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研究成果の概要（和文）：手術不能膵がん患者の予後改善のためには、既存の化学療法の改良と新規治療の開発
が重要な位置を占める。近年の培養技術の進歩により正常および癌細胞の3次元培養が可能となり、従来の2次元
培養細胞株や成功率の低い手術検体Xenograftを代替可能な研究材料として注目を集めている。手術不能膵癌症
例では得られる検体が微量のため、培養が困難と考えられたが、オルガノイド培養により大量に増幅することが
可能であり、得られた細胞を用いて病理学的評価や遺伝子・タンパク発現解析、薬剤の感受性試験も可能であ
り、免疫不全マウスにおいては皮下腫瘍の形成が可能であった。今後はオルガノイドの品質評価を深め、臨床へ
の応用をめざす。

研究成果の概要（英文）：Improvement of existing chemotherapy and development of new treatments are 
important for improving the prognosis of patients with inoperable pancreatic cancer. Recent advances
 in culture technology have enabled three-dimensional culture of normal and cancer cells, and are 
attracting attention as research materials that can replace conventional two-dimensional culture 
cell lines and Xenograft from surgical specimens with low success rates. It was thought that culture
 was difficult, because of the small amount of samples obtained in inoperable pancreatic cancer 
cases, but it is possible to amplify a large amount of biopsy-derived micro-samples by organoid 
culture, whicih enabled pathological evaluation, gene / protein expression analysis, and drug 
sensitivity test. Subcutaneous tumors can be formed in immunodeficient mice. In the future, we will 
further evaluate the quality of organoid and aim for its clinical application.

研究分野： gastroenterology
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膵癌は約6割は切除不能の段階で発見され化学療法が治療の選択肢となるが、膵癌における薬剤の選択肢は限ら
れている。遺伝子パネル検査が保険適応となり今後は遺伝子解析により選択肢が増えていく可能性はあるが、切
除不能膵癌では得られる検体は微量の生検検体に限られており、様々な遺伝子解析に十分な量とはいえない。オ
ルガノイド培養法は生体内に近い3次元の環境で細胞を培養し、細胞を増幅しエピゲノムを含めた様々な解析が
可能となる他、新規薬剤を含めたスクリーニング的な薬剤感受性試験も行うことが可能であり、その意義は大き
い。
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１． 研究開始当初の背景 
 
手術不能膵がん症例の予後改善のためには、「既存の化学療法の改良」と「新規治療の開発」
の2つの選択肢がある。近年の培養技術の進歩により正常および癌細胞の3次元培養が可能となり、従来
の2次元培養細胞株や成功率の低い手術検体 Xenograftを代替可能な研究材料として注目を集め
ている。 
 
２． 研究の目的 

 
申請者らは正常細胞の 3次元培養および in vitro での癌化誘導で実績を有する（Onuma et al, 
PNAS, 2013）ため、その技術的優位性を生かして、ヒト膵がん生検由来微量検体をオルガノイ
ド培養により大量に増幅する基盤技術をまず確立する。その上で、得られた膵癌オルガノイド
を用いて、(1)既存の化学療法への効果予測、 (2)新規治療法の有効性評価や治療標的の探索な
ど膵癌の橋渡し研究を強力に推進することを本研究の目的とする。 
 
３． 研究の方法 

 
申請者らはすでに正常細胞から遺伝子導入により誘導した膵癌皮下腫瘍や膵癌モデルマウス
（PDX1-Cre;KrasLSL -G12D/+;TGFBR2f/f）由来の膵癌（図 2）からの 3 次元培養オルガノイド
の生成には充分な経験があるが、いずれ も充分量の腫瘍を用いた場合である。ヒト微小量の検
体の場合に安定的にオルガノイド培養が可能かは慎重な検 討が必要であり、事前にマウスモデ
ル由来の腫瘍を用いて針生検検体を調整し、同様に培養可能となるように条件の最適化を行う
（図 2）。具体的には、細胞密度と細胞分散の程度が正常細胞でも腫瘍細胞でも上皮由来の初 代
培養には非常に重要なパラメーターであり、慎重に検討を行う。また、EUS-FNA からは腸管や
膵臓の正常細胞、血球細胞、間質細胞等の混入も予想されるが、申請者らの培養法には血清を
使用しないため間質細胞は短期間で死滅し、また膵癌の大多数の細胞は Kras 変異陽性であるこ
とが 予想されるが、Kras 活性化細胞は EGF 非存在下でも増殖可能なため、非腫瘍上皮細胞は
やはり短期間に死滅して 除去されることをこれまでのマウス腫瘍での検討で確認しており、ヒ
ト膵癌の検体においても同様に 1週間程度で腫瘍細胞のみに純化されると見込んでいる。培養
条件が確定した場合、ヒト検体へも応用し、生検検体に対して個別にオルガノイド培養を行い、
凍結ストックを作成する。 
化学療法の有効性が膵癌患者の個体レベルと細胞レベルで一致するかは、個別化医療の展開を
考える上で極めて 重要な点と言える。感受性試験のアッセイ法に関しては複数の条件が選択可
能である。一般的に 2次元培養では感受性が高く 検出され 3次元培養では低く検出されるとさ
れるが、オルガノイドがマトリゲルの上に接着しているか中に埋め込まれているかでも当然感
受性は変化する上に、in vivo では薬剤の到達度や間質の増生の程度なども影響する ことが予
想される。そのため、最初の 10 例程度に関しては条件を網羅的に試みて、実際の患者での効果
との比較検討を行う。 最終的には相関性とアッセイの簡便性を総合的に勘案して感受性試験の
標準法を決定する。また、PDX を作成し腫瘍原性を確認する。 
 
４． 研究成果 

 
手術不能膵がん症例の予後改善のためには、「既存の化学療法の改良」と「新規治療の開発」が
過大であり、膵癌オルガノイドを用いて、既存の化学療法への効果 予測、新規治療法の有効性
評価や治療標的の探索など膵癌の橋渡し研究を強力に推進することを本研究の目的とし、本研
究を開始した。EUS-FNA にて採取した生 検検体に対して個別にオルガノイド培養を行い膵がん
生検由来微量検体をオルガノイド培養により大量に増幅することが可能であった。年間症例数
は、対象症例 の同意が得られず年間 10-20 例ほどにとどまった。また、EUS-FNA からは腸管や
膵臓の正常細胞、血球細胞、間質細胞等の混入も予想されたが、血清を使用しない ため間質細
胞はほとんどが死滅し、癌細胞優位な状態で培養することが可能であった。得られた細胞から
は、80%の確率で PDX の作成が可能であり、生検検体由来細胞のみならず、皮下腫瘍からも再度
細胞を採取し、薬剤感受性試験を始めとした各種解析が可能であった。皮下腫瘍を形成した細
胞に関しては、異型腺管を形成し、膵癌として矛盾しない腫瘍を認めていた。遺伝子解析では
KRAS の変異を認めており、検体中の kras 変異は、皮下腫瘍を形成させることで、変異を有す
る細 胞の割合は上昇しており、腫瘍のみが形成されていることが示された。 ただし、培養自
体の成功率は 20%程度にとどまったため、検体の採取経路を生検だけでなく胆汁検体などの余
剰検体も用いて行うことで、膵癌の症例数を増やすことに努めた。 薬剤感受性試験に関しては、
臨床に用いている抗がん剤を使用し、実際の患者での効果との比較検討を行った。薬剤感受性
に関しては、臨床経過との相関がみられており、実験系の成功率を上げるという課題は残され
るが、将来的には得られた細胞を用いることで、非侵襲的にドラッグスクリーニングも可能と
考えられた。 
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