
大分大学・医学部・助教

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）

１７５０１

基盤研究(B)（一般）

2020～2018

胃癌オルガノイドと早期反応性マーカーによる新しい抗癌剤効果予測システムの構築

Prediction of drug efficacy by patients derived tumor organoids (PDOs) and early
 response markers (ERMs)

００４３３０５３研究者番号：

塚本　善之（Tsukamoto, Yoshiyuki）

研究期間：

１８Ｈ０２６３１

年 月 日現在  ３   ６   ９

円    12,900,000

研究成果の概要（和文）：抗癌剤の効果は患者により異なるため、適した抗癌剤を選択する効果予測法の開発が
必須である。我々は抗癌剤処理後に感受性と相関して変動する因子を早期反応性マーカー（ERM:Early Response
 Marker）として提唱してきた。また近年、癌組織の培養技術（癌オルガノイド）が確立されつつある。本研究
は、ERMと癌オルガノイドを組み合わせた新しい効果予測法の構築を目的とした。まず癌オルガノイドを樹立し
て抗癌剤感受性を解析した。そして各抗癌剤についてERMを探索し、in vitro, in vivoで検出できるか検証し
た。本研究より、ERMと癌オルガノイドによる効果予測法の有用性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Prediction of therapy outcome is important to optimize therapeutic strategy 
for individual patients because drug efficacy varies widely among cancer patients. Patient derived 
tumor organoids (PDOs) are three-dimensional (3D) tumor cell cultures from primary tumors. PDOs 
potentially offer great benefits as a preclinical cancer model because they closely recapitulate 
morphological and genetic features in matched original tumor tissue. Furthermore, success rates for 
establishment of PDOs are generally higher than those of traditional 2D cell lines among various 
types of tumors. Previously, we suggested that early response after the drug treatment could predict
 an efficacy of the drug. Based on the data, we proposed diagnostic model using such biomarkers 
(ERM; Early Response Marker) to predict drug efficacies. Here, we aimed to establish the diagnostic 
system by using PDOs in combination with ERM.

研究分野： 分子病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は抗癌剤効果予測法の確立を目指すものであり、癌化学療法適応患者が対象となる。例えば、国内で食
道、胃、大腸、膵癌の化学療法適応患者は年間99,000人である（2016年度厚労省）。抗癌剤効果は患者により異
なる。副作用の低減と高い治療効果のためには適した抗癌剤の選択、すなわち個別化医療が必須である。現行の
がん個別化医療は遺伝子異常を標的とした分子病的薬が使われているため、遺伝子異常を標的としない抗癌剤の
効果予測は困難である（細胞障害性抗癌剤など）。本研究はその課題を解決し、遺伝子異常では効果予測が困難
な抗癌剤の効果予測法確立を目指しており、より多くの癌患者の個別化医療に貢献すると確信する。

※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 

 抗癌剤の効果は個々の患者により異なるため、無用な副作用を避け、高い治療効果を得るた
めには、個々の患者に適した抗癌剤の選択が必須である。患者に適した抗癌剤の選択、すなわ
ち個別化医療のためには、抗癌剤の効果を予測するための診断法の開発が重要である。これま
で個別化医療の診断材料としてはゲノム DNA や遺伝子発現といった生活反応の失われた生体
試料が用いられてきた。これらの試料を元に、遺伝子異常や発現異常が解析され、それに応じ
た分子標的治療薬が患者のために選択されてきた。しかし、このような個別化医療は遺伝子異
常により抗癌剤を選択するため、異常が検出されてもそれを標的とする抗癌剤が無いことが少
なくないことが課題であった。さらに、遺伝子異常を標的としない抗癌剤（細胞障害性抗癌剤
や 2 分子標的阻害剤など）については効果予測が困難であった。 
 癌オルガノイドは患者癌組織の立体培養である（Sato et al, Gastroenterology 2011; van de 
Wetering et al, Cell 2015）。ゲノムプロファイルや細胞形態が患者病変部と類似しており、薬剤
感受性も従来癌研究で使用されてきた細胞株より生体に近いと考えられている。樹立成功率が
高く、樹立までの期間が短い。そのため、癌オルガノイドを患者の分身とし、患者に適した治
療法を組み立てる個別化医療が現実的となってきた。しかし、癌オルガノイドを用いて患者の
抗癌剤感受性を予測するためには解決すべき課題がある。その一つとして、組織採取から効果
判定結果が出るまでの期間である。現在、癌オルガノイドの薬剤感受性試験は細胞生存や代謝
産物（ATP）を指標としており、そのために十分な癌オルガノイドを培養する期間と薬剤感受
性試験の期間、つまり組織採取から効果判定までの期間のために 4-6 週間が必要である。一方
で、我々は抗癌剤処理後に変化するタンパク質リン酸化をバイオマーカー（早期反応性マーカ
ー；Early Response Marker、ERM）として応用し、細胞が死ぬよりも早く感受性を予測できる
ことを実証してきた。この方法だと細胞染色により細胞単位で評価することができるため、必
要な癌オルガノイドを減らし、効果判定までの期間を短縮できると考えた。 
 
 
２．研究の目的 

 本研究は我々が提唱する早期反応性マーカー（ERM）を各抗癌剤について同定し、癌オルガ
ノイドで検出することにより、新しい抗癌剤効果予測システムを構築することを目的とする。
目指すモデルを図 1（下段）に示す。 
患者由来の癌組織から癌オルガノイ
ドを作製し、診断材料とすることを
目指すが、バイオマーカーの検出に
よる診断法を確立することにより、
従来の薬剤感受性試験（図 1 上段）
よりも早い効果予測を狙う。これに
より、現行では困難な遺伝子異常を
標的としない抗癌剤（細胞障害性抗
癌剤や 2 分子標的阻害剤など）の効
果予測も可能にすることで、将来的
に個別化医療の発展に貢献すること
を目指す。 
 
 
３．研究の方法 

（1）癌オルガノイドの樹立 
 胃・食道・大腸癌オルガノイドの樹立は Sato (Gastroenterology, 2011), Kijima (Cell Mol 
Gastroenterol Hepatol., 2018)らの方法に従った。内視鏡生検または外科的切除検体をメスで細
切し、消化酵素（胃癌と大腸癌はディスパーゼとコラゲナーゼ、食道癌はディスパーゼとトリ
プシン）で組織消化を行った。単細胞化された癌細胞をマトリゲルで包埋し、24 ウェルプレー
トへ撒いた。マトリゲル (Corning 社)が固まったのち、オルガノイド培地を添加した。胃・大
腸癌オルガノイド培地は Wnt, R-spondin, Noggin のコンディション培地、B27（ThermoFisher
社）、EGF、TGFβ阻害剤（A83-01）、Nicotinamide、N-acetyl-cystein、Prostagrandin E、
Hepes、GlutaMax（ThermoFisher 社）を含む Advanced DMEM/F12（ThermoFisher 社）を
用いた。食道癌オルガノイド培地は大腸癌オルガノイド培地から Wnt を除いたものを用いた。 
 
（2）薬剤感受性試験 
癌オルガノイドを通常よりも高い密度で 3 日間培養し（0.8-2x104cells/20µl マトリゲル）、形成

図 1. 従来の薬剤感受性試験の方法と早期反応性マーカ
ー（ERM）を使った感受性試験の比較。 



された小さいサイズのオルガノイドを 15µm と 70µm のフィルターに通し、最終的に 15-70µm
サイズの癌オルガノイドを用いた。これらを段階希釈した抗癌剤と 5 日間培養し、細胞増殖へ
の影響を 3D Celltiter Glo（Promega 社）を用いて解析した。 
 
（3）免疫不全マウス（NSG マウス）への癌オルガノイド皮下移植 
 小さいサイズの癌オルガノイドをディスパーゼでマトリゲルから取り出し、6-12x104 個を
200µl のオルガノイド培地で懸濁し、NSG マウス（免疫不全マウス）の皮下へ移植した。腫瘍
径を経時的に測定し、1 グループの平均腫瘍容量が 100cm3 を超えた時点で抗癌剤の投与を開始
し、3 週間投与を続けた。 
 
（4）ウェスタンブロット法 
 癌オルガノイドをディスパーゼで処理し、マトリゲルを除いた。マトリゲルから回収した癌
オルガノイドを RIPA バッファーで懸濁し、通常のウェスタンブロット法で目的のタンパク質
を検出した。ブロッキングには Block Ace (DS ファーマバイオメディカル株式会社)を用い、抗
体の洗浄には 0.05%Tween-PBS を用いた。 
 
（5）オルガノイド免疫染色 
 4%パラフォルムアルデヒドで固定した後、1xPBS で洗浄し、透過処理を行った。透過処理
は 0.5%Triton-PBS で行った。ブロッキングには Block Ace を用い、抗体の洗浄は
0.05%Tween-PBS を用いた。 
 
 
４．研究成果 

（1）癌オルガノイドの樹立 
 手術検体または内視鏡生検より癌オルガ
ノイドを樹立した。胃癌オルガノイドの樹
立については、正常胃上皮粘膜の混入が高
頻度で生じるため顕微鏡下で正常上皮オル
ガノイドと形の異なるオルガノイドを選別
した。食道癌オルガノイドの樹立について
は、我々の使用した食道癌オルガノイド培
地では正常食道上皮の 3 回以上の継代がで
きなかったため、5 回以上継代ができたも
のについてのみ、解析を行った。大腸癌オ
ルガノイドについては、ほぼ全症例で
APC 変異による WNT 経路の活性化が引
き起こされていることが知られているた
め、培地中から WNT を抜くことにより、
正常大腸上皮の混入を抑えた。最終的に、
胃・食道・大腸癌オルガノイドをそれぞ
れ、20・12・14 ライン樹立した。代表的
なオルガノイドを図２に示す。 
 それぞれの癌オルガノイドは癌腫に固有の特徴を持つ。例えば、胃癌の印環細胞癌由来の癌
オルガノイドは電子顕微鏡レベルで粘液の貯留および核の偏在が認められる。食道扁平上皮癌
由来のオルガノイドは、腫瘍組織内の癌胞巣と非常によく似た形態で増殖する。一方で、食道
腺癌由来のオルガノイドは食道扁平上皮癌のような胞巣形成が認められず、管腔形成が認めら
れた。 
 
（2）癌オルガノイドを用いた薬剤感受性試験 
 樹立された胃・食道・大腸癌オルガノイ
ドを用いて薬剤感受性試験を行った。抗癌
剤として、シスプラチン、5-フルオロウラ
シル、ドセタキセル、パクリタキセル、
PI3K/mTOR 阻害剤（PF-04691502）、
MEK 阻害剤（PD325901 および
trametinib）を用いて薬剤感受性試験を行っ
た。代表的なデータとして、シスプラチン
に対する感受性試験の結果を示す（図 3）。
グラフ赤線の癌オルガノイドはシスプラチ
ンへの感受性が高く、それ以外の癌オルガ

図 2. 本研究で樹立された
癌オルガノイド。代表的な
ものを示す 

図 3. 本研究で樹立された癌オルガノイドを用いたシスプラ
チン感受性試験。代謝産物 ATP を指標とした感受性試験。 



ノイドは感受性が低いことがわかる。 
 
（3）早期反応性マーカーの探索（シスプラチンと MEK 阻害剤） 
 我々は癌細胞を抗癌剤で処理した後に、細胞生存に変化が現われる前に変化する細胞内タン
パク質リン酸化や遺伝子発現の変化を効果予測マーカーとして診断応用できる可能性を報告
し、そのような診断マーカーのことを早期反応性マーカー（ERM: Early Response Marker）と
名付けた。シスプラチンに対する ERM 探索のため、我々はシスプラチン高感受性細胞株であ
る TMK1 を用いて、無処理細胞とシスプラチン処理細胞のシグナル伝達経路のリン酸化タンパ
ク質の活性化状態を比較した。細胞株のシスプラチン感受性試験の結果を図 4 に示す。これら
の細胞株の中から、TMK1 を高感受性株として選び出し、Proteome Profiler phospho-kinase 
array (R&D 社)により 43 種類のリン酸化タンパク質についてシスプラチン処理により変化する
か、解析した。その結果、シスプラチン処理により c-Jun リン酸化がもっとも変化することが
わかった（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで、シスプラチン処理後の c-Jun リン酸化が感受性と相関するか、明らかにするため、癌
オルガノイド 15 ラインについてシスプラチン処理後のリン酸化 c-Jun をウェスタンブロット法
にて検出した。その結果、c-Jun 誘導がシスプラチン感受性と相関することがわかった
(pearson’s r=-0.75, p=0.001251)。このように、シスプラチンでの早期反応性マーカーを同定
し、さらに他の抗癌剤の ERM についても探索中、もしくは同定済みである。我々は MEK 阻
害剤の ERM として、MEK 阻害剤処理後のリン酸化リボソームタンパク質 S6（pS6）の低下を
すでに報告したが、癌オルガノイドを使って、この結果を検証し、一部の大腸癌オルガノイド
は MEK 阻害剤への感受性が高く、MEK 阻害後に pS6 の低下が認められることを発見した。
これらの結果は癌オルガノイドと ERM を組み合わせることで抗癌剤への感受性が予測できる
可能性を示唆する。癌オルガノイドを用いて MEK 阻害後の pS6 を検出し、効果予測ができる
ことを研究成果として報告した（Hirashita Y, Tsukamoto T (co-corresponding author) et al, 
Lab Invest 2021）。また、シスプラチン処理後の p-c-Jun を検出することで効果予測ができるこ
とを知的財産として特許出願した (特願 2020-143512)。 
 
（4）免疫染色法による早期反応性マーカーの検出 
 癌オルガノイドは患者からの樹立期間が短く、成功率が細胞株と比較して高いため、患者腫
瘍の抗癌剤感受性を予測するための診断材料として期待されている。しかし現在、癌オルガノ
イドによる薬剤感受性試験は細胞生存や代謝産物（ATP）を指標としており、そのために十分
な癌オルガノイドを培養する期間と試験期間、つまり組織採取から効果判定の期間までに 4-6
週間が必要である。一方で、我々は「ERM を免疫染色法で検出することができれば、少量の
癌オルガノイドでも診断が可能となり、組織採取から効果判定までの期間を短出できる」と考
えた（図 1）。そこで、シスプラチンと MEK 阻害剤について、薬剤処理後に誘導される ERM
が検出できるか、癌オルガノイドの免疫染色法にて検証した。シスプラチン処理後、耐性オル
ガノイドではシスプラチンの ERM（リン酸化 c-Jun の亢進）は認められなかったが、感受性オ
ルガノイドにおいてリン酸化 c-Jun の強い核への集積が認められた (図 6)。 
 MEK 阻害剤処理後、耐性癌オルガノイドでは MEK 阻害剤の ERM（リン酸化 S6 の低下）が
認められなかったが、感受性オルガノイドにおいて pS6 の顕著な低下が認められた。また、図
7 に示されるように、少量の癌オルガノイドにおいても ERM は免疫染色法で検出できること
がわかった。以上の結果より、ERM は少量の癌オルガノイドを診断材料としたときに有用性
の高いバイオマーカーであることが期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4. 細胞株を用いたシスプラチン感受性試験。グラフ赤線
の細胞株がシスプラチン高感受性。 

図 5. 高感受性細胞株（TMK1）でシスプラチ
ン処理後に変化するリン酸化タンパク質。 



 
 
 
 
 
 
 
（5）免疫不全マウスを用いた腫瘍移植モデル 
 我々は癌オルガノイドを免疫不全マウ
スへ移植し、個体内で腫瘍を形成するこ
とにより、生態環境に近い腫瘍モデルが
作製できると考え、樹立した癌オルガノ
イドを免疫不全マウスである NSG マウ
スへ皮下移植した。樹立の成功率は胃・
食道・大腸癌オルガノイドにおいてそれ
ぞれ 3/9(33.3%)、6/10(60%)、
4/7(57.1%)であった。形成される腫瘍の
組織型は癌オルガノイドが由来する原発
巣腫瘍の組織型と類似していた。例え
ば、EC007 は原発巣が高分化型の食道扁
平上皮癌であるが、移植後の組織像も分
化度の高い扁平上皮癌である（図 8
右）。一方で、EC002 は原発巣が中分化
型の食道扁平上皮癌であるが、移植後の
組織像も EC007 より明らかに分化度の
低い扁平上皮癌である（図 8 左）。 
 また、大腸癌オルガノイドにより形成される移植腫
瘍組織は、原発巣と同様に分化型である（図 9 左）。
さらに、我々は腫瘍移植モデルを用いて、抗癌剤の効
果および ERM 変化を解析した。図 9 右に示されるよ
うに、In vitro で高感受性である癌オルガノイド
CCO3 は移植モデルにおいても MEK 阻害剤に対して
感受性が高いことがわかった。さらに、MEK 阻害剤
投与後 6 時間で pS6 の低下が観察され（図 9 左下）、
MEK 阻害剤の ERM が個体レベルでも検出できるこ
とがわかった。以上の結果より、ERM は In vitro だ
けでなく、In vivo の腫瘍においても薬剤感受性が予
測できる可能性が示唆された。 
 
 
まとめ 
 本研究では、我々が提唱する早期反応性マーカーと癌オルガノイドを組み合わせた新しい抗
癌剤効果予測法の開発を目指した。多くの癌オルガノイドは内視鏡的生検で得られた少量の腫
瘍組織から樹立された（10-15mg）。再発や転移により手術不適応となった患者にとっては、内
視鏡などによる検査目的で得られる少量の組織生検が、かろうじて得られる生きた腫瘍組織で
ある。したがって、本研究のように内視鏡的生検で得られた少量の腫瘍組織から癌オルガノイ
ドの樹立を成功させたことは、将来的に多くの患者を対象とした診断法確立へ向けて大きな意
義があるものと考えられる。さらに、我々は独自で提唱する抗癌剤処理後の反応を効果予測の
ためのバイオマーカーとして用いることで効果予測に使用する癌オルガノイドの量を飛躍的に
減らすことに成功した。今後、遺伝子異常では効果予測が困難な抗癌剤（細胞障害性抗癌剤、
2 分子同時阻害剤、など）についてさらに多くの ERM を同定することで、少量の患者組織を
用いた精度の高い効果予測法の確立が期待される。 

図 6. シスプラチン処理および無処理癌オルガ
ノイドのリン酸化 c-Jun(p-c-Jun)染色。シスプ
ラチン処理後、高感受性オルガノイドでは p-
c-Jun の亢進が認められるが、耐性オルガノイ
ドでは検出されない。 

図 7. トラメチニブ処理および Mock 処理癌オルガノイドのリボソー
ムタンパク質 S6 のリン酸化（pS6）染色。緑は pS6、白は核染色。
高感受性オルガノイドでは trametinib 処理後に pS6 の顕著な低下が
認められるが、耐性オルガノイドでは trametinib 処理後も pS6 が維
持されている。 

図 8. 食道癌オルガノイド 2 ライン移植組織像 

図 9. 大腸癌オルガノイド（CCO3）移植。腫瘍形
成された後にトラメチニブ投与 6 時間で組織を回
収し、リン酸化 S6 抗体で免疫染色を行った
（左）。また、トラメチニブの連日経口投与により
腫瘍形成が顕著に抑制されることが分かった。 
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