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緒緒  言言  

 
がんは基本的に遺伝子異常の病気であり、近年の網羅的解析技術の発達により、がん特異的な異常が多数同定

されている。こうした遺伝子異常のうち、実際に発がんに寄与しているものが何かに関する検証については個体

レベルでの病態の再現により行うことが従来一般的であった。当研究グループでは遺伝子改変マウス（GEM）を

代替・補完するために、マウス由来正常上皮オルガノイド（OR）にレンチウイルスを用いてヒトの各がん腫で高

頻度のゲノム異常やシグナル経路の異常を再現し、ヌードマウス皮下で腫瘍原性を評価する『ハイブリッド型発

がんモデル』の開発を消化器系がんや婦人科がんで進めてきた。本手法では多段階の発がんを再現可能で、同じ

遺伝子異常の組み合わせであっても臓器によって誘導される腫瘍の組織型が異なる場合がある［1，2］。子宮体が

んモデルでは子宮内膜 OR（EmOR）に変異型 Kras と Cdkn2a 発現抑制あるいは Trp53 欠失を組み合わせるこ

とで癌肉腫が高率に誘導されることを見出した［3］。一方で、EmOR に Pten の発現抑制を誘導したところ、過

去の GEM での結果とは異なり、Pten 発現抑制単独でも変異型 Kras と組み合わせても腫瘍化に至らなかった。

そのため、EmOR からの発がん誘導自体には成功していたものの稀に一部のサブタイプのみの作出に留まって

いた。 
そこで、EmOR の長期間培養後に変異型 Kras および Pten 発現抑制を組み合わせたところ、偶然にも転移性

腺癌が誘導された。この発がん・転移能は再現性があり、マウス腫瘍由来 OR の転移能は連続移植においても安

定していたことから、EmOR を長期培養している過程で変異型 Kras および Pten 発現抑制と協調的に腫瘍形成

を促進する異常を新規に獲得したことが示唆された。その後、その異常を同定するために遺伝子導入前 OR、皮

下接種前の遺伝子改変 OR および腫瘍由来 OR を詳細に解析し、候補遺伝子として Tgfbr2 を同定した。 
 以上をふまえ、本研究では Tgfbr2 に着目し EmOR を用いたハイブリッド型発がんモデルを駆使して変異型

KrasとTgfbr2 欠失に関連した発がんと転移促進的な遺伝的相互作用および分子機構を解明することを目的に実

験を行った。その結果、子宮内膜細胞に特定の遺伝子異常を導入することで発がん・転移を直接誘導可能なこと

が明らかとなった。 
 

方方  法法  

 
11．．ママウウスス子子宮宮内内膜膜細細胞胞ののオオルルガガノノイイドド培培養養  

10 週齢程度の雌マウスの両側子宮角を実体顕微鏡下で採取し細切後、2 U/ml dispaseⅡおよび 1 mg/ml 
collagenaseP による酵素処理（37℃、30 分）を行った。酵素処理後の細胞を PBS で洗浄しピペッティング後、

無血性培地 Advanced DMEM/F-12（50 ng/ml EGF、250 ng/ml R-spondin1、100 ng/ml Noggin、10μM Y27632、
1μM Jagged-1、2.5μM CHIR-99021）に懸濁した。その細胞懸濁液を用いてマトリゲルによる OR 培養を行っ

た。OR 培養の操作は基本的に以前報告したマトリゲル二層法（Matrigel Bilayer Organoid culture（MBOC））

と同様である［3，4］。 
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22．．レレンンチチウウイイルルススをを用用いいたた iinn  vviittrroo 遺遺伝伝子子導導入入  
マウス EmOR への遺伝子導入は、以前報告したマウス腸管 OR へのレンチウイルスを用いた遺伝子導入と同

様の方法で行った［5］。遺伝子組換えや shRNA による標的遺伝子の発現抑制の程度は、ゲノム PCR およびウ

ェスタンブロッティングで確認した。 
 

33．．ヌヌーードドママウウスス皮皮下下ににおおけけるる腫腫瘍瘍原原性性評評価価おおよよびび誘誘導導さされれたた腫腫瘍瘍のの解解析析  
遺伝子改変 EmOR（5×10５ cells 相当）をマトリゲルと混和した上でヌードマウスの両側あるいは片側に接種

し、皮下腫瘍形成の有無を評価した。皮下腫瘍が確認された場合は病理組織的評価を行うとともに腫瘍の一部か

ら腫瘍由来 OR を樹立し皮下接種前 OR と比較した。 
 

結結  果果  

  

11．．TTGGFF--ββ経経路路のの抑抑制制はは変変異異型型 KKrraass とと協協調調ししてて発発ががんんをを誘誘導導ししたた  
子宮体がんの発がんにおける TGF-β経路の不活性化の重要性を検証するため、変異型 Kras を発現させた

EmOR に shLuc、shSmad4 および shTgfbr2 を導入した。変異型 Kras と shLuc の組み合わせでは、我々の以

前の報告［3］と同様に基本的に腫瘍の発生には至らなかった。一方、変異型 Kras と shSmad4 あるいは shTgfbr2
の組み合わせでは充実性腫瘍を形成し、組織学的には腺癌で一部に扁平上皮への分化を伴う場合もあった（図 1）。 
 

 
図 1．EmOR における変異型 Kras および TGF-β経路抑制による発がん誘導 

遺伝子改変した EmOR をヌードマウスに皮下に接種して誘導された病変の 
H＆E 染色（スケールバー：100μm）。 

 
22．．変変異異型型 KKrraass とと TTggffbbrr22 両両アアレレルル欠欠失失おおよよびび CCddkknn22aa 発発現現抑抑制制はは高高頻頻度度にに転転移移性性ががんんをを誘誘導導ししたた  
 変異型 Kras と TGF-β経路の抑制で誘導された腫瘍では転移は確認されなかったため、直接転移性がんを誘

導するには更なる遺伝子異常であることが示唆された。そこで、Kras LSL-G12D/＋; Tgfbr2 flox/floxマウス由来のEmOR
を用いて更なる検討を行った。まず変異型 Kras と Tgfbr2 両アレル欠失による腫瘍原性を評価したところ、研究

1 の結果と同様に扁平上皮への分化を伴う腺癌が誘導されたが、転移は確認されなかった。そこで Cdkn2a ある

いは Pten の発現抑制をさらに追加したところ、充実性腫瘍を形成し組織学的には扁平上皮への分化を伴う腺癌

であり、Cdkn2a 発現抑制を組み合わせた場合においても肉腫成分は確認されなかった。さらに、Cdkn2a ある

いは Pten 発現抑制を追加した場合にはリンパ節や肺への転移がみられ、その頻度は Cdkn2a 発現抑制を追加し

た場合で、より高頻度であった（表 1）。 
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表 1．KrasLSL-G12D/＋; Tgfbr2 flox/flox EmOR からの発がん誘導および転移の評価 

 
SCT：皮下腫瘍、AC：腺癌、SCC：扁平上皮癌、Mixed：AC と SCC の両成分が 30％以上、

LN：リンパ節。 
 

33．．変変異異型型 KKrraass とと TTggffbbrr22 片片側側アアレレルル欠欠失失おおよよびび CCddkknn22aa 発発現現抑抑制制はは転転移移をを伴伴うう癌癌肉肉腫腫おおよよびび癌癌をを誘誘導導ししたた  
 子宮体がんの発がんおよび転移と Tgfbr2 との関連を更に検証するため、Kras LSL-G12D/＋; Tgfbr2 flox/＋マウス由

来の EmOR を用いて実験を行った。まず変異型 Kras と Tgfbr2 片側アレル欠失による腫瘍原性を評価したが、

腫瘍形成は確認されなかった。そこでさらに Cdkn2a あるいは Pten の発現抑制を追加したところ、腫瘍形成が

確認された。組織学的には研究 2 の結果と類似していたが、Cdkn2a を追加した場合には癌肉腫の場合が多かっ

た。リンパ節や肺への転移についても研究 2 の結果と同様に Cdkn2a を追加した方が高頻度であった。また、腫

瘍由来 OR では高頻度に野生型 Tgfbr2 アレルが欠失しており、Tgfbr2 両アレルを欠失した細胞が優位に選択さ

れている可能性が示唆された（表 2）。 
 

表 2．Kras LSL-G12D/＋; Tgfbr2 flox/＋ EmOR からの発がん誘導および転移の評価 

 
SCT：皮下腫瘍、AC：腺癌、SCC：扁平上皮癌、Mixed：AC と SCC の両成分が 30％以上、

LN：リンパ節。 
 

考考  察察  

 
 本研究では Tgfbr2、Cdkn2a および Pten が変異型 Kras を発現した子宮内膜細胞の発がんや転移において重

要な役割を担っていることが明らかとなった。我々は以前 EmOR に変異型 Kras と Cdkn2a 発現抑制では癌肉

腫が誘導可能なことを報告［3］しているが、そこに Tgfbr2 の両アレルの欠失を追加すると癌肉腫ではなく、転

移性癌が誘導された。一方で Tgfbr2 の片側アレル欠失を追加した場合には高頻度に癌肉腫が誘導され、転移も

確認される場合があった。TGF-βによる上皮間葉転換（EMT）の主な制御因子である Snail の誘導は、活性化

Ras シグナルとの協調に大きく依存していたことが報告されている［6］。このことから、Tgfbr2 存在下でのみ変

異型 Kras を発現した子宮内膜細胞で EMT が起こり、肉腫成分が発生したことが示唆された。今回樹立した転

移モデルは安定的に皮下腫瘍を形成し、自発的にリンパ節および肺に転移する。したがって、新たなマウスがん
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転移モデルとして様々な研究に貢献することが期待される。 
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