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研究成果の概要（和文）：本研究は、細胞内シグナルであるEGFR-ERK経路に注目し、その時間的ダイナミクスが
癌に与える影響を検討した。10種類の患者由来膵がんオルガノイドにて、包括的なライブイメージングと自動画
像解析による細胞およびオルガノイド認識を行い、がん細胞シグナルの不均一性を定量的に評価した。また、
EGFR-ERKシグナル経路の阻害薬の効果の不均一性を同様に評価したほか、マウスにおける同所性担がんモデルの
生体ライブイメージングを確立した。本研究により、細胞内シグナルの活性化タイミングと薬剤効果の関係が明
らかとなり、将来の新規薬剤の開発や評価、さらには個別化医療の実現に寄与できるものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：This study focused on the temporal dynamics of EGFR-ERK signaling pathway in
 pancreatic cancer development. 10 patient-derived pancreatic cancer organoid lines were 
comprehensively analyzed by wide-area observation and automated image analysis. This revealed the 
heterogeneous signal dynamics in individual organoid lines. We evaluated the heterogeneous effects 
of drugs targeting EGFR-ERK signaling pathway in vitro. In addition, we established an intravital 
imaging model of orthotopically transplanted human pancreatic cancer cells in mice. This study 
reveals the temporal dynamics of intracellular signal, tumor growth and drug efficacy. This will 
pave the way for the development of new drugs and their evaluation for the future achievement of 
personalized medicine.

研究分野：細胞内シグナル

キーワード： ERK　膵がん　揺らぎ　ライブイメージング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、既存のオルガノイドを用いたがん研究のボトルネックとなっていた、（１）患者ごと、オルガノイ
ドごとの不均一性の評価方法、（２）その時間による変化、（３）生体内環境がそれに与える影響、にアプロー
チしたものであり、学術的および臨床的意義の大きい研究であると言える。本手法は、他のがんや再生医学分野
においても応用可能なアプローチであり、今後の波及効果が見込まれる。また、本研究にて得られた患者ごとの
がん不均一性の定量的なデータは、将来の新規薬剤の開発や評価、さらには個別化医療の実現に寄与する実践的
なものであると考えられる。

※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 
 
がんは現代医学の喫緊の課題であるが、中でも膵がんの予後が悪く、10 年生存率は 5%に満たな
い。その治療のため、細胞内シグナルである EGFR-ERK 経路を標的とする抗がん剤が多く開発さ
れているが、なお十分な治療効果が得られているとは言い難い。その背景として、がん細胞が単
一の性質を保った均質な集団ではないこと（がんの不均一性）が盛んに議論されている。がんの
シグナルは細胞ごとに異なり、さらに刻一刻と変化する。そのような複雑さを持つがんに対し、
現在の抗癌剤投与プログラムが対応できていないのが現状である。そこで、本研究では、(ア) 細
胞内シグナルの時間ダイナミクスががん細胞にどのような影響を及ぼすのか、(イ) その時空間
的ダイナミクスを、いかに生体での化学療法プログラムに反映させれば良いのか、を最先端のラ
イブイメージング技術を用いて検討した。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、ヒト膵がん細胞の ERK シグナルダイナミクスをシングルセルレベルで明らかとし、
がんが耐性を獲得するメカニズムを明らかにするとともに、個別化医療の実現に向けた抗がん
剤の新しい治療プログラムを提示することを目的とし、行われたものである。細胞内シグナルで
ある EGFR-ERK 経路に注目し、その時間的ダイナミクスががんに与える影響を明らかにし、その
ダイナミクスを考慮した新規抗がん剤投与プログラムを創出することを目指した。特に、申請者
が過去に明らかにした ERK 活性が持つ時空間的なダイナミクス（参考文献①）に注目し、腫瘍の
増殖過程において、いつ、どこで ERK 活性が重要な意味を持つのかを検討した。 
 
３．研究の方法 
 
ERK シグナル活性をモニターするための手法
として、蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）の原
理を利用したバイオセンサーを用いた（図
１）。10 種類の膵がん患者由来オルガノイド
に、ERK の活性をモニターする FRET 蛍光プロ
ーブを発現させ、その時空間的な変化を観察
した。さらに、当初の研究計画には含まれてい
なかったが、細胞の代謝状態をモニターする
AMP-activated kinase(AMPK)の活性にも注目し、その活性をモニターする FRET 蛍光プローブを
使用し、同様の観察を行った。 
 また、同時に生体マウスにおける ERK 活性をシングルセルレベルで検出するシステムとして、
イメージングウィンドウと呼ばれる器具をマウス膵臓に取り付けることにより、膵臓に担がん
したヒトがん細胞を時系列的に観察する系を確立し、4 種類のヒト膵がんの生体内での挙動を観
察した。 
 さらに、これらの培養およびマウス生体内における腫瘍細胞の画像解析を行うため、自動画像
認識のプログラムやクラスター解析を行うプログラムを作出し、シングルセル、シングルオルガ
ノイドの解析を患者サンプルごとに行った。 
 
４．研究成果 
 
（１） 培養オルガノイドにおける ERK 活性のライブイメージング 
 
ERK 活性をモニターする FRET 蛍光プローブを用いたライブイメージングを行うことにより、オ
ルガノイドの ERK シグナル活性は個々のオルガノイドで大きく異なっていることが明らかにな
った。このような腫瘍細胞の不均一性を正しく評価するためには、目視によって選択されたオル
ガノイドのみを観察する選択的な手法ではなく、非選択かつ網羅的なイメージング手法が必要
であると考えられた。そこで、観察可能な領域に存在する全てのオルガノイドを観察し、得られ
たビッグデータを自動で解析する画像解析プログラムを樹立した。これにより、どのサイズのオ
ルガノイドがいくつ存在するのか、それぞれのオルガノイドの ERK シグナルはどうなっている
のかをヒストグラムとして得ることに成功した。さらに、その統計的データをもとに、数理的な
モデリングを用いた解析を行った。その結果、オルガノイドの成長はあるステージを境として加
速される可能性が示唆された。また、オルガノイドのサイズと ERK 活性の相関を解析した結果、
ERK の活性は比較的初期のオルガノイド増殖に必要であり、一定レベルの増殖の後には ERK 活性
非依存的にオルノイドが増殖する可能性が示唆された。以上の手法によって、ERK 活性の患者ご



との空間マップを取得した（図２）。 

 
（２） 培養オルガノイドにおける AMPK 活性のライブイメージング 
 
同等のアプローチを AMPK 活性をモニターする FRET 蛍光プローブを用いて行った。観察可能な
全てのオルガノイドを観察し、これを画像解析したが、ERK と同等の画像解析プログラムでは、
細胞の分画化が困難であったため、機械学習に基づく画像認識プラグインである Cellpose（参
考文献②）を用い、網羅的解析を行った。ERK 活性の観察と同様、オルガノイドの成長が途中か
ら加速される傾向が認められた。一方で、AMPK 活性との相関と調べたところ、ERK 活性とは対照
的に、オルガノイドの増殖初期では活性が低く、後期において活性が高くなるという結果が得ら
れた。これは、ERK と AMPK の２つのキナーゼが増殖のタイミングごとに協調的に働いているこ
とを示唆するものである。ERK 活性と同様、AMPK に関しても空間分布を得た（図３）。 

 
（３）抗がん剤添加による膵がんオルガノイドの包括的な増殖制御 
 
 増殖シグナル経路である ERK 活性と、オートファジーを制御する AMPK 活性に注目し、それぞ
れの経路を阻害することによる細胞増殖阻害効果を検討した。ERK 活性を特異的に阻害する薬剤
として、MEK 阻害剤（PD0325901）を使用し、オートファジーを抑制する薬剤としてヒドロキシ
クロロキンを用いた検討を行った。また、上記の包括的な画像取得および解析アプローチを用い
ることにより、個々の細胞およびオルガノイドにおけるシグナル抑制効果および細胞増殖抑制
効果を検討した。その結果、同じ膵がんであっても阻害剤の効果には大きな違いがあることが明
らかとなった。たとえば、あるオ
ルガノイド細胞群においては、
80%以上のオルガノイドの増殖が
ヒドロキシクロロキンによって
抑制されたものの、生存したオル
ガノイドにおける増殖は抑制さ
れず、正常オルガノイドと同等の
増殖能が認められた。さらに、本
研究における単一細胞および単
一オルガノイドレベルの解析プ



ラットフォームを活かし、阻害剤処理した細胞群の全体の解析（全細胞）と阻害剤存在下であっ
ても増殖したオルガノイド（耐性オルガノイド）の両面で ERK 活性との相関を検討した。その結
果、全細胞においては ERK 活性阻害による細胞増殖抑制との相関が認められたが、耐性オルガノ
イドにおいてはそれが認められず、耐性を持つオルガノイドが他の細胞群と独立した増殖パタ
ーンを示すことが明らかになった（図４）。 
 
 さらに、同様の解析をオートファジー
阻害剤およびAMPK活性について行った
ところ、AMPK 活性と細胞増殖抑制の間
には相関関係が認められず、全ての患
者由来オルガノイドにて同等の細胞増
殖制御効果が認められた（図５）。これ
らの結果により、ERK 活性と MAPK 活性
は、異なる分子メカニズムにより細胞
増殖を抑制することが示唆された。 
 
（４） 生体マウスにおける ERK 活性のライブイメージング 
 
生体でのヒト膵がん細胞の動態を観察するために、イメージングウィンドウの設計を行い、長
期的に安定して観察ができるものを最適化した（図６）。このイメージングウィンドウを用いる
ことにより、週に３回程度、全体で 4 週間にわたる長期の観察が可能となった。これにより、腫
瘍が時間と共に増殖し、ERK 活性を変化させる
様子が生体かつシングルセルのレベルで可視化
された。さらに、ERK 活性の変化の背景にある生
体微小環境（生体コラーゲン組織、血管）を
Second Harmonic Generationと呼ばれる蛍光特
性および色素によって可視化し、ERK 活性と同
時に観察することに成功した（図６）。ERK 活性
と腫瘍微小環境との相関を解析したところ、一
部の患者由来膵がん細胞においてコラーゲン増
生や腫瘍血管新生と ERK 活性との正の相関が認
められたものの、全ての腫瘍や観察タイミング
における一貫性は認められず、腫瘍微小環境と
腫瘍細胞との相互作用が腫瘍細胞の遺伝学的背
景や時間によってダイナミックに変化すること
が示唆された。 
 
（５） 生体マウスにおける抗がん剤のシングルセルレベル評価 
 
 以上の生体内ライブイメージングシステムを用い、ERK 活性を阻害する PD0325901 の効果をシ
ングルセルレベルで評価した。過去の研究においては、全体としての ERK 活性の阻害が主に評価
されていたが、この実験により、実際にどの細胞にどの程度の阻害効果が得られるのかが定量的
に明らかとなった。一例として、ある
腫瘍において、阻害剤の効果がある細
胞は 83%であったのに対し、残りの
19%の細胞においては阻害剤の効果が
認められない、もしくは ERK 活性の上
昇が認められた。このような ERK 活
性阻害が認められない細胞群は空間
的に一様に分布しており、特定の場所
における局在化は認められなかった
（図７）。 
 
（６） まとめと今後の課題 
 
本研究において、ヒト膵がんの ERK および AMPK シグナルがシングルセル、シングルオルガノ

イドのレベルで非常に多様であることが明らかになったほか、空間的な位置や時間によって、が
ん細胞が依存するシグナル経路が異なることが示唆された。また、生体における ERK 活性のシグ
ナルはさらに不均一性に富み、単一の阻害剤による全ての細胞群の排除は困難であることが示
唆された。本研究の遂行にあたっては、ライブイメージング技術および AIなどを用いた画像解
析技術の貢献が大きく、今後の研究の進展においても重要な役割を果たすものと考えられる。本
研究では、より詳細な時間変化の検出や、他の細胞内シグナルの関与、他の薬剤に対する応答性
など、課題も多く存在するが、今後、イメージング以外の技術との融合や、よりよい蛍光プロー



ブの開発によって、ヒトがん組織に限りなく近い実験モデルにおけるシグナルダイナミクスの
解明が可能になるものと考えられる。 
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