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序論 

 

近年，獣医療の発展とともに伴侶動物の寿命が延長してきた (Teng et al., 2022)。同様に死

亡原因の推移も見られ，従来は慢性疾患や感染症などが主な死亡原因となっていたが，現在

は腫瘍関連死が上位を占めるようになってきた。伴侶動物，とくに犬や猫で見られる腫瘍の

種類は，人で見られるものと類似しているという報告も多く，人医療の前臨床モデルとして

犬や猫の腫瘍研究にも注目が集まっている (Paoloni and Khanna, 2008;  LeBlanc and Mazcko, 

2020)。一方で，犬や猫の腫瘍治療には治療薬剤やプロトコルが確立されていないものも多く，

その研究は発展途上である。 

伴侶動物と人の腫瘍治療が異なる点は，治療の際に被治療動物の同意ではなく飼い主の同

意が必要となることや医療費がより高額になること，放射線治療や高度画像検査に伴い麻酔

が必要となることなどが挙げられる (Paoloni and Khanna, 2008;  LeBlanc and Mazcko, 2020)。

こうした種々のハードルのために，腫瘍治療を実施せずに支持療法へ移行する場合も少なく

ない。特に症例数の少ない難治性希少腫瘍においては，ますます研究材料となる症例数が少

なくなり，適切な実験モデルなども乏しいことが研究促進の障壁となっていると考えられる。

そこで研究に利用可能な症例モデルや培養モデルが充実すれば，こうした難治性腫瘍の研究

促進の一助になると思い，新たな実験モデルの開発が必要であると考えた。 

犬の難治性希少腫瘍としては種々挙げられるが，本研究では中でも胸腔内腫瘍として知ら

れる犬の原発性肺腫瘍と悪性中皮腫に焦点を当てた。犬の原発性肺腫瘍は，発症率が少ない

ものの病態初期の臨床症状が乏しいことから，診断時にはすでに進行していることの多い腫

瘍である。根治的治療として肺葉切除術が行われるが，切除不能あるいは転移性の場合の予

後は非常に悪く，有効な内科療法も確立されていない。一方の犬悪性中皮腫はさらにまれな

腫瘍として知られている。主に胸膜や腹膜，心膜などの中皮から発生し，総鞘膜における発

生も認められている (Moberg et al., 2022)。中年齢から高齢の犬が罹患するが，若年齢での発

生も報告されており (Kim et al., 2002;  Vural et al., 2007;  Abugomaa et al., 2020a)，主な臨床症

状は胸水や腹水の貯留に伴う頻呼吸や呼吸困難である (Moberg et al., 2022)。治療法として，
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体腔内または静脈内へのプラチナ製剤の投与や 5-FU，カルボプラチンの単独療法またはミト

キサントロンとの併用療法が用いられているが (Moore et al., 1991;  Seo et al., 2007;  Spugnini 

et al., 2008;  Moberg et al., 2022)，現在のところ最適な治療法はなく，症例は数か月で斃死す

ることが多い (Moberg et al., 2022)。 

腫瘍研究モデルとしては，二次元細胞株や腫瘍モデルマウスなどが知られている。特に二

次元細胞株は，細胞の分子学的特徴や薬剤に対する感受性の評価，遺伝子のノックイン・ノ

ックアウトによる細胞生物学的な変化の検証等を実施する上で非常に扱いやすく，また遺伝

子変異の有無や分子的特徴が明らかにされているものを多いため，用途に応じて種々の同じ

腫瘍の異なる細胞株を使い分けることも可能である (Gazdar et al., 2010;  Colin et al., 2018;  

Peng et al., 2021;  Vijayakumar et al., 2023)。腫瘍モデルマウスでは，培養ディッシュ上では再

現できない，生理学的な相互作用を考慮した腫瘍動態の研究に有利であり，実際の生体に対

する薬剤投与や腫瘍転移の有無，腫瘍原性などの評価が可能となる (Jongsma et al., 2008;  

Chernova et al., 2017)。一方で，平面上に培養される二次元細胞は，生体内に存在する腫瘍細

胞同士や細胞間マトリックスとの相互作用などを再現できない可能性が問題視されている 

(Habanjar et al., 2021;  Li et al., 2021)。またモデルマウスでは動物種が異なることによって薬

物動態や腫瘍生理学的な挙動に違いが見られる点なども提唱されている (Paoloni and Khanna, 

2008;  Lawrence et al., 2015)。そこで近年新たな培養モデルとして注目されているのが三次元

オルガノイド培養法 (Lancaster and Knoblich, 2014;  Clevers, 2016;  Bleijs et al., 2019) である。 

三次元培養細胞としては，これまで平面ディッシュ内でも細胞が凝集体を形成し，小さな

立体構造を示すスフェロイドなどが知られていた。スフェロイドは薬剤や放射線に対する感

受性が同じディッシュ内の二次元細胞と比較して低いことなどから，元の悪性腫瘍の治療抵

抗性をより模倣している可能性が示唆されており (Ho et al., 2010;  Clemente-Vicario et al., 

2015;  Tanabe et al., 2016)，腫瘍マーカー発現率も二次元細胞よりも増加していたという報告

もある (Horio et al., 2020)。さらに 2009年に Satoらが発表した腸管オルガノイドの論文 (Sato 

et al., 2009) をきっかけに，急速にオルガノイド研究が発展してきた。オルガノイドとは，

「Organoid」つまり「臓器のような」という意味を指す言葉であり，主に上皮系由来の自己複
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製能に富んだ幹細胞が培養ディッシュ内で分化し，組織のような立体構造の形成を認めるも

のである (Lancaster and Knoblich, 2014;  Clevers, 2016;  Bleijs et al., 2019) 。これまでにも二

次元細胞とスフェロイドならびにオルガノイドを比較検討した種々の報告が認められており，

薬剤感受性試験や遺伝子・タンパク発現の違いなどが検証されている (Pampaloni et al., 2007;  

Lancaster and Knoblich, 2014;  Clevers, 2016;  Bleijs et al., 2019;  Elbadawy et al., 2019a;  

Elbadawy et al., 2021a;  Elbadawy et al., 2021c;  Blutt and Estes, 2022;  Salgueiro et al., 2022;  

Yoshida et al., 2022;  Abugomaa et al., 2023)。オルガノイドも生体内とは異なり，血管や免疫細

胞が存在しないため完全な腫瘍環境の再現は困難であるが，腫瘍細胞同士の相互作用や細胞

外マトリックスを介した細胞連絡などが維持されていることから，二次元細胞やスフェロイ

ドよりもさらに生体内での腫瘍環境に近い状態が維持されやすいと言われている (Pampaloni 

et al., 2007;  Lancaster and Knoblich, 2014;  Clevers, 2016;  Bleijs et al., 2019;  Elbadawy et al., 

2019a;  Elbadawy et al., 2021a;  Elbadawy et al., 2021c;  Blutt and Estes, 2022;  Salgueiro et al., 

2022;  Yoshida et al., 2022;  Abugomaa et al., 2023)。こうしたオルガノイド培養法は，再生医

療 (Wang et al., 2020)，疾患モデル  (Elbadawy et al., 2020b;  Elbadawy et al., 2021b)，毒性病理

学 (Yoshida et al., 2022)，トランスレーショナルリサーチ (Elbadawy et al., 2020a)，腫瘍研究 

(Elbadawy et al., 2018a;  Usui et al., 2018;  Abugomaa et al., 2020a) の分野で非常に有用な培養

モデルとして応用されてきている。また腫瘍に罹患した患者由来の腫瘍オルガノイド培養法

は，遺伝子変異や過剰発現などの個体ごとの分子的プロファイルが維持されていることも示

されており (van de Wetering et al., 2015;  Li et al., 2018;  Yan et al., 2018;  Bleijs et al., 2019)，

薬剤スクリーニングなどによる個別化医療や前臨床モデルとしての応用も期待されている 

(Bleijs et al., 2019;  Salgueiro et al., 2022)。一方でこうしたオルガノイド培養法の獣医療におけ

る利用例は依然として少ない。そこで本研究ではこの三次元オルガノイド培養法に注目し，

胸腔内希少腫瘍に対する新たな実験モデルとして利用可能性を見いだすことを目的とした。 

本研究の構成として，第 1 章では犬の原発性肺腫瘍を，第 2 章では犬の悪性中皮腫を取り

上げ，それぞれの腫瘍罹患犬由来のオルガノイド培養法の確立を試みた。さらにそれぞれの

オルガノイドの特徴解析を通じて，新たな培養モデルとしての有用性を示した。第 3 章では
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第 1 章で確立した肺腫瘍オルガノイドを用いて，同時に作出した近接する正常肺オルガノイ

ドとの比較解析を行うことで，肺腫瘍オルガノイドに特徴的な細胞増殖経路や発現分子の違

いを見出し，実際に犬の肺腫瘍に対する新規治療の探索に応用できる可能性を示した。 
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第 1章 

 

 

犬原発性肺腫瘍オルガノイド培養法の確立 
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緒言 

 

人の原発性肺腫瘍は，最も発生頻度が高く，死亡率の高い腫瘍の一つとして知られている

が (Sung et al., 2021;  Chhouri et al., 2023)，様々な研究や分子標的薬の開発に伴い 5年生存

率の増加も見られている。これまで人の原発性肺腫瘍研究において，多種の研究モデル・手

法として細胞株 (Cooper et al., 2013) をはじめ，げっ歯類モデル (Ermolayev et al., 2015) や遺

伝子解析 (Reynders et al., 2018;  Alexander et al., 2020)，三次元（3D）オルガノイドモデル 

(Barkauskas et al., 2017;  Sachs et al., 2019;  Li et al., 2020;  Shi et al., 2020;  Yokota et al., 2021)  

などが利用されてきた。こうした研究の結果，腫瘍原性に関わるドライバー遺伝子の存在や

その変異・増幅なども発見されてきた (Cooper et al., 2013;  Huang et al., 2013;  Alexander et 

al., 2020;  Lin et al., 2020;  Chhouri et al., 2023)。人における治療法としては，一般的に腫瘍

組織の外科的切除と化学療法 (Nagasaka and Gadgeel, 2018) や放射線治療などが実施され，

特に遺伝子変異に応じた分子標的薬も汎用されている。一方で犬の原発性肺腫瘍は，発症率

が少ないものの病態初期の臨床症状が乏しいことから，診断時にはすでに進行していること

の多い悪性腫瘍とされている。根治的治療として肺葉切除術が行われるが，切除不能あるい

は転移性の場合の予後は非常に悪く，有効な内科的治療薬も確立されていない。ある報告に

よると，肺葉切除術を行った場合の生存期間中央値（以下MST）は，化学療法併用の有無や

リンパ節転移の有無にかかわらず，160～450日程度と言われている (Rose and Worley, 2020)。

対照的に，肺葉切除を実施しない場合の MST は，化学療法実施の有無にかかわらず，60～

180 日程度と短いことも報告された (Rose and Worley, 2020)。内科療法として用いられる化

学療法剤に注目すると，シクロホスファミド (Polton et al., 2018) やドキソルビシン，パクリ

タキセル (Hershey et al., 1999;  Chae et al., 2022)，ビノレルビン (Poirier et al., 2004;  Wouda 

et al., 2015)，トセラニブ (Yamazaki et al., 2020) などが挙げられるが，有効な治療薬やプロト

コルはまだ確立されていない。また人医療では遺伝子検査等に基づいて多種の分子標的薬が

使用されているにもかかわらず，犬での使用例は限局的であり，一般的に用いられているも

のとしてはイマチニブやトセラニブなどが挙げられる (Elfadadny et al., 2021)。このような背
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景から犬の原発性肺腫瘍に対する有効な治療薬探索や生物学的研究の促進が必要であると

考えた。しかしながら，その症例数の少なさや適切な実験モデルが十分ではないことが研究

促進の障壁となっている。そこで第 1章では，犬の原発性肺腫瘍研究の実験モデルとして肺

腫瘍オルガノイドの作出を行い，元の組織との組織学的な比較や薬剤スクリーニングを通し

てその利用可能性を示すことを目的とした。  
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実験材料および方法 

 

材料  

本研究で用いた培養液は，Advanced Dulbecco's Modified Eagle's Medium（Ad. DMEM， Thermo 

Fisher Scientific，Waltham，MA，USA）を基礎として，Wnt 3a や Noggin，R-Spondinを分泌

する L-WRN（CRL-3276TM）細胞（Waltham, MA, USA）を用いて研究室内で調整した WNR

調整培地に加え，種々の幹細胞サプリメントと成長因子を添加した。使用した幹細胞サプリ

メントと成長因子は GlutaMax（Thermo Fisher Scientific），100 µg/ml Primocin（Thermo Fisher 

Scientific），1 mM N-アセチル-L-システイン（Sigma-Aldrich，St. Louis，MO，USA），10 mMニ

コチンアミド（Sigma-Aldric），500 nM A83-01（Adooq Bioscience，Irvine，CA，USA），50 ng/ml 

Epidermal Growth Factor（以下 EGF）（Pepro Tech， Cranbury， NL， USA），5 ng/ml Fibroblast 

Growth Factor（以下 FGF）- 7（FGF7）（Pepro Tech），20 ng/ml Transforming Growth Factor -α

（以下 TGFα）（Pepro Tech）である。使用した化学療法剤あるいは分子標的薬は，カルボプ

ラチン（富士フイルム和光純薬，大阪，日本），シスプラチン（富士フイルム和光純薬），ビノ

レルビン（Cayman Chemical，Ann Arbor，MI，USA），パクリタキセル（Cayman Chemical），

ドキソルビシン（Cayman Chemical），メトトレキサート（東京化成工業，東京，日本），シク

ロホスファミド（東京化成工業），ラパチニブ（Cayman Chemical） およびゲフィチニブ（東

京化成工業）である。免疫組織化学染色の際に使用した一次抗体は，抗 Thyroid transcription 

factor-1（TTF1）抗体（Novus Biologicals，Centennial，CO，USA），抗 Chromogranin-A（CGA）

抗体（Abcam，Cambridge，UK），抗 total-human epidermal growth factor receptor-2（HER2）抗

体（Bio Vision，Waltham，MA，USA）および抗 total-epidermal growth factor receptor（EGFR） 

抗体（Cell Signaling Technology Inc.，Danvers，MA，USA）である。二次抗体は EnVision+dual 

Link System-horseradish peroxidase（HRP）（Agilent Technologies Inc.，Santa Clara，CA，USA）

を使用した。 
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被検犬および肺腫瘍組織検体の採材  

 2020 年から 2022 年において東京農工大学動物医療センターおよび近畿動物医療研修セ

ンターを受診し，原発性肺腫瘍と診断された犬 6 頭を被検犬とした。被検犬の症例情報を表

1-1に示した。すべての被検犬に対して各センターで肺腫瘍を含む肺葉の外科的切除を実施し

た。摘出された肺葉から腫瘍部を切り出し，保存用培養液中（表 1-2）に浸漬し，速やかに獣

医薬理学研究室へ移送し，細胞培養までの間 4℃で保存した。なお摘出した肺組織の利用に関

して，被検犬の飼い主に研究内容・目的・手法について十分な説明をし，同意を得た上で「東

京農工大学付属動物病院倫理委員会」の承認（承認番号：0020007）を得て適切に実施した。 

 

原発性肺腫瘍組織からのオルガノイドの作出および継代培養  

 保存用培養液中に 4℃で保存していた肺腫瘍組織を滅菌冷リン酸緩衝液（以下 PBS）で 3回

洗浄後，滅菌した眼科鋏と鑷子を用いて可能な限り細切した。細切組織塊を 10%Liberase TH 

Research Grade（Roche Diagnostics GmbH，Sandhofer Strasse，Mannheim，Germany）を含む

primocin/penicillin-streptomycin 添加 Ad. DMEMを用いてコラゲナーゼ処理を行い，37℃で振

盪することで細胞を分離させた。その後 PBSで 3 回洗浄し，必要に応じて TrypLE（Thermo 

Fisher Scientific）で追加のトリプシン処理を実施し，100 µmのセルストレーナーに通した後

10%ウシ胎児血清（以下 FBS）（Sigma-Aldrich，St. Louis，MO，USA）を用いて中和させた。

得られた細胞塊をマトリゲルと呼ばれる基底膜マトリックスを含むゲル状培地と混合し，40 

µl ずつ 24ウェルプレートへ播種した。37℃の CO2インキュベータ内で 30分間静置し，マト

リゲルが固まったことを確認後，オルガノイド培養液（表 1-3）を各ウェル 500 µlずつ添加し

て 37℃の CO2インキュベータ内で培養した。その後は 1週間に 3回培養液を交換し，マトリ

ゲル内のオルガノイドの密度がゲルに対して 70%程度に達した時点で継代培養した。継代培

養の際はウェルの培養液を吸引し，PBSで 1回洗浄後，PBSで希釈した 5 mMのエチレンジ

アミン四酢酸溶液（以下 EDTA/PBS）を添加し，氷上で 90分静置しマトリゲルを緩徐に溶解

した。次いで PBSで洗浄し，TrypLEを用いて 37℃で 4分間トリプシン処置を行い，ピペッ

ティングにより細胞同士を分離させた後に 10% FBSを用いて中和させた。その後，600 gで 3
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分間遠心分離を行い，得られた細胞塊を新たなマトリゲルと混合し，40 µl ずつ 24 ウェルプ

レートへ播種した。37℃の CO2インキュベータ内で 30分間静置し，マトリゲルが固まったこ

とを確認後，オルガノイド培養液を各ウェル 500 µl ずつ添加して 37℃の CO2インキュベータ

内で培養した。 

 

肺腫瘍オルガノイドの免疫不全マウス皮下への異種移植実験  

 免疫不全マウスに関する実験は，東京農工大学の倫理委員会で合意された「実験動物の飼

育と使用の手引き」の推奨に則り，東京農工大学動物実験小委員会の承認を得て，実施した

（承認番号：R04-120）。肺腫瘍オルガノイドの腫瘍原性を評価するために，培養した肺腫瘍

オルガノイド（LC20001）を EDTA/PBS と TrypLE を用いたトリプシン処置によって遊離さ

せ，回収したペレット量が約 1×106個のオルガノイド細胞となるように目視で確認し、オス

の SCID（C.B-17/IcrHsd-Prkdcscid，Japan SLC）マウスの背部皮下へ移植し，8週間適切な環境

下で飼育後，移植組織を摘出した。PBS で洗浄した後，組織の一部をヘマトキシリン・エオ

ジン染色および免疫組織化学染色に供した。 

 

犬原発性肺腫瘍オルガノイドおよび組織検体のヘマトキシリン・エオジン染色ならびに免疫

組織化学染色  

 24 ウェルプレートのマトリゲル内で増殖した肺腫瘍オルガノイドを PBS で 1 度洗浄し，

4%パラホルムアルデヒド（以下 PFA）を用いて一晩 4℃で固定した。被検犬から採材した肺

腫瘍組織や免疫不全マウスに異種移植した肺腫瘍オルガノイド組織は，その一部を 2 mm 厚

の小さな組織片に切り出し，4% PFAを用いて一晩 4℃で固定した。その後は常法に則り，ア

ルコールおよびキシレンへの浸漬を経て，パラフィンに包埋した。4 µm厚の薄切切片を作製

し，オルガノイドの組織学的形態評価のためにヘマトキシリン・エオジン染色を行った。 

 免疫組織化学染色では，切片の脱パラフィン後，エタノールへ段階的に浸漬・水和させ，

10 mMのクエン酸緩衝液（pH 6.0）中でオートクレーブによる 121℃・5分間の賦活化処理を

行った。内因性ペルオキシダーゼの失活のために 1%H2O2/methanol溶液中に室温で 30分浸漬
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させた。10%正常ヤギ血清（以下 NGS）でブロッキングした後，抗 TTF1抗体（1:100）ある

いは抗 CGA抗体（1:100），抗HER2抗体（1:100），抗 EGFR 抗体（1:100）を 4℃で一晩反応

させた。その後 EnVision+Dual Link System-HRP を用いて二次抗体と室温で 30分反応させ，

3，3-diaminobenzidine（以下DAB）（ナカライテスク，日本）を用いて発色させた。すべての

切片はヘマトキシリンを用いて対比染色を行った。 

 

肺腫瘍オルガノイドに対する薬剤処置および細胞生存率  

 各化学療法剤と分子標的薬は一般的な動物病院で用いられる治療濃度や製薬会社のデータ 

(Gaver et al., 1988;  Hershey et al., 1999;  McKillop et al., 2004;  Poirier et al., 2004;  Seo et al., 

2007;  Polton et al., 2018;  Lisowska et al., 2019;  Lorch et al., 2019) を基に適切な濃度を算出

し，オルガノイドへ曝露した。オルガノイドを PBS で洗浄後，5mM の EDTA/PBS および

TrypLE を用いたトリプシン処置を実施し，70 µmのセルストレーナーに通して FBSで中和し

た。得られた細胞を顕微鏡下で計数し，96 ウェルプレートの 1 ウェルあたりに 2000 個ずつ

播種されるようにマトリゲルと混合した。各薬剤に対して 3～9ウェルずつ各 8µlの細胞懸濁

ゲルを播種した。ゲルが固まった後に培養液を 1ウェルあたり 100 µlずつ添加し，37℃の CO2

インキュベータ内で一晩培養した後，溶媒であるジメチルスルホキシド（以下 DMSO）ある

いは以下に示す薬剤を処置して 72 時間培養した。その後，プレストブルーアッセイキット

（Thermo Fisher Scientific）とマイクロプレートリーダー（TECAN，Seestrasse，Switzerland）

使用し，585 nmの波長で吸光度を計測した。薬剤は，カルボプラチン（0.1，1，10，100 µg/ml），

シスプラチン（0.1，1，10，100 µM），ビノレルビン（0.001，0.01，0.1，1 µM），パクリタキ

セル（0.01，0.1，1，10 µM），ドキソルビシン（0.1，1，10，100 nM），メトトレキサート（0.1，

1，10，100 µM），シクロホスファミド（0.1，1，10，100 µM），ラパチニブ（0.01，0.1，1，

10 µM），ゲフィチニブ（0.03，0.1，0.3，1 µM）を用いた。 

 

免疫組織化学染色を用いた肺腫瘍オルガノイドにおける HER2 および EGFR のタンパク発
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現レベルの評価法  

 肺腫瘍オルガノイドにおける HER2および EGFRのタンパク発現レベルを定量化するため

に，免疫組織化学染色を用いて各抗体に対して陽性を示す細胞を次のような 4 群に分類した 

(Wolff et al., 2013;  Wolff et al., 2018)。Complete群：細胞膜上全体に強く広範囲な染色性を示

す，Incomplete 群：細胞膜上に不完全だが中程度に広範な染色性を示す，Faint 群：細胞膜上

にかすかなあるいはわずかな染色が確認できる，None群：全く染色が確認されない。これら

の評価方法は the American Society of Clinical Oncology/College of American Pathologistsにより

提案されている手法 (Wolff et al., 2018) に基づいて実施した。さらにこれら 4群の内 Complete

群のみをHER2あるいは EGFRの過剰発現細胞としてみなし，10倍の対物レンズの 4視野中

に含まれる全体の細胞に対して，complete 群の割合を比較し，定量化した。さらに各肺腫瘍

オルガノイドの系統において，HER2 あるいは EGFR の過剰発現細胞の割合とラパチニブ

（HER2 阻害薬）またはゲフィチニブ（EGFR阻害薬）処置に対する IC50値との相関を可視

化するために，Pearson の積率相関係数を用いてグラフに表した。 

 

統計学的解析  

得られた定量値は平均値±標準誤差として示した。統計学的評価は，SigmaPlotソフトウェ

アを用いて一元配置分散分析（ANOVA）を行い，Student’s t-test あるいは Pearsonの積率相関

係数を用いて統計解析を実施した。両側 P値が＜0.05 の場合，データが統計的に有意である

とみなした。  
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結果 

 

犬の原発性肺腫瘍組織からの肺腫瘍オルガノイドの培養  

 原発性肺腫瘍と診断された被検犬 6頭（表 1-1）から得られた肺腫瘍組織を細切し，マトリ

ゲルとともに培養することで（図 1-1），培養後 7日以内にすべての検体から球状あるいは突

起状のオルガノイドが形成された（図 1-2）。その内 1検体（LC21003）は途中でコンタミネー

ションを生じたため培養を中止したものの，残る 5 検体の腫瘍オルガノイドは増殖を続け，

数継代に渡り増殖を維持していた。オルガノイドと元の腫瘍組織のヘマトキシリン・エオジ

ン染色像を比較すると，組織学的に肺腺癌と診断された 3検体由来のオルガノイド（LC20001，

LC21004 および LC21007）では，肺腺癌に特徴的な腺腔構造が維持されていることが分かっ

た（図 1-3）。さらに，免疫組織化学染色により腺癌マーカーの 1 つである TTF1 タンパクの

核内発現が認められ，元の組織における局在と類似していた（図 1-4）。また肺原発性神経内

分泌腫瘍と診断された症例由来のオルガノイド（LC21001）においても，内分泌腫瘍マーカー

の 1 つである CGA のタンパク発現が細胞質内で確認された（図 1-4）。 

 被検犬由来の肺腫瘍オルガノイドが腫瘍原性を有していることを調べるために，免疫不全

マウスである SCID マウスの背部皮下に LC20001 オルガノイドを異種移植し，8 週間適切な

環境下で飼育した結果，明瞭な腫瘤形成が認められた（図 1-5A）。摘出した移植組織の組織切

片を作製し，ヘマトキシリン・エオジン染色と腺癌マーカーである抗 TTF1 抗体を用いた免

疫組織化学染色を実施したところ，元の腫瘍組織と同様の腺腔構造を有し，TTF1タンパクの

発現が確認された（図 1-5B）。 

 

肺腫瘍オルガノイドの系統間における化学療法剤感受性の比較  

 作出した肺腫瘍オルガノイドが薬剤スクリーニングツールとしての有用性を評価するため

に，先行研究に則って (Usui et al., 2016;  Usui et al., 2017;  Elbadawy et al., 2019a) 各系統のオ

ルガノイドに対して 7 種類の化学療法剤（カルボプラチン，シスプラチン，ビノレルビン，

パクリタキセル，ドキソルビシン，メトトレキサートおよびシクロホスファミド）を処置し，
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その薬剤感受性を比較した（図 1-6，表 1-4）。シクロホスファミド処置は最も細胞増殖抑制効

果が低く，対照的にパクリタキセルやビノレルビン処置は最も効果的に肺腫瘍オルガノイド

の細胞生存率を低下させていた。各系統を個別にみると，概して LC20001オルガノイドはい

ずれの薬剤に対しても抵抗性を示す傾向が認められた。 

 

肺腫瘍オルガノイドにおける分子標的薬に対する感受性および標的タンパク発現の比較  

 これまでの研究には，犬の肺腫瘍組織において HER2 発現や EGFR発現が高くなっている

という報告がある (Sabattini et al., 2014;  Yoshimoto et al., 2020)。そこで本研究においても肺

腫瘍オルガノイドのラパチニブ（HER2阻害薬）およびゲフィチニブ（EGFR阻害薬）の感受

性（図 1-7，表 1-5）と薬剤の標的タンパク（HER2および EGFR）発現（図 1-8）の関連性に

ついて検証した（図 1-9，表 1-6，1-7）。肺腫瘍オルガノイドにおいて HER2 あるいは EGFR

タンパク発現が高いほど各阻害薬であるラパチニブあるいはゲフィチニブに対する感受性が

高い傾向が見られ，一方で LC20001のようにそれぞれのタンパク発現が低いほどそれらの阻

害薬に対する抵抗性が高い傾向が見られた。なお肺腫瘍オルガノイドにおける HER2 または

EGFR タンパクの発現レベルは元の組織における発現レベルと類似している傾向も確認され

た（図 1-10）。 
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考察 

 

本研究では，原発性肺腫瘍に罹患した犬から摘出した腫瘍組織を用いて犬原発性肺腫瘍オ

ルガノイドの作出に成功した。今回得られた主な結果は以下の通りである。 1）犬原発性肺

腫瘍オルガノイドは元の腫瘍組織と構造的あるいはマーカータンパクの局在などが類似した

特徴を維持しており，免疫不全マウス皮下における腫瘍形成能を有していることが認められ

た（図 1-1, 2, 3, 4, 5）。2）犬原発性肺腫瘍オルガノイドの薬剤感受性は化学療法剤やオルガノ

イドの系統ごとに異なっていた（図 1-6）。3）分子標的薬であるラパチニブやゲフィチニブに

対して，犬原発性肺腫瘍オルガノイドの細胞生存率とそれらの標的分子（HER2および EGFR）

の発現量との間には一定の相関が見られた（図 1-7,8,9）。これらの結果を総合すると，肺腫瘍

罹患犬の腫瘍組織に由来した肺腫瘍オルガノイドは元の被検犬における腫瘍の特徴を模倣し，

薬剤スクリーニングや新たな実験モデルとして利用可能であることが示唆された。 

人の肺腫瘍は最も発生頻度が高く死亡率の高い腫瘍の一つとして知られているため，細胞

株 (Cooper et al., 2013)，モデル動物 (Ermolayev et al., 2015)，オルガノイドモデル (Barkauskas 

et al., 2017;  Sachs et al., 2019;  Li et al., 2020;  Shi et al., 2020;  Yokota et al., 2021)  などの実

験モデルやツールが数多く存在する。一方，犬原発性肺腫瘍は予後不良の稀な腫瘍として知

られており，臨床例が少なく，実験モデルも不足しているため，有効な治療プロトコルが確

立されていない (Hershey et al., 1999;  Polton et al., 2018;  Rose and Worley, 2020)。今回知り得

るかぎり，犬の肺腫瘍組織由来の肺腫瘍オルガノイドに関する報告は本研究が初めてである。

腫瘍由来オルガノイドモデルに関する多くの研究 (Usui et al., 2017;  Nanki et al., 2018;  

Elbadawy et al., 2019a;  Mullenders et al., 2019;  Sachs et al., 2019) と同様に，今回樹立した犬

の肺腫瘍オルガノイドは，組織学的形態や腫瘍マーカー発現などの分子的特徴において元の

腫瘍組織を再現していた（図 1-3,4）。さらに，犬の肺腫瘍オルガノイドは免疫不全マウスの異

種移植実験から腫瘍形成能が示され，その組織学的構造やマーカー発現においても元の組織

やオルガノイドとの類似性を示していた（図 1-5A, B）。こうした結果は，犬の肺腫瘍オルガ

ノイドモデルが犬原発性肺腫瘍研究を発展させるための新しいオプションになり得ることを



18 

 

示唆している。 

 現在までのところ，切除不能または転移性の犬原発性肺腫瘍に対して有効な薬剤は確立さ

れていない (Hershey et al., 1999;  Polton et al., 2018;  Rose and Worley, 2020)。本研究における

薬剤感受性試験の結果を見ると，肺腫瘍オルガノイドの系統や処置する薬剤によってその感

受性が異なることがわかった（図 1-6）。これは元の被検犬における薬剤感受性も個々によっ

て異なる可能性を示唆している。ビノレルビンとパクリタキセルに関しては，比較的低濃度

で各系統の肺腫瘍オルガノイド，特に LC21001や LC21007，LC22001の細胞生存率を抑制す

ることが明らかとなった（図 1-6）。ビノレルビンは，ビンカアルカロイドであるビンブラス

チンの半合成誘導体であり，人の原発性肺腫瘍に対して汎用されており (Greco and 

Hainsworth, 1999;  Camerini et al., 2021;  Chae et al., 2022)，一定の有効性が報告されている。

また抗腫瘍活性を有する天然物質の一つであるパクリタキセルも人の原発性肺腫瘍の治療に

しばしば使用されているが (Greco and Hainsworth, 1999;  Camerini et al., 2021;  Chae et al., 

2022)，犬原発性肺腫瘍に対してはほとんど使用されておらず (Hershey et al., 1999;  Chae et al., 

2022)，犬の肺腫瘍の治療にパクリタキセルがより有用である可能性を示唆している。こうし

たことを考慮すると，肺腫瘍罹患犬の個別医療につながる有用な薬剤スクリーニングツール

としても肺腫瘍オルガノイドの利用可能性が示された。 

 分子標的薬に焦点を当てると，多種の薬剤が人医療において活躍している一方で，獣医療

での臨床応用はイマチニブやマシチニブ，トセラニブ (London, 2009;  Arita et al., 2013) など

に限られている。しかしながら研究レベルではこうした分子標的薬の応用も活発になってき

ており，ラパチニブ (Sakai et al., 2018;  Maeda et al., 2022) やゲフィチニブ (Fukuoka et al., 

2011;  Noguchi et al., 2021) を利用した犬の研究報告なども認められる。特に HER2や EGFR

の過剰発現や変異が見られる腫瘍では，それらの阻害薬であるラパチニブやゲフィチニブの

抗腫瘍効果と相関が見られるという報告もされている (Sakai et al., 2018;  Maeda et al., 2022)。

本研究においても，犬の肺腫瘍オルガノイドを用いてラパチニブおよびゲフィチニブの抗腫

瘍効果を検討した（図1-7）。結果として，両薬剤処置による細胞生存率とHER2あるいはEGFR

の高発現レベルとの間には一定の相関が認められた（図 1-8, 9, 10）。しかしながら必ずしも一
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概には言及できず，例えばHER2やEGFRの発現レベルがそれほど高くないにもかかわらず，

LC21001 オルガノイドはラパチニブとゲフィチニブに対して高い感受性を示していた（図 1-

7, 9）。これは LC21001が他の系統と異なり，肺原発性神経内分泌腫瘍に由来していることも

関与しているかもしれない。一般的に肺原発性の神経内分泌腫瘍は，最も一般的な肺腫瘍サ

ブタイプである肺腺癌や肺扁平上皮癌などとは異なり，生存期間がより長いことも報告され

ている (McPhetridge et al., 2021)。このことが今回の結果と関連している可能性が考えられる。

対照的に，LC22001 オルガノイドは HER2および EGFRの発現量が高いにもかかわらず，両

阻害薬に対する感受性が比較的低い結果となっていた。（図 1-7, 9, 10）。本研究内ではデータ

として示していないが，LC22001 オルガノイドにおける extracellular signal-regulated kinase

（ERK）や serine/threonine-specific protein kinase として知られるAKTのリン酸化レベルが他

の系統よりも明らかに高かったことが分かっている。ERK や AKT は EGFR/HER2 シグナル

経路のより下流に位置するため，これらの分子の活性化が高いことがゲフィチニブやラパチ

ニブに対する耐性を引き起こしている可能性が考えられた。 

 今回の結果を総合すると，犬の原発性肺腫瘍組織を用いることで良好な肺腫瘍オルガノ

イドの培養が可能であることが分かった。作出した肺腫瘍オルガノイドは元の組織の分子的

特徴や被検犬の個体ごとの薬剤感受性の違いを反映している可能性があり，今後新たな研究

ツールとして有用な肺腫瘍オルガノイドモデルとして期待される。 
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小括 

 

犬の原発性肺腫瘍の発症率は低いものの，病態初期における臨床症状が乏しいことから早

期発見が難しい腫瘍と言われている。現在のところ外科的肺葉切除が根治的な治療法として

知られているものの，切除不能あるいは転移性の場合には有効な内科療法は確立されていな

いため難治性腫瘍に分類される。原発性肺腫瘍に対する新たな内科療法の研究が求められる

が，症例数の少なさや適切な研究モデルの乏しさが問題となっている。そこで本研究では新

たな実験モデルの開拓を目指し，肺腫瘍罹患犬由来の腫瘍組織を用いた肺腫瘍オルガノイド

培養法に着目した。オルガノイド培養法は，特に上皮系細胞を培養ディッシュ上で立体培養

を行うことで，平面培養よりも生体内での挙動や分子的特徴が維持されると言われているこ

とから (Pampaloni et al., 2007;  Clevers, 2016;  Elbadawy et al., 2019a;  Blutt and Estes, 2022;  

Salgueiro et al., 2022;  Yoshida et al., 2022;  Abugomaa et al., 2023)，人医療では様々な腫瘍オル

ガノイドの作出が試みられている。一方で，獣医療での応用は依然として少ない。そこで本

研究では，肺葉切除により摘出した犬の肺腫瘍組織を利用して新たな実験モデルとしての肺

腫瘍オルガノイド培養法の確立を試みた。各腫瘍組織は総じて良好なオルガノイドを形成し，

コンタミネーションなどがない限り，凍結保存や再培養などを経て数継代に渡り増殖が維持

されていた。元の腫瘍組織と肺腫瘍オルガノイドの組織学的構造を比較すると，肺腺癌に特

徴的な腺腔構造の維持やマーカータンパクの発現の維持などが確認され，さらに細胞増殖シ

グナル経路の代表的な遺伝子である HER2 や EGFR発現に関しても組織と類似した発現レベ

ルが維持されていた。化学療法剤や分子標的薬に対する薬剤感受性についても，肺腫瘍オル

ガノイドの系統ごとや薬剤の種類によって異なる様子が見られていたため，元の被検犬の個

別の特徴や遺伝子発現などを反映している可能性が示唆された。これらのことを総括すると，

原発性肺腫瘍罹患犬由来の肺腫瘍オルガノイドは in vivoでの特性を模倣した新たな実験モデ

ルとして有用であることが示された。  
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第 2章 

 

 

犬悪性中皮腫オルガノイド培養法の確立 

および二次元培養細胞との比較解析 
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緒言 

 

中皮は上皮細胞と間葉系細胞の両方の性質を持つ中皮細胞から構成される漿膜上皮であり，

体腔や臓器の表面を覆っている (Kawanishi, 2016)。中皮細胞は，通常は 1 枚のシート状の層

で存在するが，炎症や腫瘍形成によって増殖が活性化されると体腔内滲出液中で重層化し，

遊離する (Hiriart et al., 2019)。悪性中皮腫は，人をはじめ犬や猫，牛，マウスなど多種の哺乳

動物における漿膜腔で発生することが知られている。人では胸膜中皮腫が最も一般的であり，

特にアスベスト曝露との関連が指摘されている (Tranchant et al., 2018) が，犬における正確な

原因は不明である。WHOの分類 (Dacic, 2022;  Sauter et al., 2022) によると，中皮腫は組織学

的に 3 つの主要な亜型（上皮腫型，肉腫型，二相性）に分類され，犬は人と同様に自然発症

することから治療研究におけるモデル動物としても注目されている (Elbadawy et al., 2019a;  

Abugomaa et al., 2020b;  Yamamoto et al., 2021;  Abugomaa et al., 2022;  Elbadawy et al., 2022)。 

犬における悪性中皮腫の発生はまれだが，主に胸膜や腹膜，心膜などの中皮から発生し，

総鞘膜における発生も報告されている (Moberg et al., 2022)。中年齢から高齢の犬が罹患する

が，若年齢での発生も見られ (Kim et al., 2002;  Vural et al., 2007;  Abugomaa et al., 2020a)、主

な臨床症状は胸水や腹水の貯留に伴う頻呼吸や呼吸困難である (Moberg et al., 2022)。治療法

として，体腔内または静脈内へのプラチナ製剤の投与や 5-FU，カルボプラチンの単独療法ま

たはミトキサントロンとの併用療法が用いられているが (Moore et al., 1991;  Seo et al., 2007;  

Spugnini et al., 2008;  Moberg et al., 2022)，現在のところ最適な治療法はなく，治療抵抗性の難

治性腫瘍である (Moberg et al., 2022)。 

人の悪性中皮腫研究では，マウスモデル (Colin et al., 2018;  Seastedt et al., 2021)，細胞株 

(Chernova et al., 2016;  Cramer et al., 2019)，スフェロイド (Kim et al., 2005;  Xiang et al., 2011;  

Barbone et al., 2016) などが用いられてきた。一方で，犬の悪性中皮腫は症例数が非常に少な

く病態進行が早いため，なかなか研究が進んでいない。その多くは症例報告 (Hudson et al., 

2014;  Zeira et al., 2020;  Moberg et al., 2022) に基づいており，利用可能な悪性中皮腫モデル

細胞はほとんどない (Closa et al., 1999;  Seo et al., 2007;  Spugnini et al., 2008;  Lapp et al., 
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2014;  Zeira et al., 2020)。こうした背景から犬悪性中皮腫の治療や動態研究を促進するための

新たな実験モデルの確立が必要であると考え，近年人医療で注目されている三次元オルガノ

イド培養法に着目した。これまで，オルガノイド培養法の多くは上皮系幹細胞に由来してい

たが，非上皮系細胞である悪性中皮腫のオルガノイド培養法は未だ確立されておらず，本章

での研究が初めての試みである。犬の悪性中皮腫オルガノイドが確立されれば，悪性中皮腫

の生物学研究や治療戦略を改善するための有用な実験モデルとなり得ることが期待される。 

そこで第 2 章では，中皮腫罹患犬の胸水検体を利用した悪性中皮腫オルガノイドの培養法

を確立し，二次元細胞との比較解析を通じて，培養モデルとしての有用性を検討することを

目的とした。 
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実験材料および方法 

 

材料  

本研究で用いた培養液は，Advanced Dulbecco's Modified Eagle's Medium（Ad. DMEM）を基

礎として，Wnt 3aや Noggin，R-Spondinを分泌する L-WRN（CRL-3276TM）細胞（Waltham, 

MA, USA）を用いて研究室内で調整した WNR 調整培地に加え，種々の幹細胞サプリメント

と成長因子を添加した。使用した幹細胞サプリメントと成長因子は GlutaMax，100 µg/ml 

Primocin，1 mM N-アセチル-L-システイ，10 mMニコチンアミド，500 nM A83-01，50 ng/ml 

EGF，5 ng/ml FGF2（R＆D Systems Inc. Minneapolis，MN，USA），5 ng/ml FGF7，25 ng/ml FGF10

（Pepro Tech），100 ng/ml Insulin-like Growth Factor（以下 IGF）（Novus Biologicals），Hydrocortisone

（東京化成工業）およびHeparin（東京化成工業）である。使用した化学療法剤は，カルボプ

ラチン，ドキソルビシン，シスプラチンおよびゲムシタビン（Cayman Chemical）である。免

疫化学染色に用いた一次抗体は，抗 cytokeratin pan（AE1/AE3）抗体（Novus Biologicals），抗

Mesothelin抗体（Abcam），抗Wilms’ tumor-1（WT-1）抗体（Dako-Agilent，Technologies Inc.，

Santa Clara，CA，USA），抗 Vimentin抗体（Santa Cruz Biotechnology，Dallas，TX，USA）お

よび抗 E-Cadherin抗体（BD Bioscience，San Jose，CA，USA）である。 二次抗体は EnVision+Dual 

Link System-HRPを使用した。 

 

被検犬および胸水検体の採材  

2019 年から 2021 年において東京農工大学動物医療センターを受診し，胸水と心嚢水貯留

を主症状として，心膜切除と病理組織学検査から心膜中皮腫と診断された犬 3 頭を被検犬と

した。被検犬は定期的な胸水貯留を呈し，カルボプラチンの胸腔内投与により治療を受けた。

胸水検体は治療前後の異なる時期に採取し，採取後すぐに保存用培養液（表 2-1）と混合後，

獣医薬理学研究室へ移送した。次いで，保存用培養液に入れたまま一晩 4℃で転倒混和した。

その後 600 gで 3分間遠心分離し，得られた沈渣細胞塊を PBSで 3回洗浄し，悪性中皮腫オ

ルガノイド培養あるいは二次元培養へ供した。得られた細胞塊に血液成分が多い場合は，室
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温で RBC lysis buffer（pluriSelect，Leipzig，Germany）と 3分反応させた後，再度 PBSで洗浄

した。被検犬および胸水検体に関する詳細情報を表 2-2 に示した。なお各胸水検体の利用に

関して，被検犬の飼い主に研究内容・目的・手法について十分な説明をし，同意を得た上で

「東京農工大学付属動物病院倫理委員会」の承認（承認番号：0016012）を得て適切に実施し

た。 

 

悪性中皮腫オルガノイドの作出および継代培養  

 PBSで 3 回洗浄した胸水検体から得られた細胞塊をマトリゲルと混合し，40 µlずつ 24ウ

ェルプレートへ播種した。37℃の CO2インキュベータ内で 30分間静置し，マトリゲルが固ま

ったことを確認後，オルガノイド培養液（表 2-3）を各ウェル 500 µl ずつ添加して 37℃の CO2

インキュベータ内で培養した。その後は 1週間に 3 回培養液を交換し，マトリゲル内のオル

ガノイドの密度がゲルに対して 70%程度に達した時点で継代培養した。継代培養の際はウェ

ルの培養液を吸引し，PBSで 1 回洗浄後，PBSで希釈した 5mMの EDTA/PBSを添加し，氷

上で 90分静置しマトリゲルを緩徐に溶解した。次いで PBSで洗浄し，TrypLEを用いて 37℃

で 4 分間トリプシン処置を行い，ピペッティングにより細胞同士を分離させた後に 10% FBS

を用いて中和させた。その後，600 gで 3分間遠心分離を行い，得られた細胞塊を新たなマト

リゲルと混合し，40 µl ずつ 24ウェルプレートへ播種した。37℃の CO2インキュベータ内で

30分間静置し，マトリゲルが固まったことを確認後，オルガノイド培養液（表 2-3）を各ウェ

ル 500 µl ずつ添加して 37℃の CO2インキュベータ内で培養した。なお表 2-3のオルガノイド

培養液成分に含まれる Hydrocortisoneと Heparin は MC20001の初代培養時のみ添加し、培養

液の最適化以降は培養液に添加していない。 

 

悪性中皮腫二次元培養細胞の作出および継代培養  

 PBSで 3 回洗浄した胸水検体から得られた細胞塊を 3 mlの二次元培養液（表 2-4）と混合

した後，6 cmディッシュへ播種し，37℃の CO2インキュベータ内で培養した。その後は 1週

間に 3回培養液を交換し，細胞が 70%程度コンフルエントに達した時点で継代培養した。継
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代培養の際はディッシュの培養液を回収し，PBSで 1回洗浄後，5 mMの EDTA/PBSを添加

し，37℃で 10 分反応させた。次いで TrypLEを用いて 37℃で 4分間トリプシン処置を行い，

ピペッティングにより細胞を回収後，10%FBSで中和させた。600 gで 3分間の遠心分離によ

り細胞塊を回収し，PBSで洗浄後，新たに 3 mlの二次元培養液と混合し，6 cmディッシュへ

と播種することで継代培養を行った。なお表 2-4 の二次元細胞培養液成分に含まれる

Hydrocortisoneと Heparinは初代培養時のみ添加し、オルガノイド培養液の最適化以降は条件

をそろえるために二次元培養液にも添加していない。 

 

最適なオルガノイド培養液の成分検討  

 作出した MC20001 の初代培養オルガノイドが直径 100µm 程度に成長したことを確認後，

継代培養と同様に 5 mMの EDTA/PBSを用いて氷上で 90分反応させ，37℃で 3分 TrypLEと

反応させることでトリプシン処置を行った。その後 70 µmのセルストレーナー（Falcon，Cary，

NC，USA）を通し，10%FBSでトリプシンの反応を中和させた。細胞数を計数後，600 gで 3

分間遠心分離し，得られた細胞塊とマトリゲルを混合し，8 µl中に 2000個ずつオルガノイド

細胞が含まれるように 96 ウェルプレートへ播種させた。37℃で 20 分間，CO2インキュベー

タで静置し，ゲルが固まった後に異なる成分のオルガノイド培養液を 100 µlずつ添加し，7日

間培養することで悪性中皮腫オルガノイド培養に最適な培養成分の検討を実施した。各培養

液は 3 日目に 1 度交換し，7 日目にプレストブルーアッセイキットとマイクロプレートリー

ダーを使用し，585 nm の波長で吸光度を計測した。各培養液の内容は次の通りである。（1）

コントロール培養液： Ad. DMEM に 1% GibcoGlutaMaxと 100 µg/ml Primocinを添加，（2）

WNR 培養液：コントロール培養液と WNR調整培地を 1:1で混合，（3）から（7）の培養液は

コントロール培養液にそれぞれ（3）50 ng/ml の EGF，（4）5 ng/ml の FGF2，（5）5 ng/mlの

FGF7，（6）25 ng/ml の FGF10，（7）100 ng/ml の IGFを含んだ培養液とした。 

 

悪性中皮腫オルガノイドのヘマトキシリン・エオジン染色および免疫組織化学染色  

 24 ウェルプレートのマトリゲル内で増殖した悪性中皮腫オルガノイドを PBS で 1 度洗浄
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し，4% PFAを用いて 1晩 4℃で固定した。その後常法に則り，アルコールおよびキシレンへ

の浸漬を経て，パラフィンに包埋した。4 µm厚の薄切切片を作製し，オルガノイドの組織学

的形態評価のためにヘマトキシリン・エオジン染色を行った。 

 免疫組織化学染色では，切片の脱パラフィン後，エタノールへ段階的に浸漬・水和させ，

10 mMのクエン酸緩衝液（pH 6.0）中でオートクレーブによる 121℃・5分間の賦活化処理を

行った。内因性ペルオキシダーゼの失活のために 1%H2O2/methanol溶液中に室温で 30分浸漬

させた。10% NGS でブロッキングした後，抗 AE1/AE3 抗体（1:100）あるいは抗 Mesothelin

抗体（1:100），抗 WT-1 抗体（Ready-to-use），抗 Vimentin 抗体（1:200），抗 E-Cadherin 抗体

（1:200）を 4℃で一晩反応させた。その後 EnVision+Dual Link System-HRPを用いて二次抗体

と室温で 30 分反応させ，DAB を用いて発色させた。すべての切片はヘマトキシリンを用い

て対比染色を行った。 

 

悪性中皮腫二次元細胞の免疫細胞化学染色  

 悪性中皮腫二次元細胞をマイクロカバーグラス上へ播種・培養し，適当に増殖した後，PBS

で洗浄した。マイナス 20℃で保存していたメタノールを用いて 4℃で 5分固定した。その後

10 mMのクエン酸緩衝液（pH 6.0）中でオートクレーブによる 121℃・5分間の賦活化処理を

行った。内因性ペルオキシダーゼの失活のために 1%H2O2/methanol溶液中に室温で 20分浸漬

させた。10% NGS でブロッキングした後，抗 AE1/AE3 抗体（1:100）あるいは抗 Mesothelin

抗体（1:100），抗 WT-1 抗体（Ready-to-use），抗 Vimentin 抗体（1:200），抗 E-Cadherin 抗体

（1:200）を 4℃で一晩反応させた。その後 EnVision+Dual Link System-HRPを用いて二次抗体

と室温で 30 分反応させ，DAB を用いて発色させた。すべての切片はヘマトキシリンを用い

て対比染色を行った。 

 

悪性中皮腫オルガノイドの電子顕微鏡解析  

 悪性中皮腫オルガノイドをマトリゲルごと 15 ml チューブに回収し，2.5%グルタルアルデ

ヒド（pH 7.4）を用いて 1晩 4℃で固定した。その後 0.1 Mリン酸緩衝液（pH 7.4）で洗浄し，
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アプライドメディカルリサーチ（大阪・日本）へ電子顕微鏡解析を依頼した。得られた電子

顕微鏡像の組織学的特徴に関して，同機関の病理診断医によって評価された。 

 

悪性中皮腫オルガノイドおよび二次元培養細胞に対する薬剤処置ならびに細胞生存率  

各化学療法剤（カルボプラチン，ドキソルビシン，シスプラチン，ゲムシタビン）は一般的

な動物病院で用いられる治療濃度や製薬会社のデータを基に (Moore et al., 2008;  Relan et al., 

2013;  Husain et al., 2018;  Moberg et al., 2022) 適切な濃度を算出し，オルガノイドと二次元

培養細胞へ曝露した。薬剤はカルボプラチン（0.1，1，10，100 µg/ml）ならびにドキソルビシ

ン（0.1，1，10，100 nM），シスプラチン（0.1，1，10，100 µM），ゲムシタビン（0.1，1，10，

100 µM）を用いた。 

オルガノイドは PBSで洗浄後，5mMの EDTA/PBSおよび TrypLEを用いたトリプシン処置

を実施し，70 µm のセルストレーナーに通して FBSで中和した。得られた細胞を顕微鏡下で

計数し，96 ウェルプレートの 1 ウェルあたりに 2000 個ずつ播種されるようにマトリゲルと

混合した。各薬剤に対して 3 ウェルずつ各 8µl の細胞懸濁ゲルを播種した。ゲルが固まった

後にオルガノイド培養液（表 2-3）を 1 ウェルあたり 100 µl ずつ添加し，37℃の CO2インキ

ュベータ内で 1晩培養した後，溶媒であるDMSO（1mg/ml）あるいは以下に示す薬剤を処置

して 72時間培養した。その後，プレストブルーアッセイキットとマイクロプレートリーダー

使用し，585 nm の波長で吸光度を計測した。 

二次元細胞はオルガノイドと同様に PBSで洗浄後、5mMの EDTA/PBSおよび TrypLEを用

いたトリプシン処置を行い FBSで中和した。その後細胞数を計数し，96ウェルプレートの 1

ウェルあたり 100µlの培養液中に 2000個ずつ細胞が播種されるように二次元細胞培養液（表

2-4）と混合し，各薬剤に対して 3ウェルずつ細胞を播種した。37℃の CO2インキュベータ内

で 1 晩培養した後，溶媒である DMSO（1mg/ml）あるいは上述の薬剤を処置して 72時間培養

した。その後，プレストブルーアッセイキットとマイクロプレートリーダー使用し，585 nm

の波長で吸光度を計測した。 
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RNA シークエンス解析  

 NucleoSpin kit（タカラバイオ，日本）を用いて悪性中皮腫オルガノイドおよび二次元培養

細胞からトータルRNA（以下 tRNA）を抽出し，さらにRiboMinus Eukaryote System v2（Thermo 

Fisher Scientific Inc.，Waltham，MA，USA）を用いてリボソーム RNA（以下 rRNA）を除去後，

メッセンジャーRNA（以下mRNA）を得た。mRNAのライブラリ調整はNEBNext Ultra RNA 

Library Prep Kit（Illumina Inc.，Tokyo，Japan）を用いて行い，RNAシークエンス解析をアゼン

タ株式会社（東京・日本）へ依頼した。2×150 bpで 3.5×108フラグメントの RNAシークエ

ンス解析は Illumina NovaSeq instrument （Illumina Inc.）を用いて実施された。Fastaqデータか

ら得られたリードは STAR（Version 2.5.1b）を用いてリファレンスゲノム（CanFam3.1）へマ

ッピングされた。各検体のフラグメント数はRSEM（Version 1.3.3）を用いて取得され，M-value

法を用いて一般化された。最終的に得られたデータを基にボルケーノプロットやヒートマッ

プ，遺伝子セットエンリッチメント解析（以下 GSEA）を実施した。差次的発現遺伝子は，

<0.05 の偽発見率 q値閾値に基づいて認識され，2倍以上の変化を示し，q-valueが< 0.05の遺

伝子を差次的発現とみなした。GSEAは JavaコマンドラインプログラムGSEA （version 4.1.0）

と Molecular Signatures Database v7.4 を用いて行った(Subramanian et al., 2005)。 

 

定量的リアルタイム PCR 解析  

 悪性中皮腫オルガノイドおよび二次元培養細胞から tRNA を抽出後，QuantiTect Reverse 

Transcription Kit（Qiagen Hilden，Germany）を用いて First-strand cDNAを合成し，QuantiTect 

SYBR I Kit（Qiagen Hilden）と StepOnePlus Real-Time PCR System （Applied Biosystems，Waltham，

MA，USA）により.定量的リアルタイム PCR解析を実施した。2-ΔΔCq法と，定量により得

られたサイクル閾値（Ct値）を用いて，mRNA存在量の倍数変化を算出した。設計したプラ

イマー配列を表 2-5 に示した。 

 

統計学的解析  

 得られた定量値は平均値±標準誤差として示した。統計学的評価は，SigmaPlotソフトウェ
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アを用いて一元配置分散分析（ANOVA）を行い，Student’s t-test を用いて統計解析を実施し

た。両側 P値が＜0.05 の場合，データが統計的に有意であるとみなした。 
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結果 

 

悪性中皮腫罹患犬の胸水検体からの悪性中皮腫オルガノイドの培養  

 心膜中皮腫と診断された犬（表 2-2）の胸水検体からマトリゲルとともに三次元培養を実施

したところ，すべての検体から球状のオルガノイドの形成が認められた（図 2-1, 2）。各検体

は培養後 7 日以内に球状のオルガノイドを形成し（図 2-2A）、管腔状から充実性の形態を示

していた（図 2-2B）。形成されたオルガノイドの形態を電子顕微鏡下で確認し，その代表的な

写真を図 2-3 に示した。オルガノイドの内腔側に位置する細胞頂端面では，表面に多数の発

達した微絨毛（図 2-3c）が認められ，細胞質内には飲作用胞（図 2-3d）やグリコーゲン顆粒

（図 2-3d），ミクロフィラメント（図 2-3e），発達したゴルジ装置などが確認されたことから，

生体における中皮細胞の特徴を有していることが示された。さらに非常に大きな核小体やユ

ークロマチン（図 2-3a，b），ミクロフィラメントのランダムな配列（図 2-3e）と言った正常

細胞からやや逸脱した所見から，悪性所見を併せ持っていることが示唆された。これらの結

果から胸水検体から作出したオルガノイドが悪性中皮腫の特徴を反映していることが示され

た。しかしながら，大部分の悪性中皮腫オルガノイドは継代培養とともに増殖速度が低下し，

最終的には 5 から 6 継代目に増殖の停止が認められた。 

 一方で同被検犬の胸水検体から二次元培養を実施したところ，大部分の検体は間葉系のよ

うな形態を示し（図 2-4），悪性中皮腫オルガノイドと比較して 10継代以上の長期培養が可能

であった。検体MC21001においては，培養当初は他の検体と同様に間葉系のような形態を示

していたが，長期継代を経て形質転換を起こし，上皮系のような敷石状の細胞形態を示して

いた（図 2-1E）。さらに，これら胸水検体由来の悪性中皮腫二次元細胞を 2～3継代した後、

EDTA/PBS および TrypLEを用いてディッシュから遊離・回収し，細胞塊をマトリゲルへ包埋

して三次元培養を試みたが，胸水検体由来の三次元培養と異なりオルガノイドの形成は認め

られなかった（図 2-5）。 
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悪性中皮腫オルガノイドに対する最適な培養成分の検討  

先行文献によると人の悪性中皮腫二次元培養において Roswell Park Memorial Institute - 1640 

（以下 RPMI -1640）（Sigma-Aldrich）やDMEMが使用されてきたが (Thurneysen et al., 2009;  

Relan et al., 2013;  Horio et al., 2020;  Mierzejewski et al., 2021)，これまでに悪性中皮腫オルガ

ノイドに対する適切な培養液成分の検討はされてこなかった。そこで今回作出した悪性中皮

腫オルガノイドを用いて，培養に最適な条件検討を実施した。約 2000個の悪性中皮腫オルガ

ノイドを 1つの培養液に対して 3ウェルずつ 96ウェルプレートへ播種し，7日間培養後にマ

イクロプレートリーダーを用いて細胞増殖率を比較した（図 2-6）。7 日目の細胞増殖率は，

WNR 培養液あるいはコントロール培地に EGF または FGF2 を添加した場合において顕著に

増加していた（図 2-7A, B）。一方で FGF7または FGF10，IGFを添加した培養液では，コント

ロールに対する顕著な増殖効果は得られなかった。これらの結果から本研究では悪性中皮腫

オルガノイドの培養液としてWNR調整培地，EGF，FGF2を最適な培養成分として選択・使

用した（図 2-7B，表 2-3）。 

 

悪性中皮腫オルガノイドおよび二次元培養細胞における中皮腫マーカー発現の比較  

 免疫組織化学染色および免疫細胞化学染色を用いて悪性中皮腫オルガノイドおよび二次元

細胞におけるマーカータンパク発現を比較した。上皮系マーカーであるAE1/AE3や中皮腫マ

ーカーとして知られる WT-1 ならびに Mesothelin，さらに間葉系マーカーである Vimentin の

発現が悪性中皮腫オルガノイドにおいて確認された（図 2-8A）。抗 AE1/AE3 抗体および抗

Vimentin 抗体に対する陽性細胞数は他の 2 つの抗体よりも高く，各抗体に対する陽性率はオ

ルガノイドと二次元細胞間で異なる様子が認められた（表 2-6）。抗 AE1/AE3 抗体および抗

Vimentin 抗体に対する陽性細胞は，いずれの検体におけるオルガノイドおよび二次元培養細

胞の両者において確認された一方で，抗 WT-1 抗体や抗 Mesothelin 抗体に対する陽性細胞の

比率は検体によって異なり，中にはほとんど検出されないものも認められた（図2-8, 表2-6）。 
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悪性中皮腫オルガノイドおよび二次元培養細胞における薬剤感受性の比較  

 作出した悪性中皮腫オルガノイドの前臨床モデルとしての有用性を評価することを目的と

して，4種類の化学療法剤（カルボプラチン，シスプラチン，ドキソルビシン，ゲムシタビン）

をオルガノイドへ処置し，その薬剤感受性を二次元培養細胞と比較した。各薬剤処置下にお

けるオルガノイドの代表的な写真（MC21009）と細胞生存率の推移（MC21001，MC21009）

を図 2-9に示した。MC21001オルガノイドを見ると，低濃度のカルボプラチンあるいはシス

プラチン，ドキソルビシン処置下において二次元培養細胞よりも抵抗性を示す傾向が見られ

た一方で，最高濃度のカルボプラチンやシスプラチン，ドキソルビシンに対しては類似した

感受性が認められた（図 2-9B）。MC21009 オルガノイドでは，高濃度のシスプラチン処置に

より細胞生存率が大幅に減少したが，他の 3剤の処置では抵抗性を示した（図 2-9B）。さらに

低濃度のドキソルビシンおよび高濃度のゲムシタビン処置下においてオルガノイドの方が二

次元培養細胞と比較してやや抵抗性を示す傾向が認められ，カルボプラチンやシスプラチン

処置に対しては類似した感受性を示していた（図 2-9B）。別の検体である各薬剤に対するオル

ガノイドおよび二次元培養細胞における IC50 値を表 2-7 に示した。 

 

悪性中皮腫オルガノイドおよび二次元培養細胞における遺伝子発現プロファイルの比較  

 悪性中皮腫オルガノイドおよび二次元培養細胞における遺伝子発現の違いを探索するため

に，RNAシークエンス解析を実施した。その結果，両者間で 987遺伝子の発現レベルが異な

ることが示され，内 536 遺伝子の発現がオルガノイドにおいて亢進していることが示唆され

た（図 2-10A）。特に差が認められた上位 50遺伝子をヒートマップで表した（図 2-10B）。ま

た RNA シークエンス解析から得られたデータを基に GSEA 解析を実施したところ，悪性中

皮腫オルガノイドでは二次元培養細胞と比較して，cell adhesion molecule binding や integrin 

binding，cadherin bindingパスウェイといった細胞接着に関する遺伝子セットが顕著に濃縮さ

れていることが示唆された（図 2-11）。興味深いことに，MesothelinのmRNA発現レベルは二

次元培養細胞よりもオルガノイドの方が高い傾向が認められ，一方で WT-1の mRNA発現レ

ベルは検体間で異なる様子が見られた（図 2-12）。 
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悪性中皮腫オルガノイドおよび二次元培養細胞における細胞接着関連分子発現の比較  

 RNA シークエンス解析およびGSEA解析の結果を基に，細胞間接着に関連した分子の発現

レベルについて定量的リアルタイム PCR を用いて解析した（図 2-13）。各遺伝子発現レベル

はそれぞれの検体における GAPDH の発現レベルに対する相対値として算出され，4 回分の

データの平均値を比較解析した。CDH1（E-Cadherin）は細胞間接着に関連した上皮マーカー

として細胞膜上に発現することが知られており，一方でCDH2（N-Cadherin）やVIM（Vimentin）

は間葉系細胞や上皮間葉転換に関連して発現が上昇することが知られている。インテグリン

サブユニットα（以下 ITGA）は大きなサブタイプファミリーであり，ITGAEや ITGAV，ITGA2，

3，6などの存在が知られている。これらは細胞間接着や腫瘍浸潤などに関与している。定量

的リアルタイム PCR では，悪性中皮腫オルガノイドでは二次元培養細胞と比較して，CDH2

および VIM発現レベルの減少傾向が認められ，CDH1の有意な増加が認められた（図 2-6A）。

この結果を受け，免疫化学染色を用いて E-Cadherin のタンパク発現を確認すると，定量的リ

アルタイム PCR の結果と同様にオルガノイドでは顕著に E-Cadherin 陽性細胞が検出された

のに対して二次元培養細胞ではほとんど検出されなかった（図 2-14）。 
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考察 

 

本研究では，胸水検体を用いることで犬悪性中皮腫オルガノイドの作出に成功し，二次元

細胞との比較解析により，細胞接着に関する特性の違いを明らかにした。本研究の主な結果

は以下の通りである。1）胸水由来の犬悪性中皮腫オルガノイドは球状または管腔状の形態を

示し，中皮腫マーカーや中皮細胞の性質さらに悪性腫瘍の特徴を再現した（図 2-2, 3, 8, 表 2-

6）。2）EGF，FGF2，WNR調整培地が犬悪性中皮腫オルガノイドの増殖に最適な培養成分で

あることがわかった（図 2-6, 7）。3） 犬悪性中皮腫オルガノイドは二次元細胞と比較して，

低濃度における各化学療法剤に対して抵抗性を示したが，高濃度の化学療法剤投与下ではオ

ルガノイドと二次元細胞との間にほとんど差は認められなかった（図 2-9, 表 2-7）。4） 犬悪

性中皮腫二次元細胞と比較して，胸水由来の犬悪性中皮腫オルガノイドは E-Cadherin などの

細胞接着分子において異なる特徴を有していた（図 2-10, 11, 13, 14）。これらのデータを総合

すると，犬悪性中皮腫オルガノイドは二次元細胞とは異なる特徴を示し，悪性中皮腫治療の

新たな知見を提供する新しい実験モデルとして利用できる可能性がある。 

WHO の分類による人の悪性中皮腫と同様に，犬の悪性中皮腫も「上皮腫型」と「肉腫型」

あるいは「二相性」の亜型があることが知られている (Schramm et al., 2010;  Fassina et al., 

2012;  D'Angelo and Di Francesco, 2014;  Travis et al., 2015;  Son et al., 2018;  Zauderer et al., 

2021)。これまでに人の悪性中皮腫では胸水や組織検体などから細胞株が樹立されており，新

たな治療標的の探索や遺伝子解析なども実施されてきた (Manning et al., 1991;  Philippeaux et 

al., 2004;  Usami et al., 2006;  Relan et al., 2013;  Colin et al., 2018;  Su et al., 2020)。さらに，

アスベストへの曝露 (Suzui et al., 2016;  Chernova et al., 2017;  Shamseddin et al., 2021) やベク

ターウイルスを用いた遺伝子操作 (Jongsma et al., 2008;  Sementino et al., 2018;  Kukuyan et al., 

2019;  Badhai et al., 2020;  Shamseddin et al., 2021) によって誘発された悪性中皮腫のマウスモ

デルも開発されている。しかし，これらのモデルは動物種の違いや免疫系の欠如により，本

来の腫瘍の挙動を完全には反映できていないことも指摘されている (Kalra et al., 2015;  Wu et 

al., 2017;  Shamseddin et al., 2021)。従って，新たな患者細胞由来の培養モデルを開発すること
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に大きな関心が集まっている。患者由来の腫瘍オルガノイドモデルは，組織幹細胞に由来し，

培養ディッシュ内で立体的に元の組織を模倣することができる三次元培養モデルであり，元

の組織の特徴 (Clevers, 2016;  Bleijs et al., 2019) や個体間の腫瘍内外の不均一性 (Huang et al., 

2015;  van de Wetering et al., 2015) を反映している。人においては中皮腫モデルとしてのオル

ガノイドの利用可能性 (Mazzocchi et al., 2018;  Shamseddin et al., 2021;  Gao et al., 2022) やス

フェロイド (Kim et al., 2005;  Kim et al., 2012;  Barbone et al., 2016) としての三次元培養に関

する報告もされているが，実際にオルガノイド培養法を樹立した報告はほとんどない。今回，

本研究において心膜中皮腫と診断された被検犬の胸水から初めて犬の悪性中皮腫オルガノイ

ド培養を試み，電子顕微鏡画像所見から作出したオルガノイドが悪性中皮腫細胞の微細な構

造を反映していることを示した（図 2-3）。さらに免疫組織化学染色により中皮腫オルガノイ

ドがサイトケラチンやVimentin，中皮腫マーカー（WT-1とMesothelin）を発現していること

も確認された（図 2-8A, 表 2-6）。これらの結果は樹立した胸水検体由来のオルガノイドが犬

悪性中皮腫の特徴を再現可能であることを示しており，中皮腫オルガノイド培養法を樹立で

きたと考えられた。一方で依然として長期継代を行う点に課題が残る結果となった。 

犬悪性中皮腫オルガノイドの培養に適した培養サプリメントの検討も実施することで，培

養効率や長期継代に適した培養法を考察した。人における報告では，悪性中皮腫の二次元細

胞 (Relan et al., 2013;  Horio et al., 2020;  Su et al., 2020;  Mierzejewski et al., 2021) および三次

元細胞 (Mazzocchi et al., 2018;  Su et al., 2020;  Gao et al., 2022) のために RPMI -1640または

DMEMを用いて培養を行ったと報告されている。Kimらの報告によると，中皮腫特異的培地

である LHC-MM（Lechner and LaVeck培地；Biosource International，Camarillo，CA）を用いて

中皮腫細胞を培養しても，中皮腫のスフェロイド形成は観察されなかった (Kim et al., 2005)。

Tsugeno らは，EGFR 過剰発現で知られる中皮腫細胞株 MSTO を STK1 および STK2（DSフ

ァーマバイオメディカル株式会社，大阪，日本）などの無血清培地で培養すると，DMEM培

地と比較して細胞増殖率が有意に低下することを報告している (Tsugeno et al., 2014)。一方で，

特に三次元培養に対して適切なサプリメント内容を検討した論文はほとんど認められない。

そこで本研究においても適切な培養液条件の検討を行った結果，犬悪性中皮腫オルガノイド
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の増殖には Wnt 3a や Noggin，R-Spondin を添加した Ad. DMEM に増殖因子である EGF と

FGF2 の添加が必要であることが初めて示された（図 2-7，表 2-3）。このことは，おそらく Wnt 

3a や EGFR，FGFR シグナルが犬悪性中皮腫オルガノイドの増殖に重要な役割を果たしてい

る可能性を示唆している。これまでの報告でも EGFR は，人の悪性中皮腫患者の大部分で過

剰発現していることが指摘されており (Destro et al., 2006;  Okuda et al., 2008;  Rena et al., 

2011)，治療標的としても注目されていた (Dubey et al., 2010;  Chia et al., 2020)。その上，FGFR

の発現が人の悪性中皮腫と薬剤耐性に関与していることを示唆する研究もあった (Blackwell 

et al., 2016;  Vlacic et al., 2019)。実際に人の悪性中皮腫株の中には FGF受容体 1（FGFR1）と

FGF2 がともに過剰発現しているものも存在しており (Marek et al., 2014;  Blackwell et al., 

2016)，悪性中皮腫の増殖促進シグナル分子としても同定されていた。現に FGF2-FGFR を標

的とした治療法についてもいくつか研究がなされている (Marek et al., 2014;  Blackwell et al., 

2016;  Schelch et al., 2018;  Vlacic et al., 2019)。したがって，今回確立した犬の悪性中皮腫オ

ルガノイド培地は，犬だけでなく人の悪性中皮腫オルガノイド培養にも応用できる可能性が

期待され，新たな治療戦略や生物学的研究にも役立てられると思われる。今後はさらなる培

養法の検討を試み，より長期継代が実施できるように改善することが課題である。 

悪性中皮腫の薬剤感受性試験を行ったところ，中皮腫オルガノイドも二次元細胞も今回用

いた薬剤に対しては比較的抵抗性を示す結果となった（図 2-9，表 2-7）。過去数十年間におけ

る腫瘍治療の進歩にもかかわらず，悪性中皮腫の化学療法剤や分子標的薬に対する抵抗性は

依然として重要な課題である (Elbadawy et al., 2018b;  Elbadawy et al., 2019b;  Elfadadny et al., 

2021)。ある研究では，三次元培養した人の悪性中皮腫細胞が multicellular resistanceと呼ばれ

る性質を獲得することが報告されている。これは，スフェロイドやオルガノイドがアポトー

シスや薬剤に対して二次元細胞よりも抵抗性を示す傾向があることを意味し，in vivo で観察

される化学療法抵抗性を模倣し，固形腫瘍の生体における複雑さをより詳細に再現すること

を示唆している (Barbone et al., 2008;  Barbone et al., 2011;  Barbone et al., 2016)。本研究にお

ける薬剤感受性試験の結果から，中皮腫オルガノイドと二次元細胞は高濃度のシスプラチン

に対しては同程度に感受性が高かったものの，両者を比較して有意差が見られた薬剤につい
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ては，オルガノイドの方が二次元細胞よりも比較的抵抗性を示す傾向が認められた（図 2-9B）。

このことは先ほど挙げた先行論文の報告と類似しており (Barbone et al., 2008;  Barbone et al., 

2011;  Barbone et al., 2016)，今後さらに多種の薬剤に対して感受性を試験する際には生体をよ

り模した薬剤スクリーニングモデルとして有用である可能性を示している。 

また今回，中皮腫オルガノイドと二次元細胞のRNAシークエンス解析から細胞接着に関す

る遺伝子発現に差が認められた（図 2-11）。特に細胞間接着分子である E-Cadherin発現はオル

ガノイドにおいて有意に高く，二次元細胞での発現はほとんど認められなかった（図 2-13， 

14）。また，胸水検体から二次元細胞として培養・増殖させた細胞をマトリゲルに包埋培養し

てもオルガノイドの形成は認められなかった（図 2-5）。過去の研究において，血清および胸

水中での soluble cell adhesion moleculesや E-Cadherin，intercellular adhesion molecule-1のとい

った接着因子の発現レベルは，健常対照と比較して人悪性中皮腫患者で有意に上昇し (Ito et 

al., 2008;  Piazzi et al., 2021)，効率的な接着と疾患の進行に関連していることが示されている 

(Ito et al., 2008;  Tsagkouli et al., 2022)。また，人悪性中皮腫における E-Cadherinの高発現は治

療抵抗性と相関することも報告されている (Yuen et al., 2021)。さらに人の悪性中皮腫に関す

る報告で，胸水中には遊離した中皮腫細胞が集合し細胞塊を成す「遊離球状凝集体」が存在

しているといわれており，これも腫瘍の悪性度との相関が示唆されている (Davidson, 2007;  

Daubriac et al., 2009)。これらのデータと本研究結果を統合すると，悪性中皮腫罹患犬の胸水中

には間葉系の性質が強い細胞と上皮系の性質が強い細胞あるいは「遊離球状凝集体」を形成

するような細胞といった性質の異なる中皮腫細胞が混在し，初代培養の条件によって異なる

性質を持った中皮腫細胞が選択されやすいことが推測される。その結果，犬悪性中皮腫オル

ガノイドは二次元細胞よりも胸水中に存在する悪性度の高い中皮腫細胞の挙動と性質を高く

模倣している可能性が示唆された（図 2-15）。 
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小括 

 

心膜中皮腫と診断された被検犬の胸水検体から犬悪性中皮腫オルガノイドを初めて作出し

た。犬悪性中皮腫オルガノイドは球状または内腔状の形態を示し，悪性中皮腫にみられる微

細構造やタンパク発現，さらに高い細胞接着性を示していた。これまで言及されてこなかっ

た悪性中皮腫オルガノイドに最適な培養サプリメントとして，Wnt 3a や Noggin，R-Spondin

に加え EGFや FGF2などの増殖因子が必要であることが明らかになった。犬の悪性中皮腫オ

ルガノイドは同時に作出した二次元細胞と比較して，いくつかの化学療法剤に対してやや抵

抗性を示し，遺伝子発現プロファイルも異なっていた。過去の研究報告と本研究結果を総合

すると，今回樹立した犬悪性中皮腫オルガノイドが本来の腫瘍組織像をより強く反映してい

る可能性が示唆され，人ならびに犬の悪性中皮腫治療に新たな知見を与える実験モデルとし

て応用できる可能性を見出した。本研究の犬悪性中皮腫オルガノイドモデルは，間葉と上皮

の二面性を有した中皮腫細胞の二次元的あるいは三次元的な挙動における特異的な差異を比

較や，接着分子の発現能や腫瘍動態を研究するための新たな実験ツールとしての活用が期待

できる。 
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第 3章 

 

 

オルガノイド培養法を利用した 

犬原発性肺腫瘍に対する新規治療薬の探索 
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緒言 

 

本研究の第 1 章では，原発性肺腫瘍罹患犬の組織検体を用いて肺腫瘍オルガノイド培養法

を確立した。作出した肺腫瘍オルガノイドは元の組織の構造やタンパク発現を維持しており，

さらに免疫不全マウスの皮下背部において腫瘍の再現性も確認されていた。多種の薬剤に対

する感受性もオルガノイドの系統ごと異なる様子が見られたことから，元の被検犬や腫瘍組

織の分子的プロファイルを反映していることが示唆された。これらの結果から作出した肺腫

瘍オルガノイドを犬の原発性肺腫瘍研究に応用できる可能性が示された。 

そこで第 3 章では，作出した肺腫瘍オルガノイドを用いて犬肺腫瘍の新規治療標的を同定

することを目的とした。肺腫瘍オルガノイドと同時に作出した正常肺オルガノイドとの比較

解析を行うことで，腫瘍オルガノイドに特徴的な分子学的プロファイルを評価し，犬の肺腫

瘍治療に利用可能な治療薬候補の探索を行った。 
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実験材料および方法 

 

材料  

本研究では分子標的薬としてトラメチニブ（Cayman Chemical）を使用した。ウェスタンブ

ロッティングあるいは免疫組織化学染色の際に使用した一次抗体は，抗 Ki-67 抗体（Novus 

Biologicals），抗 total-extracellular signal-regulated kinase（tERK）抗体（Cell Signaling Technology 

Inc.），抗 phosphor-ERK（pERK）抗体（Cell Signaling Technology Inc.），抗 valosin-containing 

protein（VCP）抗体（GeneTex，Inc.，Irvine，CA，USA）である。ウェスタンブロッティング

に対する二次抗体は HRP-conjugated anti-rabbit IgG（Cayman Chemical）を，免疫組織化学染色

に対する二次抗体は EnVision+dual Link System-HRPを使用した。 

 

原発性肺腫瘍組織および近接する正常肺組織からのオルガノイド作出および継代培養  

 肺組織検体は第 1章で言及した原発性肺腫瘍と診断された犬 6頭から採材し，内 4頭の正

常肺組織と 6頭の肺腫瘍組織を実験に供した（表 3-1）。肺腫瘍組織の取り扱いは第 1章で既

述した。また肺葉切除時に摘出した肺組織に含まれる正常部の組織を正常肺として扱い，腫

瘍と同様の手順で正常肺オルガノイド培養および継代培養を行った。 

 

肺腫瘍オルガノイドに対するトラメチニブ処置および細胞生存率  

トラメチニブは先行文献 (Gilmartin et al., 2011;  Elbadawy et al., 2021c) や製薬会社のデー

タを基に適切な濃度を算出し，オルガノイドへ曝露した。オルガノイドを PBS で洗浄後，5 

mMの EDTA/PBSおよび TrypLEを用いたトリプシン処置を実施し，70 µmのセルストレーナ

ーに通して FBS で中和した。その後細胞数を計数し，96 ウェルプレートの 1 ウェルあたり

2000個ずつ播種されるようにマトリゲルと混合した。各薬剤に対して 3ウェルずつ各 8µlの

細胞懸濁ゲルを播種した。ゲルが固まった後に培養液を 1ウェルあたり 100 µlずつ添加し，

37℃の CO2インキュベータ内で一晩培養した後，溶媒であるDMSO（1mg/ml）あるいはトラ

メチニブ（0.001，0.01，0.1，1，10 µM）を処置して 72時間培養した。その後，プレストブル
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ーアッセイキットとマイクロプレートリーダーを使用し，585 nmの波長で吸光度を計測した。 

 

肺腫瘍オルガノイドの免疫不全マウス皮下への異種移植実験  

 免疫不全マウスに関する実験は，東京農工大学の倫理委員会で合意された「実験動物の飼

育と使用の手引き」の推奨に則り，東京農工大学動物実験小委員会の承認を得て，実施した

（承認番号：R04-120）。培養した肺腫瘍オルガノイド（検体 LC22001）を EDTA/PBSと TrypLE

を用いたトリプシン処置によって遊離させ，一度平面ディッシュ上へ播種し，先行論文に従

って 2.5次元オルガノイド細胞として拡大培養した (Abugomaa et al., 2020a;  Elbadawy et al., 

2021c;  Abugomaa et al., 2022)。次いでオスの SCID（C.B-17/IcrHsd-Prkdcscid，Japan SLC）マ

ウス 10匹の背部皮下へそれぞれ 5×106個のオルガノイド細胞を移植し，2週間適切な環境下

で飼育後，移植組織が同程度に目視可能なサイズへ増大したことを確認し，マウスを無作為

に 5 匹ずつ 2群へ分けた。一方はトラメチニブ群としてトラメチニブ（1mg/kg）を，他方は

コントロール群として等量の溶媒のみを 1 週間に 6 日間連続で 23 日間腹腔内投与する群と

した。１週間ごとに各マウスの移植腫瘤の最長径（L mm）と最短径（W mm）を計測し，腫

瘍体積（V mm3）を以下の式で算出し，各群の平均腫瘍体積としてその推移を記録した。 

腫瘍体積（V）＝1/2 （ L×W2 ） 

 各群は処置開始から 23 日時点でイソフルランを用いた吸入麻酔と頸椎脱臼による安楽死

を行い，背部腫瘤を摘出し，その重量を計量した後，3つの組織片に分けた。1つは PBSで洗

浄後に 4%PFAにて固定し，パラフィン包埋を経てヘマトキシリン・エオジン染色および免疫

組織化学染色に供した。残る組織片 2 つは液体窒素で瞬間凍結させ，タンパク抽出あるいは

RNA 抽出を行うまでマイナス 80℃で保存した。 

 

免疫不全マウス皮下移植組織のヘマトキシリン・エオジン染色ならびに免疫組織化学染色  

 免疫不全マウスに異種移植した肺腫瘍オルガノイド組織は，摘出後，一部を 2 mm 厚の小

さな組織片に切り出し，4% PFAを用いて一晩 4℃で固定した。その後は常法に則り，アルコ

ールおよびキシレンへの浸漬を経て，パラフィンに包埋した。4 µm 厚の薄切切片を作出し，
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オルガノイドの組織学的形態評価のためにヘマトキシリン・エオジン染色を行った。 

 免疫組織化学染色では，切片の脱パラフィン後，エタノールへ段階的に浸漬・水和させ，

10 mMのクエン酸緩衝液（pH 6.0）中でオートクレーブによる 121℃・5分間の賦活化処理を

行った。内因性ペルオキシダーゼの失活のために 1%H2O2/methanol溶液中に室温で 30分浸漬

させた。10% NGSでブロッキングした後，抗 Ki-67抗体（1:50）を 4℃で一晩反応させた。そ

の後 EnVision+Dual Link System-HRPを用いて二次抗体と室温で 30分反応させ，DABを用い

て発色させた。すべての切片はヘマトキシリンを用いて対比染色を行った。 

 

ウェスタンブロッティング  

 肺腫瘍オルガノイドあるいは肺腫瘍オルガノイドを免疫不全マウスの背部皮下に移植した

腫瘍組織に対して，トラメチニブ処置の有無によるタンパク発現レベルの変化を評価するた

めにウェスタンブロッティングを実施した。オルガノイドにおいては，EDTA/PBS および

TrypLE のトリプシン処置を経て，細胞塊を採取し，CelLyticTM M（Cell lysis Reagent C2987，

Sigma-Aldrich，Darmstadt，Germany）を用いてタンパクを抽出した。異種移植した組織片にお

いては，液体窒素で瞬間凍結後に圧迫粉砕し，CelLyticTM Mを用いてタンパクを抽出した。そ

の後は常法に従い，各検体の等量（5 または 10 µg）のタンパクを sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis（SDS-PAGE）（7.5%，ATTO Co. Ltd.，東京，日本）を用いて

ローディングすることで分離させ，ニトロセルロースメンブレン（富士フイルム和光純薬）

に転写した。次いで 5%スキムミルクによるブロッキング後，tERK（1:250）あるいは pERK

（1:500），VCP（1:500）を一晩 4℃で反応させた。その後HRP-conjugated anti-rabbit IgG（1:5000）

を用いて二次抗体と室温で 1時間反応させ，ECL Prime（GE Healthcare，Pittsburgh，PA，USA）

と LAS-3000 image analyzer（富士フイルム，東京，日本）を用いて可視化した。得られたタン

パクのバンドはそれぞれ ImageJ software を用いて定量化した。 

 

RNA シークエンス解析  

NucleoSpin kit を用いて肺腫瘍オルガノイド（LC20001，LC21001，LC21004，LC22001）お
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よび正常肺オルガノイド（LN21001，LN21003，LN21004，LN21007）から tRNAを抽出し，

さらに RiboMinus Eukaryote System v2 を用いて rRNAを除去後，mRNAを得た。mRNAのラ

イブラリ調整はNEB Next Ultra RNA Library Prep Kitを用いて行い，RNAシークエンス解析を

アゼンタ株式会社へ依頼した。2×150 bp で 3.5×108フラグメントの RNAシークエンス解析

は Illumina NovaSeq instrumentを用いて実施された。Fastaqデータから得られたリードは STAR

（Version 2.5.1b）を用いてリファレンスゲノム（CanFam3.1）へマッピングされた。各検体の

フラグメント数は RSEM（Version 1.3.3）を用いて取得され，M-value 法を用いて一般化され

た。最終的に得られたデータを基にボルケーノプロットやヒートマップ，遺伝子セットエン

リッチメント解析（以下 GSEA）を実施した。差次的発現遺伝子は，p<0.05 の偽発見率 q 値

閾値に基づいて認識され，2 倍以上の変化を示し，q-value が< 0.05 の遺伝子を差次的発現と

みなした。GSEAは JavaコマンドラインプログラムGSEA （version 4.1.0）とMolecular Signatures 

Database v7.4を用いて行った (Subramanian et al., 2005)。なお今回用いた検体には肺腺癌だけ

ではなく肺原発性神経内分泌腫瘍が含まれているが、本章では原発性肺腫瘍という枠組みで

腫瘍オルガノイドと正常オルガノイドを比較した。 

 

定量的リアルタイム PCR 解析  

 トラメチニブ処置群およびコントロール群の肺腫瘍オルガノイドから tRNA を抽出後，

QuantiTect Reverse Transcription Kit を用いて First-strand cDNAを合成し，QuantiTect SYBR I Kit

と StepOnePlus Real-Time PCR System により.定量的リアルタイム PCR解析を実施した。2-Δ

ΔCq 法と，定量により得られたサイクル閾値（Ct値）を用いて，mRNA存在量の倍数変化を

算出した。定量的リアルタイム PCR に使用したプライマー配列は表 3-4 に示した。 

 

統計学的解析  

 得られた定量値は平均値±標準誤差として示した。統計学的評価は，SigmaPlotソフトウェ

アを用いて一元配置分散分析（ANOVA）を行い，Student’s t-test を用いて統計解析を実施し

た。両側 P値が＜0.05 の場合，データが統計的に有意であるとみなした。  
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結果 

 

犬原発性肺腫瘍に近接する正常肺オルガノイドの作出  

 第 1章で作出した肺腫瘍オルガノイドと同様に，肺腫瘍罹患犬（表 3-1）から摘出した肺葉

内の正常組織を用いて正常肺オルガノイドを培養した（図 3-1）。4 頭の犬から正常肺オルガ

ノイドの作出を試み，それぞれ順調に培養が可能であった。肺腫瘍オルガノイドではどの系

統も凍結保存後 10継代以上の長期培養が可能であったが，正常肺オルガノイドでは一部の系

統（LN21004）を除き，凍結保存後に再度培養に供した際に発育が著しく低下する様子も見ら

れた。各オルガノイドの明視野顕微鏡像（図 3-2）では，正常肺オルガノイド（LN21001，LN21003，

LN21004，LN21007）が球状の構造を示す傾向が見られたのに対し，肺腫瘍オルガノイド

（LC20001，LC21001，LC21003，LC21004，LC21007，LC22001）は増大に伴いより複雑な構

造を示す傾向も見られた。 

 

肺腫瘍オルガノイドおよび近接する正常肺オルガノイドの遺伝子プロファイルの比較解析  

 4 系統の肺腫瘍オルガノイド（LC20001，LC21001，LC21004，LC22001）と 4系統の正常肺

オルガノイド（LN21001，LN21003，LN21004，LN21007）からそれぞれ RNAを抽出し，RNA

シークエンス解析を実施した。図 3-3Aには両オルガノイド間における遺伝子発現の違いをボ

ルケーノプロットで示している。グラフ右の赤いプロットで示した 11個の遺伝子は肺腫瘍オ

ルガノイドにおいて有意に発現が亢進していた遺伝子であり，さらにヒートマップにより各

系統のオルガノイドにおける発現量の違いを示した（図 3-3B）。RNA シークエンス解析結果

を基に GSEA 解析を実施したところ，主な細胞増殖経路の 1 つである MEK シグナル経路下

流の遺伝子群が腫瘍オルガノイドにおいて発現が上昇している傾向が示された（図 3-4）。 

 

In vitro におけるトラメチニブの肺腫瘍オルガノイドに対する影響  

 GSEA 解析結果（図 3-4）を受け，MEKシグナル経路（図 3-5）に関わる分子と犬の肺腫瘍

との関連性が示唆された。そこで MEK の阻害薬である分子標的薬のトラメチニブを犬の肺
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腫瘍に対する新たな治療薬剤として注目した。4 系統の肺腫瘍オルガノイド（LC20001，

LC21004，LC21007，LC22001）をそれぞれ 2000個ずつ 96ウェルプレートへ播種し，トラメ

チニブ（0.001～10 µM）を各濃度 3 ウェルずつ処置した細胞生存率を比較した。コントロー

ルであるDMSO（1mg/ml）を処置した際の平均生存率を 100%として，各濃度の細胞生存率の

平均値を相対値（%）としてグラフに表した（図 3-6，表 3-5）。各系統の肺腫瘍オルガノイド

のうち，LC21004および LC21007はトラメチニブに対して感受性を示しており，LC20001お

よび LC22001はやや抵抗性が見られた。トラメチニブ処置による抗腫瘍効果について検討す

るために，MEKシグナル経路下流の分子に対する影響を調べた。肺腫瘍オルガノイドに対し

て 1 µMのトラメチニブあるいはコントロールとして DMSO（1mg/ml）を 3時間処置した後，

タンパクと RNAを抽出した。ウェスタンブロッティング法を用いて ERKタンパク発現を，

リアルタイム PCR解析を用いて ETS transcription factor ETS Like-1 protein（ELK1），c-Myc，

phospholipase A2 group 4 A（PLA2G4A），Salt-Inducible Kinase 1（SIK1）のmRNA発現を解析し

た。コントロールと比較してトラメチニブ処置により ERK のリン酸化レベル（pERK）が顕

著に抑制されていることが分かり（図 3-7, 表 3-6），さらに細胞の核内における細胞増殖因子

である c-MycのmRNA発現レベルも有意に抑制されていることが示された（図 3-8, 表 3-7）。 

 

In vivo におけるトラメチニブの肺腫瘍オルガノイドに対する影響  

 MEK 阻害薬であるトラメチニブの in vivo における影響を検証するために，肺腫瘍オルガ

ノイドの免疫不全マウスへの異種移植実験を実施した（図 3-9）。トラメチニブ処置群とコン

トロール群のマウスに対して，それぞれ 7日毎に腫瘍サイズを計測し，23日目に腫瘍組織を

摘出した。次いで腫瘍重量やサイズ，組織学的変化や分子学的変化について両群の比較解析

を行った。コントロール群と比較してトラメチニブ投与群では，マウスの背部皮下に移植し

た腫瘍組織のサイズおよび摘出した腫瘍重量が有意に減少することが示された（図 3-10A, B, 

C, 表 3-8）。さらに摘出した腫瘍の組織切片を作出し，ヘマトキシリン・エオジン染色を実施

したところ，コントロール群では明瞭な腺腔構造を示す腫瘍領域が認められた一方で，トラ

メチニブ投与群では腫瘍の変性・壊死が認められた（図 3-11A上段）。また細胞増殖マーカー
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として知られている Ki-67 発現陽性細胞率について免疫組織化学染色を用いて評価したとこ

ろ，コントロール群と比較してトラメチニブ投与群で陽性細胞率が低下している傾向が認め

られた（図 3-11B 下段, 表 3-9）。 
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考察 

 

 本研究では第1章に続いて，原発性肺腫瘍に罹患した犬から摘出した肺葉を用いて，腫瘍

に隣接する正常組織から正常肺オルガノイドを作出することに成功した。また犬の原発性肺

腫瘍オルガノイドと正常肺オルガノイドの遺伝子プロファイルや分子発現の違いを比較する

ことで，初めて両者の違いを明らかにした。今回得られた主な結果は以下の通りである。

1）肺腫瘍を発生した肺葉を起源とした正常肺組織を用いることで，肺腫瘍オルガノイドと

特徴の異なるオルガノイドの培養に成功した（図3-1, 2）。2）犬原発性肺腫瘍オルガノイド

は正常肺オルガノイドと比較して，11個の遺伝子発現が有意に上昇していること示され，

MEKシグナル経路に関する遺伝子セットの発現亢進が示唆された（図3-3. 4）。3）MEK阻害

薬であるトラメチニブは，in vitroにおいてMEKシグナル経路の下流に位置するERKのリン酸

化レベルを低下させ，さらに下流にあるc-Myc発現を顕著に抑制することで肺腫瘍オルガノ

イドの増殖抑制効果を示した（図3-5, 6, 7, 8）。4）トラメチニブはin vivoにおいても腫瘍重量

や腫瘍サイズの抑制，腫瘍組織における細胞変性・壊死などを誘導し，肺腫瘍オルガノイド

の増殖を抑制した（図3-9, 10, 11）。これらの結果から，犬の原発性肺腫瘍に対する新規治療

薬としてトラメチニブの利用可能性が示された。 

 犬原発性肺腫瘍オルガノイドと正常肺オルガノイドを比較した RNA シークエンス解析の

結果から，11個の遺伝子（CTSD, AHNAK2, PCLO, EDN1, PKIA, KCNQ4, HOXA13, TMEM130, 

TFAP2B, PODXL, LOC6611455）が肺腫瘍オルガノイドにおいて顕著に発現が上昇しているこ

とが明らかになった（図 3-3）。これらの遺伝子の多くは人の腫瘍において悪性度や予後と関

連しているという報告がある。Cathepsin-D（CTSD）の mRNA 発現レベルが高いこととトリ

プルネガティブ乳腺腫瘍患者の生存率の減少に相関があることや (Ashraf et al., 2019)，

AHNAK Nucleoprotein 2（AHNAK2）が肺腺癌や子宮頸部腺癌といった多種の腫瘍患者の予後

不良因子となると言われている (Cui et al., 2022;  Xu et al., 2022;  Zardab et al., 2022)。さらに

食道扁平上皮腫瘍では Piccolo（PCLO）が腫瘍の悪性度に寄与しているという報告がある 

(Zhang et al., 2017)。さらにこれらの遺伝子と腫瘍の増殖，腫瘍形成，または血管新生に関す
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る報告もみられた (Ashraf et al., 2019;  Liu et al., 2020;  Pulido et al., 2020;  Xu et al., 2022;  

Zardab et al., 2022)。特に人の原発性肺腫瘍腫瘍バイオマーカーならびに腫瘍進行の指標と関

連することが示唆されているものとして，CTSD (Liu et al., 2020) や AHNAK2 (Cui et al., 2022)，

Endothelin 1（EDN1） (Pulido et al., 2020)，Homeobox A13（HOXA13） (Sang et al., 2016)，転

写因子 AP-2ベータ（TFAP2B） (Fu et al., 2014)，Podocalyxin Like（PODXL） (Kusumoto et al., 

2017) などが挙げられる。さらに，HOXA13はいくつかの犬の腫瘍との関連性も報告されてい

る (Palmieri and Riccardi, 2013;  DeInnocentes et al., 2015)。しかしながら，これらの遺伝子と

犬の原発性肺腫瘍との関連性は明らかにされておらず，知る限りでは本研究が最初の報告で

ある。人の原発性肺腫瘍と同様に，犬原発性肺腫瘍オルガノイドにおけるこれらの遺伝子も

腫瘍形成や細胞増殖または悪性腫瘍に関連する何らかの役割を担っている可能性が推測され

るが，今後さらなる研究が必要である。 

肺腫瘍と正常肺のオルガノイドに対して実施した GSEA 解析では，肺腫瘍オルガノイドに

おいて主要な細胞増殖経路の一つである MEK シグナル経路がアップレギュレートされてい

ることが示された（図 3-4）。これまでに HER2や EGFRの過剰発現と犬の肺腫瘍の関連性を

報告する研究 (Sabattini et al., 2014;  Yoshimoto et al., 2020) はいくつか見られたが，MEKシ

グナル経路との関連性を示唆する報告は知られていない。人の原発性肺腫瘍では，MEKシグ

ナルの活性化は主に B-Raf Proto-Oncogene Serine/Threonine-Protein Kinase（BRAF）変異に起因

するという報告があり，実際に人の原発性肺腫瘍に対して MEK 阻害薬と BRAF阻害薬の併

用療法も用いられている (Ambrogio et al., 2018;  Subbiah et al., 2020;  Han et al., 2021)。一方

犬の肺腫瘍に対して MEK 阻害薬の有効性はほとんど報告されていない (Wei et al., 2016;  

Cronise et al., 2019;  Elbadawy et al., 2021c)。本研究ではMEK阻害薬の一つであるトラメチニ

ブの犬原発性肺腫瘍オルガノイドに対する効果を評価した結果，in vitroおよび in vivoの両方

において犬原発性肺腫瘍オルガノイドの増殖を効果的に阻害することに成功した（図 3-6, 7, 

8, 10, 11）。犬の膀胱腫瘍を用いた先行研究においても，トラメチニブにより犬膀胱腫瘍オル

ガノイドの ERKのリン酸化を完全に阻害し，ERKカスケードの下流シグナル（c-Myc，ELK1，

SIK1，PLA2G4A）を抑制することが示されていた(Elbadawy et al., 2021c)。またトラメチニブ
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による組織学的な変化としてはアポトーシスやネクローシスの誘導が報告されている 

(Elbadawy et al., 2021c;  Parekh et al., 2022)。本研究においても In vitroにおけるトラメチニブ

処置群の肺腫瘍オルガノイドでは，ERKの活性化が顕著に抑制され（図 3-7），さらに c-Myc

の mRNAレベルのダウンレギュレーションを誘導した（図 3-8）。また in vivoにおけるトラメ

チニブ群では，異種移植した腫瘍組織の変性・壊死が認められ（図 3-11A），増殖マーカーで

ある Ki-67の発現率も低下していた（図 3-11A, B）。これらのことから，トラメチニブは肺腫

瘍オルガノイドにおいて MEK-ERK シグナル経路を介してその下流因子の c-Mycの発現を抑

制することで抗腫瘍効果を示すことが示唆された。 

これらの結果から，犬の原発性肺腫瘍オルガノイドと正常肺オルガノイドを用いてその比

較解析を行うことで，肺腫瘍オルガノイドに特異的な分子学的特徴を捉えることができた。

とくに細胞増殖経路に関する違いに注目することで，犬の肺腫瘍に対する新規治療薬として

MEK阻害薬であるトラメチニブの有用性を提案することが可能であった。今後，犬の原発性

肺腫瘍に対する新規診断マーカーや治療標的を同定するためのモデル細胞として，さらに人

の肺腫瘍研究のトランスレーショナルな実験モデルとして，肺腫瘍オルガノイドの応用が期

待される。  
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小括 

 

 犬の原発性肺腫瘍は，早期発見が難しく有効な内科療法が確立されていない難治性腫瘍で

ある。根治的治療としての外科的肺葉切除が実施可能な場合は比較的穏やかな挙動をとるも

のの，切除不能あるいは転移性の場合，内科療法を実施しても延命効果が乏しい腫瘍である。

本研究の第 1 章では，こうした原発性肺腫瘍に対する新たな実験モデルの開発を掲げ，肺腫

瘍罹患犬由来の原発性肺腫瘍オルガノイド培養法を確立させることに成功した。作出したオ

ルガノイドと元の組織との類似性や腫瘍再現性を確認し，薬剤感受性試験の結果からも由来

する被検犬や腫瘍自体の特徴を反映していると考えられたことから，犬の肺腫瘍研究の実験

モデルとして有用であることが示された。そこで第 3 章では，肺腫瘍オルガノイドと同時に

作出した近接する正常肺オルガノイドとの比較解析を通じて，治療薬の探索研究に利用可能

であることを検証した。両オルガノイドの比較解析により，肺腫瘍オルガノイドにおいて発

現が亢進している 11個の遺伝子が認められた。これまでの報告によると，これらの遺伝子が

多種の腫瘍における腫瘍原性や腫瘍増殖，予後因子として関与していることが示唆されてい

るものの犬の原発性肺腫瘍での報告は初めてとなるため，新たなバイオマーカー候補として

の可能性が示唆された。今後の追加研究によって，詳細追究ができることを期待している。

また RNA シークエンス解析に基づいた GSEA 解析の結果，肺腫瘍オルガノイドにおいて主

な細胞増殖経路の一つである MEK シグナル経路に関する遺伝子群の活性化が示唆された。

そこで MEK阻害薬であるトラメチニブに着目し，肺腫瘍オルガノイドに対して in vitroおよ

び in vivoでの抗腫瘍効果を検証し，効率的に細胞生存率や腫瘍増殖を抑制することが可能で

あることを示した。これらの結果から，被検犬由来の肺腫瘍オルガノイドは，個々の被検犬

の特徴に合わせた治療選択を提示できる可能性があるのみならず，肺腫瘍に特異的な腫瘍学

的特徴を捉えることで外科不適応症例に対する汎用的な治療薬の開発につなげられることが

示唆された。  
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総合考察 

 

 近年，伴侶動物の寿命の延長に伴い腫瘍罹患率も増加しており，主な死亡原因としても

重要視されている。一方で確立された治療プロトコルが存在する腫瘍ばかりではなく，新た

な治療法探究が必要とされている腫瘍も依然として多い。獣医療における腫瘍研究の位置づ

けは，獣医療向上のための直接的な意義のみならず人医療に対するトランスレーショナルな

研究モデルとしても注目されている。中でも希少腫瘍の研究は動物種を超えて，総合的な解

析・評価を行うことで，相互の医療発展につながる可能性を秘めている。そこで本研究では

犬の希少腫瘍，特に胸腔内の難治性腫瘍に焦点を当て，原発性肺腫瘍ならびに中皮腫研究を

促進すべく新たな実験モデルの開発を試みた。そこで着目した手法が三次元オルガノイド培

養法である。オルガノイドは，主に上皮系由来の自己複製能に富んだ幹細胞からなる三次元

培養細胞として広く知られており，生体内での挙動に近い状態が維持されることが特徴であ

る  (Pampaloni et al., 2007;  Clevers, 2016;  Elbadawy et al., 2019a;  Elbadawy et al., 2021a;  

Elbadawy et al., 2021c;  Blutt and Estes, 2022;  Salgueiro et al., 2022;  Yoshida et al., 2022;  

Abugomaa et al., 2023)。これまでに再生医療 (Wang et al., 2020)，疾患モデル (Elbadawy et al., 

2020b;  Elbadawy et al., 2021b)，毒性病理学 (Yoshida et al., 2022)，トランスレーショナルリサ

ーチ (Elbadawy et al., 2020a)，腫瘍研究 (Elbadawy et al., 2018a;  Usui et al., 2018;  Abugomaa 

et al., 2020a) の分野で非常に有用な培養モデルとして応用されてきているものの，獣医療で

の利用例は依然として少ない。本研究ではオルガノイド培養法を利用して腫瘍研究モデルの

開発を試み，その利用可能性と展望を考察することを目的とした。 

第 1 章では原発性肺腫瘍に罹患した犬から肺葉切除を実施し，肺腫瘍組織由来のオルガノ

イド培養を試みた。各被検犬から採取した肺腫瘍組織は良好にオルガノイドを形成し，大部

分が長期継代に適していた。さらに元の腫瘍組織の構造やタンパク発現などを模倣し，腫瘍

原性も有していることが示された。また多種の薬剤に対する感受性が系統ごとに異なる様子

が確認されたことから，薬剤スクリーニングモデルとしての利用も期待できる結果となった。

特にラパチニブやゲフィチニブといった人の分子標的薬に対しても感受性を示す系統が認め
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られたことを考慮すると，これまで獣医療において限局的に利用されていた分子標的薬も今

後の治療選択として拡大され得る可能性が見いだせた。本研究ではこれら 2 種類の分子標的

薬（ラパチニブとゲフィチニブ）の標的分子（HER2と EGFR）の発現レベルと薬剤感受性と

の相関についても検証した。HER2 発現が高い細胞では HER2 阻害薬であるラパチニブに対

して感受性が高く，同様に EGFR発現が高い細胞では EGFR阻害薬であるゲフィチニブに対

して感受性が高いといった正の相関がある傾向が見られた。一方でその傾向から漏れる系統

（LC22001）も認められ，これに関しては HER2 や EGFR が主な細胞増殖シグナル経路の上

流に位置する因子であり，より下流に位置する分子やその他の増殖シグナル経路の活性化な

ども関連している可能性が考えられた。そのため腫瘍組織における HER2や EGFR発現レベ

ルを調べるだけでなく，肺腫瘍オルガノイドモデルを利用した薬剤感受性検査結果も加味し

た治療法の検討が，より良い治療選択となる可能性がある。 

第 2 章では心膜中皮腫と診断された犬の胸水検体を用いて，胸水中の中皮腫細胞からオル

ガノイド培養法を試みた。初代培養ではいずれの検体からも，球状から管腔状のオルガノイ

ド形成が認められた。電子顕微鏡画像や組織学的探索によって胸水由来オルガノイドが元の

中皮細胞と悪性腫瘍の特徴を併せ持っていることが分かり，悪性中皮腫オルガノイドの作出

に成功した。一方でこれらのオルガノイドを継代培養した際に，増殖率の低下や退縮といっ

た課題が残った。そこで中皮腫オルガノイドの最適な培養成分の検討を実施した。結果とし

て Wnt 3aや Noggin，R-Spondinをはじめ増殖因子である EGFや FGF2の存在が中皮腫オルガ

ノイドの培養には重要であることが示唆された。この培養液を用いることで，数継代の培養

が可能となり，実験開始時点と比べると培養効率が改善された。一方で肺腫瘍オルガノイド

と比較すると，依然として長期継代には課題が残るため，今後さらなる培養条件の検討が必

要である。しかしながら，これまでのオルガノイド培養が上皮系組織に由来した細胞が主流

であり (Pampaloni et al., 2007;  Clevers, 2016;  Elbadawy et al., 2019a;  Elbadawy et al., 2021a;  

Elbadawy et al., 2021c;  Blutt and Estes, 2022;  Salgueiro et al., 2022;  Yoshida et al., 2022;  

Abugomaa et al., 2023)，非上皮系のオルガノイド培養はほとんど報告されていなかった。今回，

上皮系と間葉系の中間の性質を持つ中皮細胞からのオルガノイド培養に成功したことは，オ
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ルガノイドの新たな知見につながると考えられる。また二次元培養細胞との比較解析を通じ

て，細胞接着に関連した因子，特に E-Cadherin 発現に差があることを発見した。過去の研究

においても，中皮腫での細胞接着分子の発現レベルが悪性度や治療抵抗性，転移などに相関

していることが示唆されていたため，本研究で樹立した悪性中皮腫オルガノイドが中皮腫の

生物学的探求をする上で非常に有用である可能性が示された。こうした培養方法の違いによ

る悪性中皮腫の特性を把握した上で，実験内容や比較実験を検討することで中皮腫研究の発

展につなげられると考えている。 

第 3 章では，第 1 章で樹立した犬の原発性肺腫瘍オルガノイドを用いて，正常肺オルガノ

イドと比較解析することで研究モデルとしての利用可能性を検証した。正常肺組織からも腫

瘍オルガノイドと同様の手技により，良好なオルガノイドが形成され，比較的継代を重ねて

も増殖力を維持していた。両者のRNAシークエンス解析を実施した結果，人腫瘍やいくつか

の犬の腫瘍で報告があり，腫瘍関連遺伝子として知られている遺伝子の発現が肺腫瘍オルガ

ノイドにおいて上昇していることが明らかになった。これまでに犬の肺腫瘍とこれらの遺伝

子の関連性については言及されておらず，今後の研究課題であると考えている。また遺伝子

エンリッチメント解析（GSEA）結果から，正常肺オルガノイドと比較して肺腫瘍オルガノイ

ドでは細胞増殖経路の一つである MEK シグナル経路の下流因子の発現が上昇していること

が示唆された。そこで MEK 阻害薬であるトラメチニブが肺腫瘍治療薬として利用できる可

能性を期待して，in vitroおよび in vivoにおける肺腫瘍オルガノイドへの影響を検証した。結

果的にトラメチニブは in vitro において MEK/ERK シグナルを介してその下流の c-Myc の

mRNA 発現を抑制することで，抗腫瘍効果を発揮した。さらにトラメチニブは in vivoにおい

ても，免疫不全マウス背部に移植した腫瘍オルガノイド組織の変性や壊死を誘導し，増殖活

性を抑制することで抗腫瘍効果を示した。このように，本研究で樹立した肺腫瘍オルガノイ

ドを実験モデルとして利用することで，これまで肺腫瘍に対する治療薬として検討されてこ

なかったトラメチニブが新たな治療薬候補として示された。今後は肺腫瘍罹患犬に対してト

ラメチニブによる治療を実施し，実際の抗腫瘍作用や生存期間への影響を検討することが求

められる。  
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結論 

 

本研究では犬の胸腔内難治性かつ希少腫瘍として知られている原発性肺腫瘍および悪性中

皮腫に注目して，新規実験モデルの開発を目的とした。新規実験モデルの作出技法として，

従来から広く用いられている二次元培養細胞と比較すると，より生体内での特徴が維持され

ていると言われているオルガノイド培養法に着目した。 

第 1 章ならびに第 2章において，腫瘍罹患犬の組織あるいは体腔貯留液を利用することで

肺腫瘍および中皮腫のオルガノイドモデルの作出に成功した。それぞれの腫瘍オルガノイド

は元の腫瘍組織の構造的特徴や分子発現のプロファイルが類似していることも確認され，

種々の薬剤への感受性が異なることから個体ごとの薬剤感受性を反映していることも推測さ

れた。希少腫瘍に罹患した犬に対して汎用的な治療薬が確立されていない以上，こうした腫

瘍モデルを用いることで薬剤スクリーニングや特定の因子の過剰発現の有無などを検討する

ことで，個々の腫瘍罹患犬に合った個別化医療につなげられる可能性が示された。 

第 3 章では，こうした腫瘍オルガノイドを研究モデルとして利用することで，腫瘍に特徴

的な細胞増殖活性や発現の変動する因子の有無を確認し，得られた結果から導いた薬剤が臨

床治療につながる可能性を示すことができた。腫瘍罹患犬由来の腫瘍オルガノイドモデルが

新たな研究モデルとして有用であることを示唆する結果である。 

希少かつ難治性の腫瘍においては，症例数の少なさや実験モデルの乏しさが研究促進の障

壁となることが少なくない。本研究において樹立した腫瘍オルガノイドは平面培養とは異な

る利点を持ち合わせている部分もあり，今後の腫瘍研究の発展に十分役立てられることが期

待される。 
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図表 

 

表 1-1 症例情報  

検体名  年齢  犬種  性別  腫瘍を含む肺葉部位  病理組織学的診断  

20001 15 歳 ミニチュア・ダックスフンド  去勢オス 左肺後葉 肺腺癌 

21001 9 歳 フレンチ・ブルドッグ 去勢オス 右肺前葉 肺原発性神経内分泌腫瘍 

21003 12 歳 トイ・プードル 去勢オス 左肺前葉 肺腺癌 

21004 15 歳 シー・ズー 去勢オス 左肺後葉 肺腺癌 

21007 15 歳 雑種 避妊メス 左肺後葉 肺腺癌 

22001 9 歳 チワワ 避妊メス 右肺前葉 肺腺癌 

すべての被検犬は肺葉切除を実施される前に肺腫瘍に対する内科療法は受けていない。  
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表 1-2 保存用培養液  

名称  入手会社  カタログ番号  保存時濃度  総量  混合後最終濃度 

Advanced DMEM/F12（1x） Gibco 12634-010  500 ml  

HEPES Dojindo 342-01375 1M 1 ml 2 mM 

GlutaMAX-1（100x） Gibco 35050-061  5 ml  

Penicillin-Streptomycin Solution（100x） WAKO 168-23191  5 ml  

Primocin Nacalai tesque 14860 50 mg/ml 1 ml 100 µg/ml 

 

表 1-3 犬原発性肺腫瘍オルガノイドの培養液  

名称  入手会社  カタログ番号  保存時濃度  総量  混合後最終濃度  

Advanced DMEM/F12 
Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 
12634-010  25 ml  

L-WNR conditioned medium as a source of 
50% Wnt, Noggin and R-Spondin 

Prepared in Lab from L-WRN 

cells（CRL-3276TM） 
  25 ml  

HEPES Dojindo 342-01375 1M 0.5 ml 2 mM 

GlutaMAX-1（100x） Gibco 35050-061  5 ml  

Nicotinamide Sigma N0630 1M 5 ml 10 mM 
N-Acetyl-l-cysteine LKT Laboratories A0918 500 mM 1 ml 1 mM 
A83-01 Adooq Bioscience A12358 5 mM 5 µl 500 nM 
Murine EGF PeproTech 315-09-1MG 500 µg/ml 5 µl 50 ng/ml 
FGF7 PeproTech AF-100-19 10 µg/ml 25 µl 5 ng/ml 
TGFα PeproTech 120 - 10C 20 µg/ml 50µl 20 ng/ml 
Primocin InvivoGen ant-pm-2 50 mg/ml 100 µl 100 µg/ml 

Penicillin-Streptomycin（100x） WAKO 168-23191  10 ml 1% 
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表 1-4 図 1-6 における統計学的パラメータ―  

薬剤および系統  

n数（ test vs control）  

P-value（bilateral）  vs. control 

（両側 p値）  

DF Total 

（自由度）  

t-value vs. control 

（等分散の 2 標本を対象）  

カルボプラチン濃度（µg/ml） 0.1 1 10 100 0.1 1 10 100 0.1 1 10 100 

LC20001 n=9（9 vs 9） 0.381 0.412 0.021 <0.001 16 16 16 16 -0.902 -0.842 2.556 4.421 

LC21001 n=6（6 vs 6） 0.797 0.193 <0.001 <0.001 10 10 10 10 0.264 1.395 4.855 7.419 

LC21004 n=6（6 vs 6） 0.691 0.601 0.012 <0.001 10 10 10 10 0.410 0.540 3.043 4.991 

ドキソルビシン濃度（nM） 0.1 1 10 100 0.1 1 10 100 0.1 1 10 100 

LC20001 n=9（9 vs 9） 0.040 0.006 0.384 <0.001 16 16 16 16 -2.241 -3.181 0.896 4.393 

LC21001 n=6（6 vs 6） 0.352 0.276 <0.001 <0.001 10 10 10 10 -0.976 -1.152 5.491 6.994 

LC21004 n=6（6 vs 6） 0.661 0.729 0.004 <0.001 10 10 10 10 -0.451 -0.356 3.797 5.009 

シスプラチン濃度（µM） 0.1 1 10 100 0.1 1 10 100 0.1 1 10 100 

LC20001 n=9（9 vs 9） 0.55 0.00 <0.001 <0.001 16 16 16 16 0.611 3.592 5.284 16.918 

LC21001 n=6（6 vs 6） 0.69 0.00 <0.001 <0.001 10 10 10 10 -0.404 3.896 6.620 9.203 

LC21004 n=6（6 vs 6） 0.80 1.00 0.59 <0.001 10 10 10 10 -0.257 -0.004 0.559 4.857 

メトトレキサート濃度（µM）  0.1 1 10 100 0.1 1 10 100 0.1 1 10 100 

LC20001 n=6（6 vs 6） 0.062 0.859 0.034 0.005 10 10 10 10 -2.096 0.183 2.449 3.642 

LC21001 n=6（6 vs 6） 0.257 <0.001 <0.001 <0.001 10 10 10 10 1.203 5.584 6.636 6.111 

LC21004 n=6（6 vs 6） 0.043 0.009 0.007 0.004 10 10 10 10 2.318 3.205 3.381 3.756 

シクロホスファミド濃度（µM） 0.1 1 10 100 0.1 1 10 100 0.1 1 10 100 

LC20001 n=6（6 vs 6） 0.852 0.449 0.480 0.781 10 10 10 10 -0.192 -0.788 -0.734 -0.286 

LC21001 n=6（6 vs 6） 0.122 0.072 0.225 0.010 10 10 10 10 -1.688 -2.011 -1.292 3.166 

LC21004 n=6（6 vs 6） 0.713 0.498 0.360 0.048 10 10 10 10 0.378 0.704 0.959 2.255 

パクリタキセル濃度（µM） 0.01 0.1 1 10 0.01 0.1 1 10 0.01 0.1 1 10 

LC20001 n=9（9 vs 9） <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 16 16 16 16 9.539 11.630 8.221 10.270 

LC21001 n=6（6 vs 6） <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 10 10 10 10 7.397 7.755 7.736 7.599 

LC21004 n=6（6 vs 6） <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 10 10 10 10 4.837 4.566 5.055 5.436 

LC22001 n=6（6 vs 6） <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 10 10 10 10 15.976 17.335 13.105 16.383 

ビノレルビン濃度（µM） 0.001 0.01 0.1 1 0.001 0.01 0.1 1 0.001 0.01 0.1 1 

LC20001 n=3（3 vs 3） 0.011 0.015 0.007 0.007 4 4 4 4 4.491 4.117 5.015 5.141 

LC21001 n=6（6 vs 6） 0.003 <0.001 <0.001 <0.001 10 10 10 10 3.956 6.466 6.930 6.852 

LC21004 n=6（6 vs 6） 0.004 <0.001 <0.001 <0.001 10 10 10 10 3.754 6.017 7.395 7.255 

LC21007 n=3（3 vs 6） <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 7 7 7 7 9.584 12.005 12.319 12.420 

LC22001 n=6（6 vs 6） 0.020 <0.001 <0.001 <0.001 10 10 10 10 2.769 15.561 16.642 16.323 
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表 1-5 図 1-7 における統計学的パラメータ   

薬剤および系統  

n数（ test vs control）  

P-value（bilateral）  vs. control 

（両側 p値）  

DF Total 

（自由度）  

t-value vs. control 

（等分散の 2 標本を対象）  

ラパチニブ濃度（µM） 0.01 0.1 1 10 0.01 0.1 1 10 0.01 0.1 1 10 

LC20001 n=9（9 vs 9） 0.374 0.765 0.960 <0.001 16 16 16 16 -0.914 -0.304 0.051 5.585 

LC21001 n=6（6 vs 6） 0.657 0.198 <0.001 <0.001 10 10 10 10 -0.458 1.378 7.311 10.680 

LC21004 n=6（6 vs 6） 0.652 0.895 0.002 <0.001 10 10 10 10 0.465 0.135 4.086 8.646 

LC21007 n=3（3 vs 6） 0.516 0.002 <0.001 <0.001 7 7 7 7 -0.684 4.662 12.089 14.013 

LC22001 n=6（6 vs 6） 0.923 0.575 0.002 <0.001 10 10 10 10 -0.100 0.579 4.126 21.242 

ゲフィチニブ濃度（µM） 0.03 0.1 0.3 1 0.03 0.1 0.3 1 0.03 0.1 0.3 1 

LC20001 n=6（6 vs 6） 0.633 0.818 0.036 0.353 10 10 10 10 0.493 0.236 2.419 0.974 

LC21001 n=6（6 vs 6） 0.718 0.003 <0.001 <0.001 10 10 10 10 -0.372 3.891 8.814 9.379 

LC21004 n=6（6 vs 6） 0.304 0.005 0.001 <0.001 10 10 10 10 1.083 3.632 4.504 5.582 

LC21007 n=3（3 vs 6） <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 7 7 7 7 5.838 10.205 11.730 11.279 

LC22001 n=6（6 vs 6） 0.818 0.270 <0.001 <0.001 10 10 10 10 -0.237 1.167 5.532 6.781 
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表 1-6 図 1-9 における統計学的パラメータ①  

検体名  

EGFR 過剰発現レベルを評価する

ために観察した視野数  

（対物レンズ 10 倍）  

ゲフィチニブの  

IC50 値（µM）  

HER2 過剰発現レベルを評価する

ために観察した視野数  

（対物レンズ 10 倍）  

ラパチニブの  

IC50 値（µM）  

LC20001 4 >1 4 5.77 

LC21001 4 0.11 4 0.41 

LC21004 4 0.18 4 0.84 

LC21007 4 0.04 4 0.19 

LC22001 4 >1 4 2.23 

 

表 1-7 図 1-9 における統計学的パラメータ②  

比較対象  肺腫瘍オルガノイド検体数  Pearson's r 
P-value（bilateral） 

（両側 p値）  

DF Total 

（自由度）  

t-value 

（対をなす標本を対象） 

EGFR vs Gefitinib n=5 -0.5180 0.3712 3 1.0490 

HER2 vs Lapatinib n=5 -0.3063 0.6162 3 0.5572 
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表 2-1 保存用培養液  

名称  入手会社  カタログ番号  保存時濃度  総量  混合後最終濃度 

Advanced DMEM/F12（1x） Gibco 12634-010  500 ml  

HEPES Dojindo 342-01375 1M 1 ml 2 mM 

GlutaMAX-1（100x） Gibco 35050-061  5 ml  

Penicillin-Streptomycin Solution（100x） WAKO 168-23191  5 ml  

Primocin Nacalai tesque 14860 50 mg/ml 1 ml 100 µg/ml 
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表 2-2 検体情報  

検体名  年齢  犬種  性別  
検体採取日  

（日/月/年） 
先行治療  特記事項  

MC20001 

9 歳 
トイ 

プードル 

去勢 

オス 

10/26/2020 治療無 
MC20001 ， MC21001 ，

MC21004は被検犬 1 から採

取された胸水由来検体 

MC21001 01/15/2021 50 mg/m2 カルボプラチンの胸腔内投与（初回） 

MC21004 04/28/2021 50 mg/m2 カルボプラチンの胸腔内投与（2 回目） 

MC21005 10歳 
トイ 

プードル 

避妊 

メス 
06/16/2021 治療無 

被検犬 2 から採取された胸

水由来検体 

MC21009 

11 歳 柴犬 
去勢 

オス 

08/04/2021 50 mg/m2 カルボプラチンの胸腔内投与（2 回目） MC21009，MC21010 は被検

犬 3 から採取された胸水由

来検体 MC21010 10/20/2021 50 mg/m2 カルボプラチンの胸腔内投与（3 回目） 

MC19009 No data No data 
長期継代された二次元培養

細胞 

すべての被検犬は心膜切除手術を受け，病理組織学的に心膜中皮腫と診断された。  
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表 2-3 悪性中皮腫オルガノイド培養液  

名称  入手会社  カタログ番号  保存時濃度  総量  混合後最終濃度  

Advanced DMEM/F12 
Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 
12634-010  25 mL  

L-WNR conditioned medium as a source 
of 50% Wnt, Noggin and R-Spondin 

Prepared in Lab from L-WRN 

cells（CRL-3276TM） 
  25 ml  

HEPES Dojindo 342-01375 1M 0.5 ml 2 mM 

GlutaMAX-1（100x） Gibco 35050-061  5 ml  

Nicotinamide Sigma N0630 1M 5 ml 10 mM 

N-Acetyl-l-cysteine LKT Laboratories A0918 500 mM 1 ml 1 mM 

A83-01 Adooq Bioscience A12358 5 mM 5 µl 500 nM 

Murine EGF PeproTech 315-09-1MG 500 µg/ml 5 µl 50 ng/ml 

FGF2* Peprotech AF-100-18B 10 µg/ml 25 µl 5 ng/ml 

FGF7** PeproTech AF-100-19 10 µg/ml 25 µl 5 ng/ml 

Primocin InvivoGen ant-pm-2 50 mg/mL 100 µl 100 µg/ml 

Penicillin-Streptomycin（100x） WAKO 168-23191  10 ml 1% 

Hydrocortisone** 東京化成工業 H0533 1 mg/ml 50 µl 1 µg/ml 

Heparin** 東京化成工業 H0393 2 mg/ml 50 µl 2 µg/ml 

*FGF2 は培養液最適化以降で添加。  

**FGF7，Hydrocortisone および Heparin は初代培養時のみ添加し，培養液の最適化以降は添加せず。  
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表 2-4 二次元細胞培養液  

名称  入手会社  カタログ番号  保存時濃度  総量  混合後最終濃度  

Roswell Park Memorial Institute - 1640 

（RPMI -1640） 
Sigma-Aldrich R8758-500ML  25 mL   

GlutaMAX-1（100x） Gibco 35050-061  5 ml  

Murine EGF PeproTech 315-09-1MG 500 µg/ml 5 µl 50 ng/ml 

FGF2* Peprotech AF-100-18B 10 µg/ml 25 µl 5 ng/ml 

Primocin InvivoGen ant-pm-2 50 mg/mL 100 µl 100 µg/ml 

Penicillin-Streptomycin（100x） WAKO 168-23191  10 ml 1% 

Hydrocortisone** 東京化成工業 H0533 1 mg/ml 50 µl 1 µg/ml 

Heparin** 東京化成工業 H0393 2 mg/ml 50 µl 2 µg/ml 

*FGF2 はオルガノイド培養液最適化実施後、条件をそろえるために添加。  

**Hydrocortisone および Heparin は初代培養のみ添加し，継代培養時は添加せず。 
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表 2-5 定量的リアルタイム PCR に用いたプライマー情報  

遺伝子名  プライマー種類  プライマー配列  

GAPDH 
Forward 5'-AACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3' 

Reverse 5'-CATGGATGACTTTGGCTAGAGGA-3' 

CDH1 
Forward 5'-CGTCGAAATCGCTGTACTCA-3' 

Reverse 5'-GGTGGAGAGGATGACCTCAA-3' 

CDH2 
Forward 5'-CAGACATGGAAGGCAATCCT-3' 

Reverse 5'-TGACTAAGCCGTCATTGCTG-3' 

VIM 
Forward 5'-GTACCGGAGACAGGTGCAGT-3' 

Reverse 5'-TCCAGCAGCTTCCTGTAGGT-3' 

ITGAE 
Forward 5'-GGGGAAGTGATCCAGACTGA-3' 

Reverse 5'-GAGGTTGAGTGGGTCTCCAA-3' 

ITGAV 
Forward 5'-GGGGAAGTGATCCAGACTGA-3' 

Reverse 5'-GAGGTTGAGTGGGTCTCCAA-3' 

ITGA2 
Forward 5'-TCACTGACGTGTCCATTGGT-3' 

Reverse 5'-AGGTCTAAACTTGGCGCTGA-3' 

ITGA3 
Forward 5'-ACAAGACCGTGTGGTTCTCC-3' 

Reverse 5'-CTCTTCATCTCCGCCTTCTG-3' 

ITGA6  
Forward 5'-TGATAGCCGTCATCCCTTTC-3' 

Reverse 5'-ATCGGTTTGGATCCACCATA-3' 
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表 2-6 免疫化学染色による悪性中皮腫オルガノイドおよび二次元培養細胞における各マーカータンパクの陽性率  

1 次抗体の種類  
MC20001 

Org / 2D（%）  

MC21001 

Org / 2D（%）  

MC21004 

Org / 2D（%）  

MC21009 

Org / 2D（%）  

MC21001* 

Org / 2D（%）  

MC19009* 

Org / 2D（%）  

AE1/AE3 52/56 100/100 100/82 100/4 89/79 5/100 

WT-1 48/5 6/0 49/5 23/0 0/0 0/0 

Mesothelin 89/59 0/100 31/18 95/32 20/10 95/100 

Vimentin 53/100 89/100 77/100 79/100 84/83 99/100 

E-cadherin 100/0 57/0 98/0 79/0 69/33 0/0 

 

 

表 2-7 悪性中皮腫オルガノイドおよび二次元培養細胞における各抗がん剤に対する IC50 値  

IC50値  検体番号  Carboplatin（µg/ml）  Cisplatin（µM）  Doxorubicin（nM）  Gemcitabine（µM）  

IC50 

（organoid / 2D） 

MC19009 >100 / 36.3 66.0 / 18.4 >100 / >100 >100 / 13.6 

MC21001 89.2 / >100 26.9 / 20.5 >100 / >100 27.4 / >100 

MC21009 >100 / >100 56.9 / 29.3 >100 / >100 >100 / >100 
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表 2-8 図 2-9 における統計学的パラメータ―  

薬剤および系統  

n数（ test vs control）  

P-value（bilateral）  vs. control 

（両側 p値）  

DF Total 

（自由度）  

t-value vs. control 

（等分散の 2 標本を対象）  

カルボプラチン (µg/ml) 0.1  1 10 100 0.1  1 10 100 0.1  1 10 100 

MC21001 org n=6 (6 vs 6) 0.097 0.385 0.055 0.005 10 10 10 10 -1.831 -0.905 2.150 3.555 
MC21001 2D n=6 (6 vs 6) 0.143 0.019 0.001 0.000 10 10 10 10 1.589 2.802 4.977 9.272 
MC21001 org vs 2D n=6 (6 vs 6) 0.003 0.034 0.986 0.856 10 10 10 10 -3.810 -2.462 0.018 0.186 
MC21009 org n=6 (6 vs 6) 0.639 0.500 0.013 0.033 10 10 10 10 0.485 0.712 3.178 2.564 
MC21009 2D n=3 (3 vs 3) 0.025 0.471 0.226 0.000 4 4 4 4 -2.855 0.762 1.328 7.568 
MC21009 org vs 2D n=3 (3 vs 6) 0.238 0.716 0.172 0.080 7 7 7 7 1.290 0.385 1.549 -2.108 

シスプラチン (µM) 0.1  1 10 100 0.1  1 10 100 0.1  1 10 100 

MC21001 org n=6 (6 vs 6) 0.514 0.642 0.026 0.000 10 10 10 10 -0.674 0.479 2.580 7.707 
MC21001 2D n=6 (6 vs 6) 0.103 0.003 0.000 0.000 10 10 10 10 1.793 3.875 5.536 22.399 
MC21001 org vs 2D n=6 (6 vs 6) 0.057 0.044 0.745 0.270 10 10 10 10 -2.155 -2.300 -0.334 -1.167 
MC21009 org n=6 (6 vs 6) 0.841 0.655 0.241 0.000 10 10 10 10 0.207 0.462 1.254 7.131 
MC21009 2D n=3 (3 vs 3) 0.166 0.090 0.005 0.000 4 4 4 4 -1.546 1.963 4.042 16.597 
MC21009 org vs 2D n=3 (3 vs 6) 0.150 0.667 0.930 0.000 7 7 7 7 1.652 -0.450 -0.091 -7.875 

ドキソルビシン (nM) 0.1  1 10 100 0.1  1 10 100 0.1  1 10 100 

MC21001 org n=6 (6 vs 6) 0.673 0.828 0.846 0.029 10 10 10 10 -0.433 -0.223 -0.199 2.514 
MC21001 2D n=6 (6 vs 6) 0.024 0.251 0.001 0.000 10 10 10 10 2.668 1.219 4.996 7.604 
MC21001 org vs 2D n=6 (6 vs 6) 0.124 0.454 0.011 0.676 10 10 10 10 -1.678 -0.779 -3.090 -0.430 
MC21009 org n=6 (6 vs 6) 0.189 0.511 0.475 0.009 10 10 10 10 1.435 0.684 0.745 3.314 
MC21009 2D n=3 (3 vs 3) 0.001 0.001 0.000 0.002 4 4 4 4 5.104 5.269 6.741 4.733 
MC21009 org vs 2D n=3 (3 vs 6) 0.042 0.127 0.016 0.511 7 7 7 7 -2.576 -1.731 -3.163 0.692 

ゲムシタビン (µM) 0.1  1 10 100 0.1  1 10 100 0.1  1 10 100 

MC21001 org n=6 (6 vs 6) 0.148 0.020 0.013 0.001 10 10 10 10 1.554 2.727 2.945 4.525 
MC21001 2D n=6 (6 vs 6) 0.024 0.251 0.001 0.000 10 10 10 10 2.668 1.219 4.996 7.604 
MC21001 org vs 2D n=6 (6 vs 6) 0.124 0.454 0.011 0.676 10 10 10 10 -1.678 -0.779 -3.090 -0.430 
MC21009 org n=6 (6 vs 6) 0.573 0.748 0.252 0.298 10 10 10 10 0.584 0.332 1.225 1.106 
MC21009 2D n=3 (3 vs 3) 0.009 0.014 0.000 0.000 4 4 4 4 -3.611 3.259 6.914 6.482 
MC21009 org vs 2D n=3 (3 vs 6) 0.005 0.062 0.011 0.005 7 7 7 7 4.022 -2.222 -3.414 -4.020 
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表 3-1 症例情報  

検体名 年齢 犬種  性別  
腫瘍を含む 

肺葉部位  
病理組織学的診断  特記事項  

20001 15歳 ミニチュア・ダックスフンド  去勢オス 左肺後葉 肺腺癌 肺腫瘍オルガノイドを利用  

21001 9 歳 フレンチ・ブルドッグ 去勢オス 右肺前葉 肺原発性神経内分泌腫瘍 肺腫瘍および正常肺オルガノイドを利用 

21003 12歳 トイ・プードル 去勢オス 左肺前葉 肺腺癌 正常肺オルガノイドを利用  

21004 15歳 シー・ズー 去勢オス 左肺後葉 肺腺癌 肺腫瘍および正常肺オルガノイドを利用 

21007 15歳 雑種 避妊メス 左肺後葉 肺腺癌 肺腫瘍および正常肺オルガノイドを利用 

22001 9 歳 チワワ 避妊メス 右肺前葉 肺腺癌 肺腫瘍オルガノイドを利用  
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表 3-2 保存用培養液  

名称  入手会社  カタログ番号  保存時濃度  総量  混合後最終濃度 

Advanced DMEM/F12（1x） Gibco 12634-010  500 ml  

HEPES Dojindo 342-01375 1M 1 ml 2 mM 

GlutaMAX-1（100x） Gibco 35050-061  5 ml  

Penicillin-Streptomycin Solution（100x） WAKO 168-23191  5 ml  

Primocin Nacalai tesque 14860 50 mg/ml 1 ml 100 µg/ml 

 

表 3-3 犬の正常肺オルガノイドの培養液  

名称  入手会社  カタログ番号  保存時濃度  総量  混合後最終濃度  

Advanced DMEM/F12 
Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 
12634-010  25 ml  

L-WNR conditioned medium as a source of 
50% Wnt, Noggin and R-Spondin 

Prepared in Lab from L-WRN 
cells 

（CRL-3276TM） 

  25 ml  

HEPES Dojindo 342-01375 1M 0.5 ml 2 mM 

GlutaMAX-1（100x） Gibco 35050-061  5 ml  

Nicotinamide Sigma N0630 1M 5 ml 10 mM 
N-Acetyl-l-cysteine LKT Laboratories A0918 500 mM 1 ml 1 mM 
A83-01 Adooq Bioscience A12358 5 mM 5 µl 500 nM 
Murine EGF PeproTech 315-09-1MG 500 µg/ml 5 µl 50 ng/ml 
FGF7 PeproTech AF-100-19 10 µg/ml 25 µl 5 ng/ml 
TGFα PeproTech 120 - 10C 20 µg/ml 50µl 20 ng/ml 
Primocin InvivoGen ant-pm-2 50 mg/ml 100 µl 100 µg/ml 

Penicillin-Streptomycin（100x） WAKO 168-23191  10 ml 1% 
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表 3-4 定量的リアルタイム PCR に用いたプライマー情報  

遺伝子名  プライマー種類  プライマー配列  

GAPDH 
Forward 5'-AACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3' 

Reverse 5'-CATGGATGACTTTGGCTAGAGGA-3' 

ELK1 
Forward 5'-CAGCATTCACTTCTGGAGCA-3' 

Reverse 5'-CCACCACAGCTAGAGCACAA-3' 

c-Myc 
Forward 5'-CAGCAGCTCGAATTTCTTCC-3' 

Reverse 5'-CAGCAGCTCGAATTTCTTCC-3' 

PLA2G4A 
Forward 5'-CCCAGACCTCCGATTCAGTA-3' 

Reverse 5'-TGTACCATGTGGAGCCAGAA-3' 

SIK1 
Forward 5'-CGTTTGGTGTTTTGGCTTTT-3' 

Reverse 5'-CATCTGCTCAGTGCAAGGAA-3' 

 

表 3-5 図 3-6 における統計学的パラメータ  

薬剤および系統 

n 数（test vs control） 

P-value（bilateral） vs. control 

（両側 p 値） 

DF Total 

（自由度） 

t-value vs. control 

（等分散の 2 標本を対象） 

トラメチニブ濃度（µM） 0.0001 0.001 0.01 0.1 1 0.0001 0.001 0.01 0.1 1 0.0001 0.001 0.01 0.1 1 

LC20001 
n=3  

（3 vs 3） 
0.952 0.121 0.004 0.005 0.001 4 4 4 4 4 -0.063 1.964 5.808 5.575 9.495 

LC21004 
n=3  

（3 vs 3） 
0.243 0.034 0.018 0.018 0.017 4 4 4 4 4 1.367 3.177 3.859 3.895 3.964 

LC21007 
n=3  

（3 vs 3） 
0.058 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 4 4 4 4 4 2.626 34.082 39.494 42.029 42.343 

LC22001 
n=3  

（3 vs 3） 
0.157 0.001 <0.001 <0.001 <0.001 4 4 4 4 4 -1.740 9.365 13.137 12.455 17.963 
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表 3-6 図 3-7B における統計学的パラメータ  

対象タンパク  n数（ test vs control）  
P-value（bilateral）  vs. control 

（両側 p値）  

DF Total 

（自由度）  

t-value vs. control 

（等分散の 2標本を対象） 

pERK n=3（3 vs 3） 0.0062 2 12.6039 

ERK n=3（3 vs 3） 0.7842 2 -0.3126 

 

表 3-7 図 3-8 における統計学的パラメータ  

対象遺伝子  n数（ test vs control）  
P-value（bilateral）  vs. control 

（両側 p値）  

DF Total 

（自由度）  

t-value vs. control 

（等分散の 2 標本を対象）  

ELK1 n=16 （16 vs 16）* 0.0602 30 1.9528 

cMyc n=16 （16 vs 16）* <0.0001 30 15.6670 

PLA2G4A n=16 （16 vs 16）* 0.8993 30 -0.1276 

SIK1 n=16 （16 vs 16）* <0.0001 30 5.6945 

*4 系統の肺腫瘍オルガノイドに対して GAPDH を含む各遺伝子を 2 サンプルずつ PCR にかけ，得られた各 GAPDH の発現量に対する各遺伝子の発現量を算

出した。その結果各系統のオルガノイドに対して 4 つずつの発現データが得られたため，表の n 数は 16 となっている。  
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表 3-8 図 3-10A，C における統計学的パラメータ  

対象項目および n数（ test vs control）  
P-value（bilateral）  vs. control 

（両側 p値）  

DF Total 

（自由度）  

t-value vs. control 

（等分散の 2 標本を対象）  

図 3-10A     

day1 n=5（5 vs 5）  0.857 8 -0.1857 

day8 n=5（5 vs 5）  0.004 8 3.9160 

day15 n=5（5 vs 5）  0.001 8 5.2307 

day23 n=5（5 vs 5）  0.003 8 4.1913 

図 3-10C     

tumor weight n=5（5 vs 5）  0.010 8 -3.3620 

 

表 3-9 図 3-11B における統計学的パラメータ  

対象項目および n数（ test vs control）  
P-value（bilateral）  vs. control 

（両側 p値）  

DF Total 

（自由度）  

t-value vs. control 

（等分散の 2 標本を対象）  

図 3-4F     

Ki-67 n=5（5 vs 5）  0.053 8 2.2734 

 

 

 



 

 

 

図 1-1 犬原発性肺腫瘍オルガノイド作製法ならびに実験概要図  

原発性肺腫瘍被検犬の肺葉切除検体から採取した肺腫瘍組織を細切し，マトリゲルへ包埋

することで三次元培養を行った。数継代培養後，薬剤感受性試験や組織学的評価，免疫不全

マウス皮下移植をした。 

 

 

  

図 1-2 肺腫瘍オルガノイドの代表的な明視野顕微鏡写真  

作製した肺腫瘍オルガノイドは培養開始から 7 日以内に球状あるいは突起状のオルガノイ

ドが形成され，経時的に増大する様子が見られた（scale bar: 100 µm）。 
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図 1-3 肺腫瘍オルガノイドの代表的なヘマトキシリン・エオジン（HE）染色写真  

作製した肺腫瘍オルガノイドと元の腫瘍組織の組織切片を作製し，HE染色を実施した。特

に腺癌と診断された検体（LC20001，LC21004，LC21007，LC22001）では腺癌に特徴的な腺

腔様構造も認められた（scale bar: 50 µm）。 

 

 

図 1-4 肺腫瘍オルガノイド検体の代表的な免疫組織化学染色写真  

作製した肺腫瘍オルガノイドに対して元の腫瘍組織の腫瘍マーカー発現を確認するために，

免疫組織化学染色を実施した。組織学的に腺癌と診断された症例由来のオルガノイド

（LC20001，LC21004，LC210007）では腺癌マーカーの 1つである TTF1のタンパク発現が核

内において認められた。また肺原発性神経内分泌腫瘍と診断された症例由来のオルガノイド

（LC21001）では，内分泌腫瘍マーカーの 1つであるCGAのタンパク発現が細胞質内で確認

された。これらは元の組織におけるそれぞれのタンパク発現の局在と類似していた（scale bar: 

25 µm）。  
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図 1-5 肺腫瘍オルガノイドの免疫不全マウス皮下への異種移植  

1×106 個の肺腫瘍オルガノイド（検体 LC20001）をインスリン用注射針でオスの SCID マ

ウス背部皮下に移植し，8週間適切な環境下で飼育した後に直径 1 cm大の腫瘍形成が確認さ

れた。A の左写真は背部腫瘍の外観を，右写真は摘出後の組織外観を示す。B は摘出した腫

瘍組織切片のヘマトキシリン・エオジン（HE）染色（scale bar: 50 µm）と免疫組織化学染色

（scale bar: 25 µm）における腺癌マーカーの 1 つである TTF1 の核内発現を確認した。 

 

 

  

A. B. 
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図 1-6 犬原発性肺腫瘍オルガノイドの各検体に対する薬剤感受性試験の実施  

 5 系統の肺腫瘍オルガノイド（LC20001，LC21001，LC21004，LC21007，LC22001）をそれ

ぞれ 2000個ずつ 96ウェルプレートへ播種し，各薬剤 3～9ウェルずつ 7種類の薬剤を処置し

た。薬剤はそれぞれカルボプラチン（0.1，1，10，100 µg/ml）シスプラチン（0.1，1，10，100 

µM），ビノレルビン（0.001，0.01，0.1，1 µM），パクリタキセル（0.01，0.1，1，10 µM），ド

キソルビシン（0.1，1，10，100 nM），メトトレキサート（0.1，1，10，100 µM），シクロホス

ファミド（0.1，1，10，100 µM），ラパチニブ（0.01，0.1，1，10 µM）およびゲフィチニブ（0.03，

0.1，0.3，1 µM）を用い，コントロールには溶媒であるDMSO（1mg/ml）を添加した。72時

間培養後，プレストブルーアッセイキットとマイクロプレートリーダーを用いて吸光度を計

測し，各薬剤における細胞生存率の平均値をコントロールの平均値を 100%とした相対値（%）

で表した。グラフの縦軸は細胞生存率を，横軸は各薬剤の濃度を示し，結果は薬剤濃度にお

ける平均値±標準誤差で示した。各グラフに伴う統計学的パラメータに関しては表 1-4 に記

載した。 

 

 

  



93 

 

 

図 1-7 犬原発性肺腫瘍オルガノイドにおけるラパチニブおよびゲフィチニブの感受性試験  

 5 系統の肺腫瘍オルガノイド（LC20001，LC21001，LC21004，LC21007，LC22001）に対し

てラパチニブ（HER2阻害薬）あるいはゲフィチニブ（EGFR阻害薬）を処置し，図 1-6の薬

剤感受性試験と同手法で細胞生存率を算出した。グラフの縦軸に細胞生存率を，横軸に各薬

剤の濃度を示し，結果は薬剤濃度における平均値±標準誤差で示した。各グラフに伴う統計

学的パラメータに関しては表 1-5 に記載した。 

 

 

 

図 1-8 免疫化学染色を用いた肺腫瘍オルガノイドにおける HER2および EGFRのタンパク

発現の評価  

 5 系統の肺腫瘍オルガノイド（LC20001，LC21001，LC21004，LC21007，LC22001）を用い

て免疫化学染色を実施し，抗 HER2 抗体または抗 EGFR抗体に対する陽性細胞を評価した。

系統によって各抗体に対する染色性は異なり，細胞膜上に強い染色性を示すものや全体的に

染色性の薄いものが認められた（scale bar: 25 µm）。  
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図 1-9 HER2 タンパク発現およびラパチニブに対する IC50 値あるいは EGFR タンパク発

現およびゲフィチニブに対する IC50 値との相関図  

 図 1-8 で示した免疫組織化学染色における HER2および EGFRのタンパク発現レベルを，

the American Society of Clinical Oncology/College of American Pathologists で提案されている手法

に基づいて 4群（Complete群および Incomplete群，Faint群，None群）に分類した。Complete

群のみを各タンパクを過剰発現した細胞とみなし，10倍の対物レンズ 4視野中に含まれる全

体の細胞に対して，Complete 群の割合を比較・定量し，その平均値±標準誤差を横軸に示し

た。図 1-7で示したラパチニブおよびゲフィチニブに対する各系統のオルガノイドの IC50値

を縦軸に取り，HER2 あるいは EGFR の過剰発現レベルとそれぞれの薬剤に対する感受性の

相関を Pearsonの積率相関係数を用いて評価した。HER2とラパチニブにおける Pearsonの積

率相関係数は 0.31であり，EGFR とゲフィチニブにおける Pearsonの積率相関係数は 0.52で

あった。各グラフに伴う統計学的パラメータに関しては表 1-6,7 に記載した。 
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図 1-10 被検犬の元の腫瘍組織における HER2 および EGFR のタンパク発現の評価  

被検犬の元の腫瘍組織における HER2および EGFRのタンパク発現を評価するために免疫

組織化学染色を実施した（scale bar: 25 µm）。A.は抗 HER2抗体に対する陽性細胞を，B.は抗

EGFR 抗体に対する陽性細胞を示している。また A.と B.はともに，上段に腫瘍全体の弱拡大

像を，下段に強拡大像を示した。LC20001 では両タンパクの発現が低く，LC21007 は中程度

に発現が高くなっていた。LC22001 では HER2 発現レベルが高く，EGFR の発現はやや低か

った。 

 

A. 

B. 
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図 2-1 犬悪性中皮腫オルガノイドおよび二次元培養細胞の作製法ならびに比較解析の概要図  

心膜中皮腫被検犬の胸水検体から採取した悪性中皮腫細胞はマトリゲル包埋あるいは 6 cm

ディッシュ上へ播種することで，それぞれオルガノイドあるいは二次元細胞として培養した。

数継代培養後，各検体は薬剤感受性試験や遺伝子解析，組織学的評価を実施した。  

 

 

 

図 2-2 胸水検体由来の悪性中皮腫オルガノイドの代表的な明視野顕微鏡写真および HE 染

色写真  

A. 胸水検体から培養した犬悪性中皮腫オルガノイドの代表的な明視野顕微鏡写真を示す。

各検体は培養後 7 日以内に球状のオルガノイドを形成した（scale bar: 100 µm）。 

B. 悪性中皮腫オルガノイドの組織切片を作製し，HE染色を実施した。胸水検体由来のオル

ガノイドは内腔状から充実性の形態を示していた（scale bar: 25 µm）。 

 

A. 

B. 
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図 2-3 胸水検体由来の犬悪性中皮腫オルガノイドの電子顕微鏡写真  

a. 一つのオルガノイド全体像（scale bar: 10 µm）。  

b. 写真 a における囲み b 部分の拡大像。青矢印は明瞭な核小体とユークロマチンを示す

（scale bar: 2 µm）。 

c. 写真 bの囲み c部分の拡大像。赤矢印は微絨毛の発達を示す（scale bar: 600 nm）。 

d. 写真 bの囲み d部分の拡大像。黄色矢印は飲作用胞を，*はグリコーゲン顆粒を示す（scale 

bar: 600 nm）。 

e. 写真 b の囲み e 部分の拡大像。白い楕円部分はランダムに配置したミクロフィラメント

を示す（scale bar: 600 nm）。 
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図 2-4 胸水検体由来の犬悪性中皮腫二次元細胞の代表的な明視野顕微鏡写真  

胸水検体から培養された二次元細胞は，MC21001 を除きすべて間葉系様の形態を示していた（scale 

bar: 100 µm）。一方でMC21001 は培養初期では他と同様に間葉系様の形態を示していたものの，8継

代目以降から形態に変化が認められ，敷石状の上皮様の形態が観察された（MC21001*）。  

 

 

 

図 2-5 二次元培養細胞からの中皮腫三次元培養の実施とその明視野顕微鏡写真  

図 2-4で示した二次元細胞を数継代し，ディッシュ上に接着した細胞を EDTAと TrypLEを

用いて剥離し，マトリゲル包埋を行うことで三次元培養を試みた。図 2-2 A.で示した胸水由来

のオルガノイドとは異なり，球状の独立した細胞集塊などは認められたが，オルガノイドの

形成は認められなかった（scale bar: 100 µm）。 

  

 

MC19009 

MC21001 MC20001 

MC21009 MC21005 MC21010 

MC21004 MC21001* 
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図 2-6 犬の悪性中皮腫オルガノイドの最適な培養成分の検討実験概要図  

MC20001オルガノイドを EDTAと TrypLEを用いて遊離させ，70µmのセルストレーナーを

用いて小さなオルガノイドを選別した。96 ウェルプレートへ 2000 個ずつオルガノイドを播

種し，成分の異なる 7種類の培養液で 7日間培養し，プレストブルーアッセイを用いて細胞

増殖率を比較した。培養液の内容は（1）コントロール培養液： Ad. DMEMに 1% GibcoGlutaMax

と 100 µg/ml Primocinを添加，（2）WNR培養液：コントロール培養液に対してWNR調整培

地（W: Wnt 3a，N: Noggin，R: R-Spondin）を 1:1で混合，（3）から（7）の培養液はコントロ

ール培養液にそれぞれ（3）50 ng/mlの EGF，（4）5 ng/mlの FGF2，（5）5 ng/mlの FGF7，（6）

25 ng/ml の FGF10，（7）100 ng/ml の IGFを含んだ培養液である。 
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図 2-7 MC20001オルガノイドを異なる培養液で 7日間培養後の明視野顕微鏡写真および細

胞増殖率の比較  

A. （1）～（7）の写真はそれぞれ図 2-2 で示した内容の培養液で 7 日間培養した後の明視

野顕微鏡像を示している。小さな丸がセルストレーナーで選別したMC20001の小さなオ

ルガノイドを表している（scale bar: 100 µm）。 

B. プレストブルーアッセイキットを用いて培養 7 日目の細胞増殖率を算出した。コントロ

ール培養液における細胞増殖率を 1 として縦軸に各培養液における細胞増殖率の相対値

を，横軸にそれぞれの培養液の内容を示した。コントロールと比較して両側 P 値<0.05 の場

合を有意差があるとして「*」で示した。 

 

  

A. 

B. 
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図 2-8 犬悪性中皮腫オルガノイドおよび二次元細胞における免疫化学染色  

4 系統（MC20001，MC21001，MC21004，MC21009）のオルガノイド（A.）および二次元細

胞（B.）における免疫組織化学染色結果の代表写真を示した（scale bar: 50 µm）。上皮細胞マ

ーカーとして抗AE1/AE3抗体を，間葉細胞マーカーとして抗Vimentin抗体を，中皮腫マーカ

ーとして抗 WT-1 抗体および抗 Mesothelin 抗体を用いた。 

  

A. 

B. 
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図 2-9 犬悪性中皮腫オルガノイドおよび二次元細胞に対する薬剤感受性試験の比較  

MC21001およびMC21009の 2系統を用いて，それぞれ 2000個ずつオルガノイドあるいは

二次元細胞を 96ウェルプレートへ播種した。4種類の薬剤（カルボプラチン，シスプラチン，

ドキソルビシンおよびゲムシタビン）を 3ウェルずつ処置し，72時間培養後，プレストブル

ーアッセイキットを用いて吸光度を計測し，各薬剤における細胞生存率を比較した。A.には

MC21009 オルガノイドに対する各薬剤処置下の代表的な明視野顕微鏡写真を示した（scale 

bar: 100 µm）。B.にはそれぞれの系統における各薬剤に対する細胞生存率のグラフを示した。

コントロールにおける平均値を 100%とした相対値（%）を縦軸に，各薬剤の濃度を横軸に表

している。結果は 3 ウェルの平均値±標準誤差で表し，同濃度におけるオルガノイドに対す

る二次元細胞を比較した両側 P値<0.05の場合に有意差があるとして「*」で示した。各グラ

フに伴う統計学的パラメータに関しては表 2-7 に記載した。  

A. 

B. 



103 

 

 

図 2-10 悪性中皮腫オルガノイドおよび二次元細胞における遺伝子発現プロファイルの比較  

3 系統のオルガノイドおよび二次元細胞から RNA を抽出し，RNA シークエンス解析を実

施した。A.には RNA シークエンス解析による発現率の異なる RNA を Volcanoプロットで表

した。青いプロットは二次元細胞において有意に発現が亢進していた遺伝子群を，赤いプロ

ットはオルガノイドにおいて有意に発現が亢進していた遺伝子群を示している。B.には中で

も有意に発現が亢進していた 987遺伝子のうち，上位 50遺伝子のヒートマップで表した。発

現が高い場合を赤色に，低い場合を青色に示している。org はオルガノイドを，2D は二次元

細胞を指す。 

 

 

 

  

A. B. 
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図 2-11 RNA シークエンス解析に基づいたオルガノイドと二次元細胞間での GSEA 解析  

RNA シークエンス解析から得られた結果をもとに GSEA解析を実施したところ，細胞接着

に関連した遺伝子セットに有意差が認められた。NESは補正されたエンリッチメントスコア

を指す。 

 

 

 

図 2-12 WT-1 および Mesothelin の mRNA 発現率の比較  

中皮腫マーカーとして知られているWT-1とMesothelinのmRNA発現率について，RNAシ

ークエンス解析結果から得られたデータをもとに比較した。縦軸には Trimmed mean of M 

values（TMM）値を横軸には各系統のオルガノイドおよび二次元細胞を表している。 
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図 2-13 悪性中皮腫オルガノイドおよび二次元細胞における細胞接着因子の mRNA 発現レ

ベルの比較  

オルガノイドと二次元細胞からRNAを抽出し，細胞接着に関連する因子（CDH1: E-Cadherin，

CDH2: N-Cadherin，VIM: Vimentin，ITGAE，ITGAV，ITGA2，ITGA3，ITGA6）のmRNA発

現レベルを定量的リアルタイム PCR により比較した。各遺伝子発現率は検体ごとの GAPDH

値との相対値で表した。3系統の検体を各 4回ずつ PCRに供し，その平均値と標準誤差を算

出した。オルガノイドにおける平均発現率を 1 として二次元細胞における発現率の相対値を

グラフに表し，オルガノイドに対する P値<0.05の場合に有意差があるとして「*」で示した。 
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図 2-14 オルガノイドと二次元細胞における E-Cadherin のタンパク発現の比較  

4 系統（MC20001，MC21001，MC21004，MC21009）のオルガノイドと二次元細胞を用いて

免疫化学染色を行い，抗 E-Cadherin 抗体に対する陽性細胞率を比較した。オルガノイドでは

全体的に細胞膜上に顕著な染色性を示したが，二次元細胞ではほとんど検出されなかった

（scale bar: 50 µm）。 

 

 

図 2-15 本研究結果の総括的概要図。  

胸水中の悪性中皮腫細胞には上皮・間葉の異なる特性を有する細胞が混在し，二次元培養

を行うことで E-Cadherin 発現の抑制を伴う間葉系細胞の特性が優位となり，一方で三次元培

養を行うことで E-Cadherin 発現の亢進を伴う上皮系細胞の特性が優位となる可能性が示唆さ

れた。 
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図 3-1 第 3 章の実験概要図  

原発性肺腫瘍被検犬の肺葉切除検体から採取した肺腫瘍組織と近接する正常部組織をそれ

ぞれ細切し，マトリゲルへ包埋することで三次元培養を行った。数継代培養後，肺腫瘍オル

ガノイドと正常肺オルガノイドに対して RNAシークエンス解析を実施し，遺伝子発現プロフ

ァイルの比較解析を実施した。得られたデータから肺腫瘍に特異的な分子的特徴を利用して，

新たに応用可能な治療薬の探索を実施した。 

 

 

 

図 3-2 各肺腫瘍オルガノイドおよび正常肺オルガノイドの代表的な明視野顕微鏡写真  

肺腫瘍オルガノイドと同様に近接した正常肺組織から正常肺オルガノイドを培養した。 

LCは肺腫瘍オルガノイドを LNは正常肺オルガノイドを指す。肺腫瘍オルガノイドと比較す

ると正常肺オルガノイドはより球状の構造を示している様子が認められた（scale bar: 100 µm）。  
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図 3-3 肺腫瘍オルガノイドおよび正常肺オルガノイドにおける遺伝子プロファイルの比較

解析  

4 系統の肺腫瘍オルガノイド（LC20001，LC21001，LC21004，LC22001）および正常肺オル

ガノイド（LN21001，LN210003，LN21004，LN21007）から RNAを抽出し，RNAシークエン

ス解析を実施した。A.には RNA シークエンス解析による発現率の異なる RNA を Volcanoプ

ロットで表した。赤いプロットは肺腫瘍オルガノイドにおいて有意に発現が亢進していた 11

遺伝子を示している。なお cNLOは肺腫瘍オルガノイドを cPLCOは肺腫瘍オルガノイドを指

す。B.には肺腫瘍オルガノイドにおいて有意に発現が亢進していた 11遺伝子について，その

発現率をヒートマップで示した。発現が高い場合を赤色に，低い場合を青色で示している。 

  

A. B. 
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図 3-4 RNAシークエンス解析に基づいた肺腫瘍オルガノイドと正常肺オルガノイド間での

GSEA 解析  

RNA シークエンス解析から得られたデータをもとにGSEA解析を行ったところ，特に肺腫

瘍オルガノイドにおいてMEK経路下流の遺伝子発現が濃縮されている結果が得られた。NES

は補正されたエンリッチメントスコアを指す。また LC orgは肺腫瘍オルガノイドを LN orgは

正常肺オルガノイドを指す。 

 

 

図 3-5 MEK シグナル経路の概略図およびトラメチニブの作用場所  

EGFR や HER2 などの細胞増殖経路の下流に位置する MEK シグナル経路の概略図を示し

た。膜タンパク質である EGFRや HER2などの刺激を受け，MEK経路が活性化するとその下

流の ERKを活性化し，さらに核内における細胞増殖シグナル分子である c-Myc等を刺激する

ことで細胞増殖や腫瘍増殖が促進される。トラメチニブはMEKによる ERKの活性化を阻害

する働きを持つ。  

NES:1.746 
FDR q-val: 0.065 

LC org 

LN org 
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図 3-6 in vitro におけるトラメチニブの肺腫瘍オルガノイドに対する影響  

4 系統の肺腫瘍オルガノイド（LC20001，LC21004，LC21007，LC22001）をそれぞれ 2000

個ずつ 96ウェルプレートへ播種し，各濃度のトラメチニブ（0.001，0.01，0.1，1，10 µM）を

3 ウェルずつ処置し，72 時間後の細胞生存率の推移を示した。グラフの縦軸には DMSO

（1mg/ml）を処置した際の平均生存率をコントロールとして各濃度の細胞生存率の相対値（%）

を表し，横軸にはトラメチニブの濃度を示した。結果は平均値±標準誤差で示している。各

グラフに伴う統計学的パラメータに関しては表 3-5 に記載した。 
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図 3-7 トラメチニブ処置による肺腫瘍オルガノイドの ERK タンパク発現の変化  

 3 系統の肺腫瘍オルガノイド（LC21004，LC21007，LC22001）に対して図 3-6 の細胞生存

率の評価と同様に細胞を播種し，それぞれ 1 µMのトラメチニブを 3 時間処置した後にオル

ガノイドを回収し，タンパクを抽出した。ウェスタンブロッティングによってトータル ERK

（ERK）およびリン酸化 ERK（pERK）のタンパク発現量の変化を調べた。VCP はコントロ

ールタンパクとして同時に確認した。Cont は溶媒のみを処置したコントロール群を，Trame

はトラメチニブを処置した群を示している。 

A. ウェスタンブロッティングの結果を示した。 

B. A.の結果を ImageJ softwareを用いて定量化した。各検体のVCPタンパク発現量に対する

pERK あるいは ERK 発現を相対値として算出し，3 系統の肺腫瘍オルガノイドにおける

平均値を数値化した。さらに両タンパクにおけるコントロール群の平均値を 1 として，

トラメチニブ処置群の相対値を縦軸に取り，棒グラフに表した。結果は平均値±標準誤

差で示した。コントロール群に対する両側 p 値＜0.05 の場合に有意差があるとみなし，

「*」で示した。各グラフに伴う統計学的パラメータに関しては表 3-7 に記載した。 

 

  

A. B. 
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図 3-8 トラメチニブ処置による肺腫瘍オルガノイドの ERK下流因子の mRNA発現の変化  

図 3-7 と同様に 3系統の肺腫瘍オルガノイド（LC21004，LC21007，LC22001）に対してそ

れぞれ 1 µMのトラメチニブを 3 時間した後にオルガノイドを回収した。それぞれのオルガ

ノイドから RNAを抽出し，定量的リアルタイム PCR 法を用いてMEK-ERKシグナルの下流

因子の mRNA発現レベルの変化を調べた。下流因子として ETS transcription factor ETS Like-1 

protein（ELK1）および c-Myc，phospholipase A2 group 4 A（PLA2G4A），Salt-Inducible Kinase 1

（SIK1）を選択した（表 3-1）。各系統の mRNA 発現のコントロールとして GAPDH を用い，

各遺伝子は系統ごとに2サンプルずつ測定された。mRNAはGAPDHに対する相対値を取り，

2 対 2で各遺伝子 4つずつのデータを得た。さらにコントロール群における mRNA発現量の

平均値を 1 とした相対値をトラメチニブ群の値としてグラフにし，それぞれ平均値±標準誤

差で表した。コントロールに対する両側 p値<0.05の場合に有意差があるとみなし，「*」で示

した。各グラフに伴う統計学的パラメータに関しては表 3-5 に記載した。  



113 

 

 

図 3-9 肺腫瘍オルガノイドの免疫不全マウスへの移植およびトラメチニブ処置の概要図   

LC22001の肺腫瘍オルガノイドを一度平面ディッシュ上へ播種し，2.5次元培養として拡大

培養を行った後，10匹のオスの SCIDマウスの背部皮下に 5×106個ずつ移植した。適切環境

下で 2 週間飼育し，移植組織が目視可能なサイズへと増大したことを確認後，5 匹ずつ 2 群

に分けた。トラメチニブ 1 mg/kg を週 6 日投与するトラメチニブ投与群と等量の溶媒を週 6

日投与するコントロール群として，23日間の腹腔内投与試験を実施し，経過を観察した。7日

毎に腫瘍サイズを計測し，23日目に腫瘍組織を摘出した。腫瘍重量やサイズ，組織学的変化

や分子学的変化について比較解析を行った。 
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図 3-10 トラメチニブ処置による免疫不全マウス背部皮下の肺腫瘍オルガノイド移植組織へ

の影響（腫瘍増殖・サイズ・重量）  

A. トラメチニブ投与群とコントロール群における移植組織サイズの推移。結果は各群にお

ける平均値±標準誤差で表し，コントロール群に対する両側 P 値<0.05 の場合に有意差

があるとして「*」で示し，さらに p<0.025 の場合を「**」で示した。 

B. 23日目に摘出した移植組織の外観写真。上段にはトラメチニブ投与群を，下段にはコン

トロール群を写している。 

C. B.に示した移植組織の重量を測定し，各群の平均重量±標準誤差をグラフに表した。コ

ントロール群に対する両側 P値<0.05の場合に有意差があるとして「*」で示した。 

A，C に伴う統計学的パラメータに関しては表 3-8 に記載した。  

  

A. B. C. 
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図 3-11 トラメチニブ処置による免疫不全マウス背部皮下の肺腫瘍オルガノイド移植組織へ

の影響（組織的変化）  

A. 図 3-10の 23日目に摘出した両群の移植組織に対して，組織切片を作製し，HE染色の実

施および免疫組織化学染色による Ki-67 陽性細胞を確認した。写真はその代表例である

（scale bar: 50 µm）。 

B. A.の免疫組織化学染色によって確認した Ki-67 陽性細胞率を定量化するために ImageJ 

software を用いて組織片全体の腫瘍細胞当たりに対する抗 Ki-67 抗体陽性細胞の割合を

計数した。さらにコントロール群における平均値を 100%としてトラメチニブ投与群の相

対値を算出し，平均値±標準誤差としてグラフに表した。コントロール群に対する P値

に有意差は得られなかったものの，トラメチニブ投与群では Ki-67 陽性細胞率が低下し

ている傾向が見られた。グラフに伴う統計学的パラメータに関しては表3-9に記載した。 

 

A. B. 


