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研究成果の概要（和文）：個々の患者から樹立した癌オルガノイドは、抗癌剤感受性を予測する重要なツールと
なりうる。我々は胆汁由来の胆管癌オルガノイドの樹立を試みた。本研究期間中に68症例の胆管癌患者から胆汁
を採取して、うち60症例でオルガノイド樹立に成功した。遺伝子解析の結果、15%の症例でKRAS 変異を、55%で
TP53変異を認めた。樹立したオルガノイドは癌オルガノイドに加えて正常胆管上皮由来のオルガノイドを含んで
いることが示唆されたため、癌オルガノイドを濃縮する方法を探索した。その結果、培養の継代や免疫不全マウ
スへの移植に加えて、TP53変異を有する症例についてはMDM2阻害剤の添加が有用であることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Patient-derived tumor organoids have considerable potential as an in vitro 
diagnostic tool for drug susceptibility testing. We investigated whether bile collected for 
diagnostic purposes could be a potential source for the establishment of biliary cancer organoids. 
Among 68 cases of biliary cancer, we successfully generated 60 bile-derived organoids (BDOs) from 
individual patients. They also harbored mutations in KRAS and TP53 at frequencies of 15% and 55%, 
respectively. To enrich the cancer organoids by removing contaminated noncancerous components of 
BDOs, we attempted to verify the effectiveness of 3 different procedures, including repeat passage, 
xenografting, and selection with an MDM2 inhibitor for TP53 mutation-harboring BDOs. By monitoring 
the sequence and expression of mutated TP53, we found that all these procedures successfully 
enriched the cancer organoids. 

研究分野： 人体病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
診断目的で採取した胆汁を用いて胆管癌オルガノイドを樹立する方法は、従来の生検組織や手術検体から樹立す
る方法に比べて、非侵襲的であり、手術不能な進行癌症例にも適用される。また、同一患者から経時的に癌オル
ガノイドを樹立することができるため、癌の進展に伴う悪性形質の変化やその原因となるドライバー遺伝子の検
索に有用である。今後、抗癌剤や分子標的治療薬の感受性を予測するための体外診断ツールとして臨床応用さ
れ、胆管癌患者の治療成績の改善に寄与することを期待する。

※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 
胆管癌は予後不良な癌の一つで、5 年生存率は 20％程度に留まる。その理由として、 
 早期に浸潤癌に進展するため、根治切除術の適応になる症例が少ないこと 
 既存の抗癌剤が奏功する症例が少ないこと 
が挙げられる。したがって、胆管癌の治療成績や予後を改善するためには早期診断法の確立に加
えて、抗癌剤耐性化の分子メカニズムを明らかにすることが重要である。 
これまで私たちは、膵癌が進展する際に Dual-specificity phosphatase 4 (DUSP4)の欠失に伴う MAP
キナーゼパスウェイの活性化が重要であることを報告した（Cancer Res. 2016）。これに基づき
MAP キナーゼパスウェイを標的とした治療の有効性を検証したが、膵癌細胞は早期に治療抵抗
性を示す結果となった。そこで治療抵抗性に関与する分子を探索したところ Clusterin (CLU)が同
定された。CLU は治療によって発現誘導される癌細胞の生存能を増強していること、さらに、
CLU の発現抑制により治療効果が回復することを見出した（Cancer Sci. 2023）。 
CLU は抗アポトーシス活性を有するストレス関連分子シャペロンである。平常時には発現は低
レベルに抑えられているが、ストレスを受けると発現が増強して細胞死からの回避に寄与する。
膵癌治療に用いられるゲムシタビン（GEM）
やシスプラチン（CDDP）の投与時にも発現が
亢進することが報告されている。私たちはこ
れらの知見を踏まえ、GEM/CDDP が標準治療
となっている胆管癌においてもその治療抵抗
性に CLU が関与しているという仮説を立て、
右図のような新規併用療法の確立を目標とし
て本研究を企画した。既に予備実験で、胆管
癌切除検体では CLU の発現が亢進している
こと、胆管癌細胞株でも CLU の発現が亢進し
ていることを確認している。 
 
２．研究の目的 
「なぜ GEM/CDDP 治療は胆管癌に効かないのか？」この問いに対する答えとしてこれまでいく
つかの研究成果が報告されているが、未だ臨床応用に至ったものはない。私たちは本研究で、膵
癌研究で見出した治療抵抗性関連分子 CLU が胆管癌においても発現・機能していることを確認
して、その発現状況、機能的意義、治療応用性について検証する。 
具体的な目的は以下の 3 点である。 
(1) ヒト胆管癌における CLU の発現レベルと臨床病理学的因子との相関を解析する。 
(2)  胆管癌細胞における CLU の機能を明らかにして標的治療の可能性を検討する。 
(3)  CLU 標的治療の動物実験モデルを確立してその有効性を検証する。 
 
３． 研究の方法 
(1) 胆管癌組織・細胞株における CLU 発現レベルの解析 
① ヒト胆管癌組織における CLU 発現レベルを免
疫組織化学で確認する。既に当大学附属病院で胆管
癌切除術を施行された 34 例の組織ブロックを用い
た CLU の免疫組織化学を施行済みである。CLU は、
正常胆管上皮ではごく弱い発現レベルであったの
に対し（右図黒矢印）、胆管癌上皮では腺管上皮の内
腔側表層に強く発現していた（右図黒矢頭）。今後、
CLU 発現レベルと、臨床病理学的因子および術後化
学療法の有効性との相関について検討する。 
②  胆管癌細胞株 7 株（および陽性対照として膵癌細胞株 PANC-1）について CLU の発現をリ
アルタイム PCR 法（下左図）および Western blot 法（下右図）で確認している。 
 

 
 



CLU 発現膵癌細胞株である PANC1 と比較すると、半数以上の胆管癌細胞株で高レベルの CLU 
mRNA およびタンパクの発現を認めた。今後、細胞株数を増やして、CLU の発現レベルとドラ
イバー遺伝子（TP53 や PTEN, KRAS, BRAF, SMAD4, PIK3CA など）の変異や発現異常との関連
性を調べる。 
 
(2)  CLU 発現の機能的意義の解明と標的治療法の確立 
[CLU の機能解析]  胆管癌細胞株を用いて CLU の治療抵抗性への関与を検証する。 
①  CLU 高発現細胞株に対して siRNA を用いたノックダウン法で CLU 発現を抑制して、増殖
能（MTS 法）や浸潤能（Boyden chamber 法）、生存能（アポトーシス解析）、細胞周期（FACS 解
析）への影響を調べる。 
②  CLU 低発現細胞株にレンチウイルスベクターを用いた遺伝子導入で一過性に CLU 発現レ
ベルを亢進させ、細胞形質への影響を検証する。 
③  GEM/CDDP の添加による CLU 発現誘導の程度と、発現誘導された CLU をノックダウンに
することによる GEM/CDDP の薬効性の変動についても検討する。 
[CLU 標的治療]  ヒト胆管癌細胞移植モデルを用いて CLU 標的治療法の有効性を検証する。 
①  CLU shRNA 配列を pTRIPZ ベクター (Thermo Fisher)に挿入して、ドキシサイクリン誘導下
で CLU shRNA を発現するプラスミドを構築する。これを胆管癌細胞株に導入して、ドキシサイ
クリン誘導性に CLU の発現が低下する細胞株を樹立する。 
②  この細胞株を免疫不全マウスに移植する。細胞が生着して腫瘍を形成した後に、ドキシサイ
クリンを投与して、CLU 発現低下に伴う腫瘍の大きさ、転移巣形成、生存期間の変化などを観
察する。 
③  この移植モデルを用いて、GEM/CDDP 治療と CLU 発現低下の併用による抗腫瘍効果を検
証する。 
 
４．研究成果 
まず胆管癌細胞株 7 株のうち CLU を高発現している 1 細胞株について、siRNA を用いて CLU
の発現レベルを抑制し細胞形質への影響を調べた。その結果、CLU の発現抑制は胆管癌細胞の
増殖・浸潤・生存能に有意な変化をもたらさないことがわかった。また、GEM や CDDP に対す
る感受性も変動しなかった。さらに CLU 低発現細胞株 1 株にレンチウイルスを用いて CLU を
一過性発現しても細胞形質に変化はなかった。以上の結果から、胆管癌における CLU 発現の意
義を手持ちの 7 細胞株で検証するのは難しいと考えた。 
そこで、新たな胆管癌の組織培養系を樹立するため、本学倫理委員会の承認を得た後に、胆管癌
のオルガノイド培養を開始した。本研究期間中に 68 症例の胆管癌患者から胆汁を採取して、胆
汁由来胆管癌オルガノイドの樹立を試みた。うち 60 症例でオルガノイド樹立に成功した（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
8 例の不成功例はいずれも胆管にステントが留置された症例であり、胆管炎合併に伴う細菌のコ
ンタミネーションが原因であった。成功例のうち 40 例については樹立したオルガノイドを免疫
不全マウスに移植して腫瘍形成能と浸潤・転移能、癌悪液質の有無等について調べたところ、16
例の胆汁由来オルガノイドにおいて移植したマウスで腫瘤形成を認めた（下左図）。うち 5 例で
は病理学的解析により明らかな胆管癌であることが確認できた（下右図）。 

 
また、移植前後のオルガノイドからゲノム DNA を抽出して、いくつかのがん関連遺伝子につい
てターゲットシークエンスを施行した。Kras 遺伝子や TP53 遺伝子の検索から、移植後のオルガ
ノイドではそれらの遺伝子の機能的変異を有する癌細胞の割合が顕著に増えていることを確認
した。この結果は、胆汁由来オルガノイドには癌および正常胆管上皮由来のオルガノイドが混在
することを示している。われわれは癌オルガノイドを濃縮する方法として、免疫不全マウスへの
移植や、長期の継代培養、あるいは p53 変異を有する症例については MDM2 阻害剤の添加が有
用であることを示した（Lab. Invest. 2023）。 
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