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研究成果の概要（和文）：子宮頸部扁平上皮癌2例、腺扁平上皮癌3例、小細胞癌1例でオルガノイド培養の樹立
に成功した。この中で難治性の希少癌であるHPV18型陽性小細胞癌を対象に、治療標的候補の探索のため全エク
ソーム解析(WES)とRNA-seq解析を実施した。WES解析からはKRAS p.G12Dの病的変異を同定した。また、RNA-seq
解析の結果、HPV18ゲノムは8番染色体（8q24.21）に組み込まれており、その下流のMYC遺伝子の高発現を伴うこ
とを確認した。KRAS変異とMYC高発現を治療標的とし、オルガノイド培養を用いて薬剤感受性試験を行ったとこ
ろ、KRAＳ経路阻害剤のトラメチニブで高い抗腫瘍効果を認めた。

研究成果の概要（英文）：We have established organoid cultures in one case of squamous cell carcinoma
 of the cervix, three cases of adenosquamous carcinoma, and one case of small cell carcinoma. We 
performed whole exome sequencing (WES) and RNA-sequencing analysis of HPV18-positive small cell 
carcinoma, a rare and refractory cancer, to search for potential therapeutic targets. WES analysis 
identified a pathogenic variant in KRAS p.G12D. RNA-seq analysis also confirmed that the HPV18 
genome was integrated into chromosome 8 (8q24.21), accompanied by high expression of the downstream 
MYC gene. Drug sensitivity testing using organoid cultures with the KRAS mutation and high MYC 
expression as therapeutic targets showed high antitumor efficacy with trametinib, a KRAS pathway 
inhibitor.

研究分野： 婦人科腫瘍
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
子宮頸癌の中で胃型腺癌や小細胞癌は希少癌でかつ難治性癌であり、その治療法の確立は喫緊の課題であった。
本研究では、子宮頸部小細胞癌のゲノム解析、トランスクリプトーム解析から治療標的の絞り込みを行い、さら
にオルガノイド培養を用いることで薬剤感受性試験を行うことができた。治療標的の同定と患者由来モデルを用
いた薬剤感受性試験の一連の流れの確立は今後のがん医療における個別化療法の基盤となっていくことが期待さ
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 

子宮頸部扁平上皮癌は子宮頸癌全体の約 70%を占め、ほぼ全てが HPV 感染に由来すると考えら

れている。子宮頸癌の組織型の中で約 25%は腺癌であり、腺癌は扁平上皮癌に比べて治療抵抗性

で予後不良である。子宮頸部腺癌は HPV 由来の癌と HPV 非関連癌に分けられる。特に HPV 非

関連癌の胃型腺癌は子宮頸癌の中では約 5%と頻度は高くないが、進行がんで見つかることが多

く、治療抵抗性で予後不良である。また希少組織型の中では、HPV 関連の小細胞癌も予後不良

の癌であり早期診断や治療法の確立が課題となっている。 

希少かつ難治癌の治療法の確立には、一般的にその発癌機序の解明と患者検体を用いた患者由

来モデルの樹立が重要となる。患者検体を用いた患者由来モデルについては、近年オルガノイド

培養が普及し、生体内での腫瘍の特性を維持した状態で薬剤感受性試験を行うことが可能とな

ってきた。胃型腺癌や小細胞癌などの子宮頸部の希少組織型においても、オルガノイド培養を行

うことで事前に各薬剤の効果を検討することが可能となる。ゲノム解析やトランスクリプトー

ム解析により推定される発癌機序に即した薬剤の治療効果検討が難治性希少癌治療においてブ

レークスルーとなる可能性がある。 

 

２．研究の目的 

本研究は、難治性子宮頸癌の治療法の探索と最適化を目的として、患者由来子宮頸癌検体のオル

ガノイド培養を樹立し、プレシジョンメディシンのワークフロー構築を目指した。特に発癌機序

が解明されていない子宮頸部胃型腺癌や子宮頸部小細胞癌の治療法の開発を目指した。 

 

３．研究の方法 

３－１．子宮頸癌オルガノイド培養の樹立 

東京大学医学部附属病院で手術を行った子宮頸癌患者 18 症例を対象にオルガノイド培養を行っ

た。オルガノイド培養は Modified MBOC 法（Maru, Cancers, 2020）を用いて行った。 

内訳は子宮頸部腺癌 5 例、扁平上皮 5 例、腺扁平上皮癌 3 例、小細胞癌 3 例、胃型腺癌 2 例であ

った。 

 

３－２．子宮頸部小細胞癌オルガノイド培養を用いた Precision medicine ワークフローの構築 

・オルガノイド培養のプロファイリング： 

オルガノイド培養の樹立に成功した子宮頸部小細胞癌オルガノイドをもとに検討を行った。ま

ず組織像の確認のため、ヘマトキシリンエオジン(HE)染色と、PAS 染色、小細胞癌マーカーの

CD56, シナプトフィジン(SYP)、クロモグラニン A(CHGA)で組織免疫染色を行った。 

・オルガノイド培養のゲノム解析： 

樹立したオルガノイドと子宮頸癌腫瘍を基に、全エクソン解析を行い、共通する体細胞変異の同

定と、治療標的となる変異情報の抽出を行った。 

・オルガノイド培養のトランスクリプトーム解析： 

子宮頸がんの発癌には、HPV ゲノムのヒトゲノムへの組み込みが重要である。HPV ゲノムの組

み込みは HPV 由来のがん遺伝子である E6・E7 の恒常的発現の他、組み込み部位周辺のがん遺

伝子の発現上昇につながることが知られている。このため樹立したオルガノイド培養と子宮頸

癌腫瘍を基に、RNA-sequence 解析を行い、HPV 発現パターンの確認と HPV-ヒトキメラ RNA を



検出することで HPV インテグレーション部位の同定を行った。さらに HPV インテグレーショ

ン部位周囲のがん遺伝子発現を定量化した。 

・オルガノイド培養に基づく薬剤感受性試験 

ゲノム解析とトランスクリプトーム解析から治療標的となる候補遺伝子を選定し、樹立したオ

ルガノイド培養を用いて薬剤感受性試験を行った。 

・マウスゼノグラフトモデルの作成と薬剤感受性試験 

オルガノイドをマウスに移植し皮下腫瘍モデルを作成した。オルガノイド培養を用いた薬剤感

受性試験で効果を有した薬剤を投与し、腫瘍形成に及ぼす影響を検討した。 

 

４．研究成果 

４－１．子宮頸癌オルガノイド培養の樹立 

オルガノイド培養を試みた 18 検体のうち、3 継代以上の樹立をおこなえたのは 6 例であった。

その内訳は、扁平上皮癌が 2 例、腺扁平上皮癌が 3 例、小細胞癌が 1 例であった。胃型腺癌はオ

ルガノイド培養の樹立にはいたらなかった。このため、本研究では増殖効率の最もよい、HPV18

型 陽 性 小 細 胞 癌 オ ル ガ ノ イ ド ( 下 図 *) に つ い て 以 下 の 実 験 を 行 っ た 。

 
 

４－２．子宮頸部小細胞癌オルガノイド培養を用いた Precision medicine ワークフローの構築 

・オルガノイド培養のプロファイリング： 

HE 染色による病理学的評価を行ったところ、樹立した小細胞癌オルガノイドは腺腔構造を形成

し、細胞内粘液貯留も伴い腺癌構造を呈する細胞集塊を認めた。免疫組織学的検討を行ったとこ

ろ、小細胞癌オルガノイドは初め CD56、SYP,CHGA といった小細胞癌マーカーの発現を認めた

が、継代を重ねると PAS 染色陽性の腺癌成分が主となった。 

・オルガノイド培養のゲノム解析： 

全エクソン解析の結果、原発腫瘍では 22 個の体細胞変

異を、オルガノイドでは 29 個の体細胞変異を認めた。こ

の中で 19 個の体細胞変異は原発腫瘍とオルガノイドで

共通していた。治療標的となる体細胞変異としは KRAS

の病的変異(KRAS p.G12D)を認めた(右図*)。また、コピー

数解析の結果、5 番染色体 (5p12-15.33)と 8 番染色体

(8q24.1-24.23)にコピー数増加を認めた。 

・オルガノイド培養のトランスクリプトーム解析： 

樹立した小細胞癌オルガノイドの RNA-sequence 解析によりウイルス・ヒトキメラＲＮＡ解析を

行った。その結果、HPV18 ゲノムは 8 番染色体（8q24.21）に組み込まれていることがわかった。

また、組み込み部位の下流にはがん遺伝子である MYC が位置しており、小細胞癌オルガノイド

での MYC の発現上昇を確認した。 

・オルガノイド培養に基づく薬剤感受性試験 

ゲノム解析からは KRAS 変異がトランスクリプトーム解析からは MYC 発現上昇が治療候補と

して抽出された。KRAS を標的とした治療法としては KRAS の下流に位置する MEK 阻害剤のト



ラメチニブを、MYC 阻害剤としては MYCi975

を用いた。樹立したオルガノイド培養を用いて

薬剤感受性試験を行った結果、KRAS を標的と

したトラメチニブは IC50：6.8 nM と非常に強い

抗腫瘍効果を有した(右図*)。一方、MYC 阻害剤

の MYCi975 では、IC50：3.7 μM であった。 

 

・マウスゼノグラフトモデルの作成と薬剤感受性試験 

樹立した小細胞癌オルガノイドをもとにマウス

ゼノグラフとモデルを作成した。オルガノイド

を用いた薬剤感受性試験の結果、トラメチニブ

の効果が期待できたため、マウスモデルを用い

て薬剤感受性試験を行った。その結果、トラメチ

ニブ投与群ではコントロール群に比べて有意な

腫瘍増殖抑制効果を認めた（ログランク検定、

p=0.001、右図*）。 

 

*小細胞癌オルガノイドの図の出典：Kusakabe M, Cancer Med, in press doi: 10.1002/cam4.5588 
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