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研究成果の概要（和文）：消化器癌における術前治療に伴う腫瘍免疫微小環境の変化を評価するために、すでに
取得していた消化器癌scRNAseqデータの中で術前療法を施行した食道癌dataを用いてpreliminaryな評価を行
い、術前治療群での形質細胞の増加、抗体産生能の上昇、CD8陽性Tリンパ球の疲弊化の低下を認めた。現在術前
化学療法を実施した膵癌のpublic公開データを入手しており、食道癌データで得られた知見に注目しながら解析
を進めている。
一方で、ヒト膵癌細胞株・樹状細胞・癌線維芽細胞などを用いた3次元ALIオルガノイドモデルを樹立し、膵癌微
小環境を再現、治療による免疫学的変動を検討している。

研究成果の概要（英文）：To evaluate changes in tumor immune microenvironment with pre-operative 
treatment in gastrointestinal cancers, we analyzed data of esophageal cancer with pre-operative 
chemotherapy obtained on our laboratory. We analyzed these data focusing on the chemotherapy. In the
 group with neo-adjuvant chemotherapy, plasma cells increased and enhanced antibody-secreting. On 
the other hand, CD8+ T cells with neo-adjuvant chemotherapy downregulated the expression of 
dysfunction. We obtained public data of pancreatic cancer with neo-adjuvant chemotherapy and start 
to analyze these data focusing on these new insights of esophageal cancers.
  On the other hand, we succeeded to establish 3D ALI-organoid models using human pancreatic cancer 
cell lines, dendritic cells and cancer-associated fibroblasts.

研究分野： 医歯薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膵癌は早期発見が困難であり、様々な治療に対し抵抗性を示す最も予後不良な癌腫である。これまでの膵癌の研
究の多くは治療耐性株などの癌細胞のみを対象にしたものが多かったが、本研究はヒト切除サンプルを用いて癌
細胞のみならず、免疫細胞などを対象にシングルセル解析を行うことで、単一細胞レベルでの術前治療に伴う
様々な免疫細胞の機能的不均一性の変動解析を行うことができた。さらにALIオルガノイドモデルという腫瘍免
疫微小環境を3次元的に再現した新たなモデルの樹立に成功した。今後このモデルを用いた治療実験などを行う
ことにより、化学療法の感受性や耐性獲得などの治療抵抗性に関する詳細な理解が期待される。

※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 
膵癌は早期発見が困難であり、様々な治療に対し抵抗性を示す最も予後不良な癌腫であるが、こ
のような抵抗性の獲得には免疫細胞を含む腫瘍周囲微小環境を構成する細胞群と癌細胞との相
互作用が大きく関与している。抗癌剤などによる治療の早期には腫瘍の壊死や腫瘍抗原が放出
され抗腫瘍免疫が賦活化されるが、治療継続により慢性的な抗原曝露に伴い免疫細胞の
exhaustion が再度引き起こされ治療抵抗性を獲得している可能性があると考えられている。こ
れまでの膵癌の研究の多くは治療耐性株などの癌細胞のみを対象にしたものが多く、腫瘍免疫
と治療抵抗性との関連を検討した報告はこれまでにない。 
 
２．研究の目的 
抗がん剤治療や放射線治療、癌免疫治療を施行した自然発癌マウス由来膵癌組織から免疫系を
構築した ALI オルガノイドモデルを樹立し、腫瘍免疫を含めた治療応答機序および抵抗性獲得
に関わる機能的な細胞集団や微小環境変化を新たに同定し、さらにその細胞集団の機能的特徴
を解明することで新規標的治療を開発するために本研究は開始された。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 既に採取済であるヒト切除検体の scRNAseq 解析データを用いて術前治療奏功性 / 抵抗性
に関わる癌免疫微小環境因子の検索 
既に作成している消化器癌のシングルセル発現解析（scRNAseq）データライブラリー（70 サン
プル以上）を用いて、術前治療奏功群と抵抗群における癌免疫微小環境の差違を解析し、治療抵
抗性に関わる機能的細胞集団や相互作用を抽出した。 
 
 
(2) 抗癌治療後の膵癌自然発癌マウスを使用した ALI オルガノイドモデルの樹立 
膵癌自然発癌モデル(LSL-KrasG12D/+;LSL-Trp53R172H/+;PdxCre: KPC)マウスの使用が困難とな
ったため、マウス由来の膵癌細胞の移植モデルで、抗がん剤治療や免疫チェックポイント阻害薬
を用いた癌免疫治療を施行し、治療早期から、その後抵抗性を獲得し再増殖する治療後期まで多
段階的に膵癌組織を採取し、各種細胞を培養した。また、腫瘍局所免疫系を構築した気相-液相
界面（air-liquid interface: ALI）オルガノイドを樹立した。。 
 
 
(3) ALI オルガノイドモデルを用いた治療耐性獲得に関わる因子の in vitro での検証 
1.で明らかにした治療耐性に関わっていると考えられる要素を標的とした治療比較実験を行う
ために、上記で確立した ALI オルガノイドモデルを用いて、特に樹状細胞とがん細胞、癌関連線
維芽細胞に着目してその細胞間相互作用を検討した。今後、さらに癌免疫微小環境の改変による
tumor-killing response の差違を評価する。 
 
 
(4) 3.で確認した治療耐性に関わる癌免疫微小環境因子を阻害する薬剤を併用した in vivo 
治療実験および効果判定 
KPC マウスを用いて in vitro で治療耐性克服を確認した因子（オートファジーなど）を制御し
得る薬剤を併用し、癌免疫微小環境改変による治療抵抗性改善へ寄与するかどうかを検討した。
さらに、シングルセル発現解析によって control 群との比較解析を行い、腫瘍免疫の変動を評価
した。 
 
 
４．研究成果 
①術前治療サンプルを用いたシングルセル解析と膵癌の public 公開データの解析 
消化器癌における術前治療に伴う腫瘍免疫微小環境因子の変動を評価するために、すでに作成
していたヒト切除検体のシングルセル解析データを用いて評価を開始した。当研究室では、食道
癌・胃癌・大腸癌などの多様な消化器癌に対するシングルセル解析を行っているが、本邦で術前
化学療法を施行することが多い食道扁平上皮癌に特に注目して解析を行った。正常部 7例・癌部
10 例（術前化学療法施行群 5例、未施行群 5例）を含めた 17検体を対象に解析した。検出され
た細胞を merge し、各細胞種における代表的なマーカー遺伝子の発現レベルに着目してクラス
タリングを行うと、T リンパ球・B リンパ球・骨髄球系細胞などの主要な免疫細胞が同定され、
特に Tリンパ球が最も多く認められた。また、正常部と比較し、腫瘍部で Tリンパ球が多い傾向
を認めた。さらに、術前治療の有無に着目して解析を行ったところ、術前治療施行群では形質細
胞が増加し、抗体産生能も有意に上昇していた。一方、CD8 陽性 Tリンパ球では術前治療施行群



で疲弊化関連遺伝子が低下していた。これらの解析から、術前治療に伴う腫瘍免疫微小環境の変
化を単一細胞レベルでとらえることができた。現在、術前化学療法を実施した膵癌の public デ
ータを入手しており、食道癌データで得られた知見に注目しながら解析を開始している。 
 

 
 
 

 
 
②ALI オルガノイドモデルの樹立 
まず、ALI オルガノイドモデルの樹立のため、すでに当研究室で使用しているヒト膵癌細胞株を
用いたモデルの樹立を開始した。抗腫瘍免疫において重要な役割をもつ樹状細胞と、腫瘍免疫微
小環境の間質成分として重要な癌線維芽細胞を用いて 3 次元で再構成された ALI オルガノイド
モデルを樹立することができた。今後は他の免疫細胞も含めた ALI オルガノイドモデルの作成
や、①で得られた解析結果をふまえ、薬剤投与実験などをこのオルガノイドモデルで行うことで
より詳細な解析を進めていく方針である。 
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