
国際医療福祉大学・医学部・主任教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２２０６

基盤研究(C)（一般）

2023～2018

膵癌組織由来オルガノイド培養系のゲノム医療への応用

Utilization of organoid culture system for pancreatic cancer genome analysis

２０３０６６８２研究者番号：

樋口　肇（Higuchi, Hajime）

研究期間：

１８Ｋ０７９１８

年 月 日現在  ６   ６ ２３

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：膵癌は間質が豊富で腫瘍DNA検体を採取することが困難である。本研究では、膵癌ク
リニカルシーケンス検査のための検体採取法を検討した。癌組織由来のオルガノイド培養系を確立したが、クリ
ニカルシーケンスにおける有用性は未だ確立できなかった。一方、超音波内視鏡下組織採取法（EUS-TA）により
採取した組織検体を用いてクリニカルシーケンス検査を行い、19ゲージ穿刺針を用いて採取したEUS-TA検体にお
ける全エキソーム解析は5例中5例（100%）で成功した。
今後、EUS-TAによる組織採取の効率を高め、全エキソーム解析あるいは全ゲノム解析に使用可能な良質なＤＮＡ
検体を採取する方法を確立する必要がある。

研究成果の概要（英文）：Clinical sequence is expected to pancreatic cancer precision medicine.  We 
investigated the technology to obtain pancreatic cancer DNA for clinical sequencing.  Although we 
developed an organoid culture system derived from pancreatic cancer tissue, its usefulness in 
clinical sequencing has not yet been established.  In contrast, we found a endoscopic 
ultrasonography-guided tissue acquisition (EUS-TA) with 19 gauge needle effectively obtained tissue 
samples.  Whole exome sequencing was succeeded in 100% of the 5 cases tested.  In the future, it is 
necessary to improve the efficiency of tissue collection using EUS-TA and establish a method to 
collect high-quality DNA samples that can be used for whole exome analysis or whole genome analysis.

研究分野： clinical oncology

キーワード： 膵癌　オルガノイド　EUS-TA　クリニカルシーケンス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、治療困難かつ予後不良な悪性腫瘍である膵癌に対するprecision medicineの精度向上のための基礎的
検討である。KRASがドライバー遺伝子として大部分を占める膵癌においては、現時点ではクリニカルシーケンス
の意義は大きくはない。しかしながら、新規薬剤（抗KRAS薬を含む）の開発に伴い、感受性因子あるいは抵抗性
因子の探索や併存するドライバー変異の探索など、将来的に重要性が増すと考えられる。

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

膵癌に対する薬物療法の成績は近年改善傾向である。一方で、これらの治療に対して
不耐・不応となる例も多く、切除不能進行膵癌の治療成績はいまだ不良である。大腸癌
に対して効果をあげている抗 VEGF 薬あるいは抗 EGFR 薬、あるいは胃癌に対して効果を
あげている抗 HER2 薬は、膵癌に対しては有効性が証明されずそれらの治療薬開発の多
くは現時点では失敗に終わっている。さらに、多くの癌種において有効性が期待されて
いる免疫チェックポイント阻害剤（抗 PD-1 薬、抗 PD-L1 薬、抗 CTLA-4 薬）も、膵癌に
対する有効性は証明されておらず、有効性予測のためのバイオマーカ開発などが重大な
課題として残っている。このような状況下において、膵癌に対してもゲノム遺伝子解析
に基づく治療薬選択という治療戦略が検討され始めており、Precision Medicine とし
て大きな期待を集めている。しかし、膵癌に対するゲノム医療において、ゲノム遺伝子
解析のための検体調整法や治療標的分子の同定・選択、選ばれた治療標的分子に対する
治療薬の効果ならびに作用機序など、多くの課題が残されている。 
膵癌は間質が豊富な腫瘍であり、がん遺伝子パネル検査をはじめとするがんゲノム解析

検査において、検体中の腫瘍細胞含有率が低いことが問題となり、少ない検体から効率よく
ゲノム DNA を採取する技術の開発が望まれている。多くの膵癌症例は初診時より切除不能
と診断され、超音波内視鏡下組織採取法（EUS-TA）により組織診断が行われる。そのため、
手術検体に比べて得られる DNA 量が少ない EUS-TA 検体を用いた検体をゲノム NA 解析
に用いることが可能であるかという点も、重要な問題である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、膵癌ゲノム遺伝子解析における検体採取において、初代オルガノイド培養系が応

用可能であるか、オルガノイド培養系を用いた薬剤感受性検査が抗腫瘍効果予測に有用である
かを検討することを、当初の目的とした。また、超音波内視鏡下穿刺法により採取された組織
検体を用いた遺伝子パネル検査ならびに全エキソーム解析検査が可能であるかを検討する
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 オルガノイド培養系は、膵癌組織をコラゲナーゼ処理後、collagen enriched-Matrigel
へ包埋し、無血清、bFGF 20 ng/ml、EGF 20 ng/ml、HGF 5 ng/ml、R-spondin-1 500 
ng/ml、BSA 1.8%、Wnt3A 100 ng/ml を基本条件として培養を行った。得られたオルガ
ノイドを用いた薬剤感受性評価の検討は、細胞内 ATP 測定アッセイ（Cell titer-Glo 
assay）を用いた。 
 
４．研究成果 
 膵癌組織を用いたオルガノイド培養系を確
立し、得られたオルガノイドを用いてＡＴＰ測
定アッセイを用いた薬剤感受性評価を行う実
験系を確立した（図１A, B）。キナーゼ阻害剤で
ある Dasatinib は、膵癌由来オルガノイド
（PAX260 および PAX339）対して用量依存性に
用量依存性の細胞障害性を示し、それらをCell 
titer-Glo assay により定量的に評価する
ことが可能であった。 

また、得られたオルガノイドよりＤＮＡを抽
出し、遺伝子解析に供した。しかしながら本検
討における初期の解析により、ＥＵＳ－ＴＡに
より得られた少量の検体を用いた全ゲノム解析
において、オルガノイド培養系を経由すること
なく良好なエキソームシーケンス結果が得られ
た。2019 年 4 月より 2023 年 3 月までに、EUS-TA
により得られた組織を用いて遺伝子検査を試み
た 11 症例を対象に解析を行ったところ、全エキ
ソーム解析を試みた 6症例においは、6例（100%）
で解析に成功した。また、その他の５症例におい
ては遺伝子パネル検査を試みたが、胃癌術後の
ため EUS による穿刺経路が確保できなかった 1
例を除いて、全例解析に成功した。 
 解析により得られた遺伝子異常は、KRAS、 



 
TP53、SMAD4、CDKN2A のほかに、APC、ARHGEF10、SMAD2、KLF6、CDK6、RAD50/51、MAP3K1、ARID1B、
PIK3R1、PRDM1、MGMT、NRG1、GATA3、ZNF3、MSH2、MSH6、ARID1A、BRCA2、CHEK2、FANCE、FANL、
CDX2 などを含む多彩な遺伝子にわたり、その多くは少数例にみられるコピー数変化（増幅ある
いは減弱）であった（図２）。 
 膵癌組織において、遺伝子パネル検査のみならず全エキソームシーケンス検査を行うことが
可能であり、超音波内視鏡下生検により採取された少量の組織検体においても解析成功率は高
く、実施可能であることが明らかになった。膵癌組織由来オルガノイド培養技術は、ゲノム DNA
解析にも応用可能と考えられるものの、培養に要する期間や経費の問題、また培養に伴う付加的
遺伝子変異などの問題もあり、今後一層の検討が望まれる。 
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図２ 膵癌における遺伝子異常の頻度
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