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研究成果の概要（和文）：研究者らの所属する施設にて，予め同意を得た頭頸部腺様嚢胞癌患者から手術検体の
一部を採取した．これを三次元培養法で分離・培養を行うことで細胞株を樹立し，さらに臍帯静脈血管内皮細胞
および間葉系胚細胞を用いて癌オルガノイドを作製した．癌オルガノイドを用いて抗癌剤の薬剤感受性試験を施
行した．放射線感受性の評価や，薬剤感受性試験結果を利用した患者治療に関しては研究期間内では達成するこ
とはできなかった．
本研究成果は今後の頭頸部癌に対する病態解明に資するだけでなく，実臨床における癌の個別化治療が実現する
可能性を示すものであると思われた．オルガノイド培養法は新規性の高い培養法であり他分野での応用も期待さ
れる．

研究成果の概要（英文）：Tumor specimens from surgically resected salivary adenoid cystic carcinoma 
(ACC) were proceeded for the preparation of patient-derived tumor xenograft (PDX) and organoid 
culture. The orthotopic transplantation of patient-derived or PDX-derived organoids was demonstrated
 into submandibular glands of NSG mice and those histology was evaluated. PDX-derived organoid cells
 were evaluated for the presence of MYB-mediated fusion genes and proceeded for in vitro drug 
sensitivity assay. Human ACC derived-organoids were successfully generated in three-dimensional 
culture and confirmed the ability of these cells to form tumors by orthotopic injection. Short term 
organoid cell cultures from two individual ACC PDX tumors were also established that maintain the 
characteristic MYB translocation and histological features of the original parent and PDX tumors. 
Lastly, the establishment of drug sensitivity tests on these short-term cultured cells was confirmed
 using three different agents. 

研究分野：頭頸部癌

キーワード： オルガノイド培養法　頭頸部癌　腺様嚢胞癌　薬剤感受性試験
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は今後の頭頸部腺様嚢胞癌に対する病態解明や治療法の確立に資するだけでなく，頭頸部癌症例の個
別化治療が実現する可能性を示したものであると思われます．特にオルガノイド培養法は新規性の高い培養法で
あり，他分野での応用も期待されます．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
頭頸部癌の約 85%は口腔・咽頭・喉頭原発であり，その根治治療としては手術療法と放射線治

療に大別される．手術療法では患者の音声・嚥下機能が犠牲になることが多いため，機能温存を
目的として化学療法同時併用放射線療法が考案され，広く施行されるようになった．しかし治療
後の遺残や再発を認める例が少なからずあり，それらに対する救済手術は仮に施行しえたとし
ても周術期合併症の頻度が高くなるとされている． 
申請者らは放射線治療を行った頭頸部扁平上皮癌 (HNSCC) 患者に対して治療予後予測因子の

探索を後ろ向きに行い，治療前に施行した PET (Positron Emission Tomography) 検査における
FDG (Fluoro-deoxyglucose) の集積体積を解析した MTV 値 (Metabolic Tumor Volume) が高値
の症例は治療予後が不良であると報告した (Yabuki et al., PLoS One 2015, Yabuki et al., 
Head Neck 2016)．また，このような高 MTV 値症例に対しては放射線治療よりも手術療法のほう
が予後がよいことも示されており(Yabuki et al. Laryngoscope 2016)，FDG の集積と，腫瘍の
放射線抵抗性との間には何らかの関連があると考えられる．悪性腫瘍の放射線抵抗性について
は HNSCC に限らず様々な癌腫において検討がなされているが，いずれも樹立された細胞株のみ
での検討であり，癌周囲に存在する間質が再現されていない．これら細胞株の生物学的特徴は生
体内でのそれを正確に反映していないという問題を抱えている．そのため FDG 集積と放射線抵
抗性の関連についての基礎研究は十分になされていないのが現状である． 
 
２．研究の目的 
近年，ヒト癌細胞と，ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC; Human Umbilical Vein Endothelial 

Cells），およびヒト間葉系幹細胞(hMSC; human Mesenchymal Stem Cells)を共培養する癌オル
ガノイド培養が開発された．これは癌細胞周囲の間質を含む癌組織が再構成されており，従来の
細胞株と比べてより生体内組織に近い環境での解析を in vitro で行なえる可能性があること
が明らかになった (Boj SF et al. Cell 2015)．本研究では治療前 MTV 値が高値の HNSCC 症例
における手術検体から癌オルガノイドを作成し，その分子生物学的特徴を検索することを目的
とする． 
具体的には，まず既存の頭頸部癌細胞株，ヒト間葉系幹細胞（hMSC），ヒト臍帯静脈内皮細胞

（HUVEC）を共培養し，間質を有したヒト頭頸部扁平上皮癌組織（プライマリヒト頭頸部扁平上
皮癌オルガノイド）を作製するための基盤技術を確立する． 
次に実臨床における頭頸部癌症例での手術検体から癌オルガノイドを作製し，その分子生物学
的特性を解析する．具体的には，治療前 MTV が高値であった癌細胞から作成した癌オルガノイド
と，MTV 値が低値であった癌細胞から作成した癌オルガノイドについて放射線や抗腫瘍薬に対す
る感受性の差異を評価する．さらに放射線抵抗性を示した癌オルガノイドにおいて，その放射線
抵抗性に寄与するバイオマーカーを同定するとともに，放射線感受性を改善せしめる因子につ
いて探索を行う． 
 
３．研究の方法 
・ヒト頭頸部癌の患者検体 
研究対象の検体として、2016 年 12 月から 2019 年 3 月に横浜市立大学病院と横浜市立大学医療
センターで外科的切除を受けた頭頸部癌の患者から検体を得た。すべての実験は、横浜市立大学
のヒトゲノム・遺伝子研究等倫理委員会によって承認されている。（承認 ID：A171130010）収集
された標本は 4 つの部分に分割され，ホルマリン固定，解析用凍結保存，PDX（PDX; patient 
derived xenograft）作成，オルガノイド培養のために使用した． 
・ヒト頭頸部癌由来オルガノイド培養 
得られた腫瘍は細かく刻んだ後，TrypLETM Express Enzyme を用いて酵素処理し，70µm のセルス
トレーナーを用いて濾過した．EGF や FGF，wnt3a などのサイトカインを用いて調整した完全培
地に懸濁液を作成し，growth-factor-reduced (GFR) Matrigel でコーティングしたプレート上
にのせた．翌日，マトリゲル上のメディウムを除去し，マトリゲルで再度コーティングすること
で癌細胞を３次元培養した． 
・患者由来の異種移植（PDX; patient derived xenograft） 
術後 12 時間以内に得られた腫瘍を細かく刻み，NSG マウス（免疫不全マウス）の皮下に移植し
た．腫瘍を最大直径 1.5〜2.5 cm まで成長させ，外科的に採取した。得られた PDX 検体は，オル
ガノイド培養、新しい PDX への継代、解析用の凍結ストック，およびパラフィンブロックに使用
した． 
・PDX 由来オルガノイド 
得られた PDX 検体の周辺のマウス組織をできるだけ多く切除した後，ヒト唾液腺腫瘍オルガノ
イド培養と同じ手順で処理して，PDX 由来のオルガノイドを作成した． 
・癌オルガノイドの作成 
①癌細胞（既存の頭頸部癌細胞株，作成したヒト頭頸部癌由来オルガノイド，作成した PDX 由来
オルガノイド），②ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC; Human Umbilical Vein Endothelial Cells），
③ヒト間葉系幹細胞(hMSC; human Mesenchymal Stem Cells)を濃度調整された Matrigel コーテ
ィングされた well 上で共培養する．約 24 時間後に凝集した癌オルガノイドが確認され，これを
回収し NSG マウスに同所性異種移植した．さらに①～③をクラレプレートで培養し，極小の癌オ



ルガノイドを作成し，薬剤評価（IC50）に用いた． 
・STR 解析 
作成したヒト頭頸部癌由来オルガノイド、ヒト頭頸部癌 PDX 由来オルガノイドを、ヒト原発頭頸
部癌組織・ＰＤＸと遺伝子的に比較し、その相同性を確認した。 
・オルガノイドおよび PDX 由来オルガノイド，癌オルガノイドの同所性異種移植 
PDX の作成時と同じ方法でマウスに麻酔をかけ、NSG マウスの前頸部に約 1cm の横切開を入れて
顎下腺を表出し、オルガノイド，PDX 由来のオルガノイド，あるいはクラレプレートで作成した
癌オルガノイドを Matrigel に懸濁してから，左右の顎下腺にその懸濁液を 27～29G の針を用い
て注射 1 カ所ずつ移植した。毎週１～２回，腫瘍形成を確認した．癌オルガノイド移植は，顎下
腺自体に切開を入れて切開に挟み込むように移植した。最後にマウス頸部の横切開は絹糸で縫
合して閉じている． 
・薬物感受性アッセイ 
オルガノイドは継代の 10〜14 日後に収集され、TrypLETMによる酵素処理によって 1 塊当たり 2
〜5 個細胞の細胞塊に解離させた。少量の完全培地に懸濁したオルガノイドを、GFR マトリゲル
をコーティングした 96well 細胞培養プレートの各 well に乗せた。継代の時のみ、完全培地にロ
ックインヒビター(Y-27632)を追加した。 24 時間後、上澄みの培地を除去し、各 well をさらに
GFR マトリゲルでコーティングし、その後、抗がん剤の各濃度に調整した完全培地を分注した。
抗がん剤投与から 72 時間後に、CellTiter-Glo 3D（Promega）を使用して細胞生存率の評価を行
った。 
 
４．研究成果 
研究開始当初において，ヒト頭頸部扁平上皮癌の三次元培養（オルガノイド培養）の手技につ

いての報告はなく，技術的には確立されていなかった．そのため，まずは既存のヒト頭頸部扁平
上皮癌の細胞株として FaDu（2 次元培養で作成され，販売されている下咽頭癌細胞株）を用い
て，その 3 次元培養を行った．さらに HUVEC と hMSC を合わせて共培養を行い，癌オルガノイド
を作成した．この癌オルガノイドの性質の評価のために、作成したヒト頭頸部扁平上皮癌の細胞
株を用いた癌オルガノイド（FaDu+HUVEC+hMSC）と既存の頭頸部扁平上皮癌細胞株（2 次元培養
した FaDu のみ）を免疫不全マウスの舌や耳下腺に同所性異種移植して、組織再現性や転移につ
いて比較した。しかし、癌オルガノイドも細胞株のみも、移植により腫瘍は形成するもの微小な
頸部リンパ節転移しか再現できなかった。(Figure 1,2) 
一方で、頭頸部癌の中でも唾液腺癌は培養が難しく、これまで in vitro や in vivo 研究で使

用可能な癌細胞株はほとんど存在しなかったが、我々が新規に行ったオルガノイド培養法では
唾液腺癌からいくつかのオルガノイド細胞株と PDX 由来オルガノイド細胞株を作成することが
できた。さらに樹立したこれらのオルガノイド細胞株の再現性と有用性を確かめるために、同所
性異種移植、薬剤アッセイ（IC50 の算出）、STR 解析にて作成したオルガノイド細胞株と PDX 由
来オルガノイドが、組織学的・遺伝学的に非常に再現性が高く、薬剤評価などの in vitro、in 
vivo 研究が可能であることが確認された。 
このように新規の培養法によって、これまで基礎研究が進んでいなかった組織型で頭頸部癌

の in vitro、in vivo 研究モデルを作成することができた。この培養方法の確立については、現
在論文投稿中である。今回、同意を得られた研究に適当な手術件数が少なく、7例中 4例でオル
ガノイド培養は可能であったものの、研究継続ができるまで安定したものは 2例であった。また
本研究開始から十分な件数の検体が入るまでに時間を要したために、放射線治療抵抗性等の評
価にまで研究を進めることができなかった。今後も症例数を増やしつつ、放射線治療抵抗性等の
評価も行い、論文投稿にて結果を報告する予定である。(Figure 3) 
 

Figure 1.クラレプレートを用いて頭頸部扁平上皮癌細胞
株(FaDu)＋HUVEC＋hMSC の共培養後，凝集して癌オルガノ
イドを形成している．頭頸部扁平上皮癌細胞(FaDu)は GFP
にて緑色に発光している． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figure 2.免疫不全マウスに移植前の癌オルガノイド(頭
頸部扁平上皮癌細胞株(FaDu)＋HUVEC＋hMSC)の懸濁液． 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figure 3.ヒト唾液腺腺様嚢胞癌 

(a) 原発腫瘍 

(b) PDX 腫瘍 

(c) ヒト原発腫瘍由来のオルガノイド(x100) 

(d) ヒト原発腫瘍由来のオルガノイド(x400) 

(e) PDX 由来オルガノイド(x100) 

(f) PDX 由来オルガノイド(x400) 

(g) PDX 由来オルガノイド＋HUVEC＋hMSC の共培

養直後(0 時間経過) 

(h) PDX 由来オルガノイド＋HUVEC＋hMSC の共培

養から 24 時間経過し，癌オルガノイド形成後 
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