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研究成果の概要（和文）：本研究は膵癌の治療抵抗性を解明するためにPDXモデルやヒト膵癌オルガノイドを作
成し腫瘍内の多彩な細胞集団を再現すること、さらにそれらに対しシングルセル解析を行うことで腫瘍内不均一
性の詳細な評価を行うために開始された。
　PDXモデルに関して、ヒト膵癌モデルは6例、ヒト食道癌モデルは4例の作製に成功した。さらに二次移植に関
して、前者は4例、後者は3例で可能であった。またヒト膵癌オルガノイドに関しても安定した樹立手技を確立し
た。シングルセル解析の導入のため、食道癌検体を使用したシングルセル解析を行った。Tリンパ球などの免疫
細胞をはじめとした詳細な細胞種へ分類することができた。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the therapeutic resistance with pancreatic cancer, we started 
to generate PDX models and organoids and to perform single-cell transcriptome analysis.
 Firstly, we have generated 6 PDX models with pancreatic cancers and 4 PDX models with esophageal 
cancers. Moreover, we produced secondary transplantation PDX models, such as 4 cases with pancreatic
 cancer and 3 cased with esophageal cancer. We have established a stable technique for human 
pancreatic cancer organoids. Additionally, to introduce single-cell transcriptome analysis, we 
analyzed with esophageal cancers preliminarily. We classified into detailed cell types including 
immune cells.

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
膵癌は難治性固形腫瘍の代表疾患であるが治療抵抗性に関する細胞集団などの機能など未だ不明な点が多い。ま
た従来の手法で樹立された癌細胞株は本来のヒト原発巣の不均一性を完全には保持できていない。本研究で膵癌
のPDXモデル・オルガノイドモデルの樹立が可能となったことで原発巣の腫瘍微小環境の不均一性をより詳細に
再現することができ、さらに他の癌腫でも広く本手法の応用が可能である。さらにシングルセル解析の手法を確
立したことにより、我々が樹立したヒト膵癌PDXモデルを用いた単一細胞レベルでの腫瘍微小環境の不均一性を
解析することができ、化学療法の感受性や耐性獲得などの治療抵抗性の解析が可能となると考えられる。

※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 
 膵癌は予後が極めて不良な固形腫瘍であるが、その理由として腫瘍微小環境内の様々な細胞
集団の不均一性が治療抵抗性に寄与していることが報告されている。膵癌の治療抵抗性、特に抗
癌剤耐性や再発・転移に強く関わる細胞集団の解明やその機能的な特性を評価する必要がある
が、これまで使用されてきた癌細胞株はヒトの原発巣の特徴を完全には保持できておらず、腫瘍
微小環境の相同性を維持した腫瘍モデルの構築が必要である。また、これまでの癌の抵抗性に関
する研究は、一つの腫瘍組織単位での評価、いわゆる Bulkでの解析がほとんどであったが、近
年シングルセル解析という単一細胞レベルでの網羅的な遺伝子発現解析を行う画期的な手法が
開発され、腫瘍微小環境内の不均一性の解明が進んでいる。 
 
 
２．研究の目的 
 今回、患者腫瘍組織移植 (patient-derived xenograft: PDX)モデルや膵癌オルガノイドモデル
を作製することでヒト原発巣の腫瘍微小環境の不均一性を再現する。さらに、それらに対しシン
グルセル解析を用いて単一細胞レベルでの多様な細胞集団の機能的解析を行うことで癌の治療
抵抗性に関わる機能的な細胞集団を解明し新たな治療戦略を解明するために本研究は開始され
た。 
 
 
３．研究の方法 
 ①ヒト悪性腫瘍 PDX モデルライブラリーの作製 
 外科的切除した新鮮な腫瘍組織を小切片に切離し、超免疫不全マウスへ皮下移植する。移植腫
瘍が生着・増大した所で腫瘍を単細胞へと懸濁しフローサイトメトリーで上皮系マーカーであ
る CK19 とヒト白血球抗原 (HLA)を発現するヒト由来の癌細胞集団であることを確認する。 
 
 
 ②ヒト膵癌オルガノイドの作製 
 膵癌オルガノイドと呼ばれる、患者膵癌の遺伝情報や表現型を保持した３次元生体外モデル
に関して、ヒト膵癌切除検体を使用し作成する。 
 
 
 ③シングルセル解析の導入 
 シングルセル解析は対象検体を単一細胞化したのちに drop-seq 技術を用いた網羅的な発現解
析を行う技術であり、各細胞の機能的な遺伝子発現の違いを元にシングルセル解析専用の R パ
ッケージを用いて評価を行う。まずシングルセル解析の導入として、食道癌サンプルを使用し各
細胞種への分類を検討した。 
 
 
４．研究成果 
 ①ヒト悪性腫瘍 PDX モデルライブラリーの作製 
 これまで、外科切除したヒト膵癌組織を使用し、超免疫不全マウスへの皮下移植を行ったとこ
ろ、６例の膵癌患者より採取した腫瘍組織片を用いた PDX モデルの樹立が完了した。さらに、二
次移植を行ったところ、４例の二次移植が可能であった。一方、消化管癌として食道癌に対して
も同様の PDX モデル作製を検討した。膵癌と同様の手法を用いて、４例の食道癌患者の PDX モデ
ルが樹立でき、さらに３例の二次移植が可能であった。以上により PDX モデル作製に関するプロ
トコール・手法が確立できた。 
 
 
 ②ヒト膵癌オルガノイドの作製 
 ヒト膵癌切除組織を使用したオルガノイドモデルも１０例程度樹立することができた。様々
な病理組織学的分化度での樹立が可能であった。 
 
 
 ③シングルセル解析の導入 
 シングルセル解析の導入のために、preliminary な解析として食道癌サンプルを使用した解析
を行った。それぞれの細胞に特徴的な遺伝子発現を網羅的に解析し subpopulation へと分類し
たところ、Tリンパ球・Bリンパ球・骨髄球系細胞といった免疫細胞のほかに、線維芽細胞・血
管内皮細胞・肥満細胞などの詳細な細胞種へクラスター分類できた。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（まとめ） 
ヒト膵癌・食道癌 PDX モデルの樹立に成功し、PDX モデル作製に関するプロトコール・手法を確
立した。またヒト膵癌オルガノイドの作製を行った。シングルセル解析を用いて、腫瘍組織内の
様々な細胞種へのクラスター分類の手法を獲得した。 
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