
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）

３２６１２

基盤研究(B)（一般）

2016～2014

胆道・膵臓がん幹細胞のマイクロRNAとエピゲノム異常を標的とした診断・治療戦略

Diagnostic and therapeutic strategies targeting microRNAs and epigenome 
alterations in biliary tract and pancreatic cancer stem cells

９０３６０１１４研究者番号：

齋藤　義正（Saito, Yoshimasa）

慶應義塾大学・薬学部・准教授

研究期間：

２６２９００４９

平成 年 月 日現在２９   ６   ６

円    12,800,000

研究成果の概要（和文）：がん幹細胞は現行の抗腫瘍薬に抵抗性を示し、がんの増殖・浸潤・転移の主な原因と
なっている。本研究の目的は難治がんの代表である胆道・膵臓がんに対し、がん幹細胞を標的とした革新的な治
療法を開発することである。この目的を達成するために、幹細胞の新たな3次元培養法であるオルガノイド培養
技術により、胆道・膵臓がん患者由来のがん組織を用いてオルガノイドを樹立した。樹立した胆道・膵臓がんオ
ルガノイドを用いて遺伝子変異・遺伝子発現解析や薬剤感受性試験などを行うことで、既存の低分子化合物や
miR-34aをはじめとするがん抑制マイクロRNAが胆道・膵臓がんに対する安全かつ効果的な治療薬の候補となるこ
とが示された。

研究成果の概要（英文）：Cancer stem cells are resistant to conventional chemotherapies and 
responsible for cancer initiation, invasive growth, and metastasis formation. The aim of this study 
is to develop a novel therapeutic strategy targeting biliary tract and pancreatic cancer stem cells.
 The newly developed 3D culture system called “organoid culture” allows long-term expansion of 
LGR5 positive stem cells into budding cyst-like structures (organoids) with properties resembling 
those of the original tissues. To reach our goal, we established organoids derived from biliary 
tract cancers and pancreatic cancers. We analyzed gene mutation and gene expression and performed 
drug screening test using these cancer organoids. Here we demonstrated that low molecular compounds 
and tumor suppressor microRNAs including miR-34a are safe and effective therapeutic drug candidates 
against biliary tract and pancreatic cancers.

研究分野： 薬物治療学、消化器病学、分子腫瘍学

キーワード： 胆道がん　膵臓がん　がん幹細胞　オルガノイド培養　マイクロRNA　エピゲノム　個別化治療

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

（1）近年増加傾向を示す胆道がんおよび膵
臓がんは、難治がんの代表であり、5年生存
率は いずれも 20%以下とされている。胆道・
膵臓に発生する腫瘍は解剖学的に診断が困
難な位置に存在するため早期発見が難しく、
病理学的には壁が薄いため上皮に発生した
がんが容易に周辺臓器に浸潤して切除不能
となる症例が多い。また、多くの胆道・膵臓
がんが現行の抗腫瘍薬に抵抗性を示し、化学
療法による根治はほとんど望めないのが現
状である。早期診断に際し有効なバイオマー
カーが存在しないことも大きな問題となっ
ている。このように、胆道・膵臓がんは他の
悪性腫瘍に比べて極めて治療成績・予後が不
良であり、新たな診断・治療戦略の確立が急
務となっている。 
 
（2）がん組織においても幹細胞ヒエラルキ
ーが存在することが示唆されている。すなわ
ち、がん組織が永続的な自己複製能と多分化
能をもつがん幹細胞と、より限定的な増殖能
をもつ分化したがん細胞の heterogeneousな
集団により構成されていると考えられてい
る。分化したがん細胞を抗腫瘍薬で死滅させ
たとしても、自己複製能と多分化能を有する
がん幹細胞が残存していれば、根本的な治療
にはならない。最近の研究により、陰窩底部
に存在する Paneth 細胞に挟まれた Crypt 
Base Columnar(CBC)細胞に細胞表面分子であ
る Lgr5が特異的に発現しており、Lgr5陽性
の CBC細胞が腸管上皮幹細胞であること、そ
して Paneth 細胞が幹細胞ニッシェとして
Wnt3、EGF、Notch ligand などの幹細胞維持
に必須な分子を発現していることが明らか
になった。さらに腸管上皮幹細胞を EGF、
Noggin、R-spondin1 とともにマトリジェル中
で 3次元培養（オルガノイド培養）する技術
が確立された（Sato T et al. Nature 2009, 
Sato T et al. Nature 2011）。 
 
２．研究の目的 
がん幹細胞は自己複製能と多分化能を有し、
現行の抗腫瘍薬に抵抗性を示すため、がんの
増殖・浸潤・転移の主な原因となっている。
本研究の目的は難治がんの代表である胆
道・膵臓がんに対し、がん幹細胞を標的とし
た革新的な診断および治療法を開発するこ
とである。この目的を達成するために、以下
の研究を行う。 
 
（1）胆道・膵臓がん組織の異種移植片
（xenograft）作製と新たな幹細胞の 3次元
培養法であるオルガノイド培養による胆
道・膵臓がん由来がん幹細胞モデルを構築す
る。 
 
（2）がん幹細胞におけるマイクロ RNA発現
およびエピゲノム変化の網羅的解析による
がん幹細胞の分子生物学的特性を解明する。 

（3）特定されたがん幹細胞におけるマイク
ロ RNAおよびエピゲノム変化の異常を標的と
した低侵襲かつ鋭敏なバイオマーカーの確
立および新たな核酸医薬やエピジェネティ
ック治療の基盤となる研究を行う。 
 
３．研究の方法 
（1）胆道・膵臓がん組織からの xenograft
作製 
国立がん研究センター中央病院にて胆道・膵
臓がんの診断で外科手術を受けた患者より、
十分なインフォームド・コンセントのもとに
提供されたがん組織を研究に使用する。胆
道・膵臓がんの手術材料より、病理診断に支
障のない範囲で腫瘍組織を採取し、がん組織
を免疫不全マウスである SCID マウス
（C.B17/Icr-scid（scid/scid））の皮下組織
内に移植する。大きさが 10-15mm 程度になっ
たら、マウスを安楽死させ腫瘍を摘出する。
摘出した腫瘍組織をさらに SCIDマウスに再
移植して継代を行う。3代繰り返しても生着
が確認できる場合、xenograft が樹立できた
とみなす。これにより腫瘍組織からより増殖
能・viability の高いがん細胞のみがセレク
ションされる。連携研究者である金井弥栄は
国立がん研究センター研究所の副所長（バイ
オバンク担当）を務めており、胆道・膵臓が
んの豊富な臨床検体を供与していただくこ
とが可能である。 
 
（2）オルガノイド培養 
胆道・膵臓がん由来の xenograft を無血清下
で EGF、Noggin、R-spondin 1 などの幹細胞
に必須な増殖因子のみを加えた培養液を用
いてマトリジェル中で 3次元培養（オルガノ
イド培養）を行う。これにより、分化したが
ん細胞や間質細胞は死滅し、がん幹細胞のみ
を分離することが出来る。複数のがん組織か
ら幹細胞を樹立し、継代・維持培養を行う。
樹立した胆道・膵臓がん由来のがん幹細胞の
形態や細胞増殖能を解析し、がん組織の病理
組織所見やがん患者の予後などの臨床情報
との相関を解析する。 
 
（3）次世代シーケンサーを用いた DNAメチ
ル化とヒストン修飾の網羅的解析 
胆道・膵臓がん由来の幹細胞を培養・維持し、
エピゲノム変化を網羅的に解析するために、
DNAをバイサルファイト処理し、非メチル化
シトシンをチミンに変換後、次世代シーケン
サーによる DNA メチル化解析を行う。新たな
バイオマーカーや治療標的となり得る胆
道・膵臓がん幹細胞に特異的な DNA メチル化
異常を特定する。ヒストン修飾についてもク
ロマチン免疫沈降（ChIP）後に次世代シーケ
ンス解析を行うことで網羅的に探索する。 
 
（4）マイクロ RNA を含む全遺伝子発現の網
羅的解析 
がん幹細胞におけるマイクロ RNAなどの



non-coding RNAを含む全遺伝子の発現変化を
マイクロアレイによって網羅的に解析し、本
研究で特定されたエピゲノム異常や臨床病
理学的所見との相関を詳細に解析する。以上
から胆道・膵臓がん由来のがん幹細胞におけ
るエピゲノム異常やエピゲノム変化に基づ
く遺伝子発現調節機構の異常を解析し、がん
幹細胞の分子生物学的特性について考察す
る。 
 
（5）特定されたマイクロ RNA およびエピゲ
ノムの異常を標的とした新規治療法の開発 
分離・培養されたがん幹細胞を既存の DNA メ
チル化阻害薬、ヒストン脱アセチル化酵素阻
害薬、ヒストンメチル化酵素阻害薬などによ
って処理後、エピゲノム変化や遺伝子発現プ
ロファイルを解析し、細胞増殖能を検討する。
特定されたがん幹細胞のエピゲノム異常を
制御する低分子化合物を得るために、ハイス
ループットスクリーニングに適するアッセ
イ系を開発する。 
また、胆道・膵臓がん幹細胞において決定的
な役割を果たすマイクロ RNAが特定されるこ
とが予想されるが、それらの異常を是正する
RNA医薬の開発を試みる。RNA 医薬を推進す
る上で最も解決されなければいけない問題
として RNA分子の核酸分解酵素に対する安定
性や細胞膜透過性の向上などがある。マイク
ロ RNAを化学修飾することで核酸分解酵素に
対して安定性や細胞膜透過性の向上などを
目指す。 
 
４．研究成果 
（1）胆道・膵臓がんオルガノイドの樹立 
胆道がんの手術材料より採取したがん組織
を SCIDマウスの皮下組織内に移植すること
で xenograftを作製した。さらに胆道がん由
来の xenograft を無血清下で EGF、Noggin、
R-spondin 1 などの幹細胞に必須な増殖因子
のみを加えた培養液を用いてマトリジェル
中で 3次元培養を行うことで、胆道がんオル
ガノイドを樹立した。複数のオルガノイドを
樹立することに成功したが、がん組織を免疫
不全マウスに移植し、xenograft の腫瘍を形
成するまでに 3 ヶ月程度かかることや、
xenograftを経由することで、元の腫瘍組織
とは異なる遺伝子変異や遺伝子発現が認め
られる可能性が考えられた。そこで以後は
xenograftを経由せずに、胆道・膵臓がんの
手術材料より採取したがん組織を用いて直
接オルガノイド培養を行う方針とした。 
胆道・膵臓腫瘍から採取した組織を用いて、
オルガノイド培養技術によりがん幹細胞を
永続的に培養・維持する培養条件を開発した
（特許出願中）。これまでに国立がん研究セ
ンター中央病院にて診断・治療を受けた胆道
系腫瘍および膵臓腫瘍の患者より、腫瘍組織
および非腫瘍組織を供与していただき、10症
例以上からオルガノイドを樹立した。図１に
示す通り、肝内・肝外胆管がん、胆嚢がん、

膵臓がんを含む豊富な症例からオルガノイ
ドを樹立し、安定的に培養・維持することに
成功している。 

 
（2）遺伝子変異・遺伝子発現解析に基づく
オルガノイド培養条件の検討 
それぞれの症例の病理組織所見および患者
の生命予後、転移の有無、血液データなどの
臨床情報についても詳細な情報を収集し、樹
立したオルガノイドの培養条件や増殖能な
どとの相関を検討した。図 2 は 1 つの胆管が
ん由来の幹細胞がオルガノイドを形成し、増
大していく様子を観察したものである。症例
1 では、症例 2に比べ増殖能が高く、嚢胞状
構造が拡大していく様子が観察された。この
ように、がんにも“個性”があり、幹細胞に
最適な微小環境（幹細胞ニッチ）はそれぞれ
の症例ごとに異なると考えられる。 

 
胆道・膵臓がんにおいては、KRAS、TP53、SMAD4
などが主要なドライバー遺伝子変異として
報告されている。本研究における全エクソン
解析により、それぞれの胆道・膵臓がんオル
ガノイドにおけるドライバー遺伝子変異を
特定した。KRAS および TP53 の遺伝子変異を
認める症例から樹立した胆道がんオルガノ
イドでは、より少ない増殖因子での培養条件
でもより強い増殖活性を認めることを確認
した。これらのドライバー遺伝子変異やエピ
ゲノム変化の結果をもとに、オルガノイド培
養条件の最適化を行った。 
 
（3）樹立した胆道・膵臓がんオルガノイド
を用いた革新的な個別化治療の確立 
樹立した胆道・膵臓がんオルガノイドを用い
て薬剤感受性試験を行った。図 3 に示すよう
に、既存の低分子化合物Ａが膵臓がんオルガ
ノイドの増殖を強力に抑制することを発見
した。 



 
患者由来の腫瘍オルガノイドを用いて、既存
薬ライブラリーによる薬剤感受性スクリー
ニングやドラッグ・リポジショニングを行う
ことで、安全かつ効果的な胆道・膵臓がんに
対する治療薬の候補を特定している。 
マイクロ RNA は元々生体内に存在するため、
内在性の siRNA とも考えられており、従来の
外来性 siRNAなどを用いた遺伝子治療よりも
安全性の点で格段に優れている。さらに 1つ
のマイクロ RNAが複数の標的がん遺伝子を抑
制するため、相乗的抗腫瘍効果が期待できる。 
miR-34aをはじめとする主要ながん抑制マイ
クロ RNAは腫瘍オルガノイドにおいてその発
現が低下していることが想定され、それらを
ドラッグデリバリーシステム（DDS）製剤に
よって特異的に補充することで、副作用の少
ない効果的な治療が開発できると考えられ
る。 

 
図 4は、樹立した肝内胆管がんオルガノイド
に、GFPを含むレンチウイルスベクターによ
り、miR-34aを強制発現させた実験であるが、
miR-34aを強制発現させると、胆管がんオル
ガノイドの増殖が著明に抑制されることを
確認した。 
今後の展望としては、引き続き多くの胆道・
膵臓がん患者由来のオルガノイドを樹立し、
胆道・膵臓がんオルガノイドバンクを構築す
る予定である。それぞれの症例の解剖学的・
組織学的・分子生物学的所見を統合すること
で、個々の患者の特性に合致した最適な核酸
医薬や分子標的治療薬による革新的な個別
化治療が開発されることが期待される（図 5）。 
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