臨床肺癌検体に見られる TRU-type の
肺腺癌に類似する腫瘍が形成されるかどうか
を検討する方針とした。	
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