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研究成果の概要（和文）：本研究では胃オルガノイドの安定した樹立法の確立と応用に取り組んだ。胃癌手術検
体104症例より正常胃およびEBウイルス関連胃癌を含む胃癌オルガノイドの樹立を行なった。ヌードマウスの皮
下にオルガノイ ドを移植しxenograftを樹立し組織像が手術検体の組織と類似した形態を保持している事が確認
できin vivo胃癌モデルとして適切であること が証明された。今後薬剤スクリーニングのためにオルガノイドを
用いる際には細胞レベルのみならずin vivoの検証にも用いることが可能となり胃癌の薬効評価に用いていきた
い。

研究成果の概要（英文）：We have established a novel method for establishing gastric organoid. 
Gastric organoids were established  from 104 gastric cancer cases. By combining a normal organoid 
and gene editing or Helicobacter pylori or Epstein-Barr virus infection, the model can be used for 
studying early neoplastic stages. Furthermore, as the organoid model recapitulates the primary 
tissue status, the GC organoid model can be used to screen drugs to guide patient treatment and to 
accelerate anti-cancer drug development. 

研究分野： 実験病理学

キーワード： 胃癌　オルガノイド　EBウイルス関連胃癌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
胃癌は日本人に多い癌であり胃癌制圧の為の基礎研究が急務である。これまでに多くの胃癌ゲノムデータが蓄積
されているものの胃上皮培養法の欠如により胃発癌を端的に解析することが困難であり胃発癌分子機構は未解明
であった。本研究では新たな胃培養モデルであるオルガノイドモデルの樹立に成功しEBV胃癌モデル構築を試み
た。本モデルはEBV胃癌以外の胃疾患研究についても応用が可能であり今後広い分野に渡り胃研究の基盤モデル
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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1)Epstein-Barr (EB)ウイルスはバーキットリンパ腫培養細胞中から発見され、最初のヒト腫瘍
ウイルスとして注目された。EB ウイルス関連胃癌(EBV 胃癌)は胃癌全体の約 10%を占める。
2014 年に発表された The Cancer Genome Atlas (TCGA)プロジェクトによる胃癌ゲノムの網羅
的解析ではEBV胃癌が胃癌の4つのサブタイプのうちの1つに分類されることが報告されEBV
胃癌が分子レベルで他の胃癌グループとは異なる独特のカテゴリーを構成していることが明ら
かとなった(Nature 2014;513:202-209)。 
 
(2)EBV 胃癌における EB ウイルスの役割を理解するためには正常胃上皮細胞へ EB ウイルスを
感染させる必要がある。しかしこれまでにヒト成人由来の正常胃上皮細胞株は樹立されていな
い。そこで本研究課題では近年確立された胃オルガノイド(Gastroenterology 2015; 148:126-
136)を樹立する。オルガノイド培養法は胃から分離した腺管をディッシュ内で長期間三次元培
養する手法であり元の胃上皮の構造や遺伝子発現を保ったまま維持可能な点が画期的である。 
 
２．研究の目的 
(1)ヒト腫瘍ウイルス研究は，ヒト細胞での適当なモデルがなく、動物モデルも欠くため発癌，
進展機構解明が阻まれてきた。このため本研究では iPS 細胞技術、オルガノイド培養、ゲノム編
集といった先端研究手法を応用することによりブレイクスルーとなるモデルを作成し EBV 胃癌
の新たな発癌・進展機構を解明することを目的とした。これらの手法は EBV 胃癌のみならず他の
疾患研究にも応用が可能である。 
 
(2) 本研究で開発した細胞株、オルガノイド、PDX (Patient-derived xenograft)モデルを利用
し EBV 胃癌の予防と治療を目指した臨床応用へ向けた基盤作りを行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) EBV 胃癌モデル実験系の構築（オルガノイド、PDX システム） 
EBV 胃癌の研究材料として EBV 胃癌手術検体および ESD 検体からオルガノイド樹立を試みた。樹
立した EBV 胃癌オルガノイドを SCID マウス皮下へ移植した。 
 
(2)胃オルガノイド培養法（樹立・保存）の確立  
胃オルガノイド培養法として手術検体から迅速に樹立したもの他、一晩４度で保存した検体か
ら樹立を行なった。またオルガノイド樹立時に頻繁に生じたカビの混入をできるだけ防ぐため
のプロトコルを作成した。また樹立したオルガノイドの形態や病理学的検討のためパラフィン
ブロック作製のプロトコルを確立した。市販の細胞保存液を比較検討し凍結保存後の生着率が
高い保存液を決定した。凍結検体から培養を開始する際のプロトコルを決定した。手術検体とオ
ルガノイドのゲノム DNA を用い、固形がんでよく変異のみられる 15遺伝子について次世代シー
ケンスで比較解析した。 
 
(3)胃オルガノイドへの EBV 感染、遺伝子導入 
(2)で確立した手法を用いて胃オルガノイドへ EB ウイルス感染を行なった。方法としては組み
換え EB ウイルス液 を培地中に添加する実験およびマイクロインジェクション法を用いた。ま
たエレクトロポレーション法及びレンチウイルスを用いオルガノイドへの遺伝子導入を行なっ
た。 
 
４．研究成果 
(1)EBV 胃癌オルガノイドと PDX モデルの樹立 
EBV 胃癌４症例（手術検体３症例、ESD 検体１症例）から胃癌オルガノイドの樹立を行なった。
樹立後１日後に生着が確認できたが１例はカビの混入により培養を停止し、２例は樹立１週間
後に増殖が認められなかった。１例は 10 日間培養時の凍結ストックとパラフィンブロックを作
製した。また 46 日間培養を続けた後 SCID マウスの皮下へ移植した。移植後４週で腫瘍の生着
は確認できていないが引き続き観察を続ける。 
 
(2)胃オルガノイド培養法（樹立・保存）の確立 
胃オルガノイドの樹立に関しては培地の改良を重ね、オルガノイド樹立の成功率がほぼ 100%と
なる方法を確立した。樹立の際に問題となったカビの混入についてはプリモシンを用いること
で混入を抑制させることができた。胃オルガノイドは継代のタイミングを最適化し７ヶ月の長
期培養に成功した。一方で胃癌オルガノイドの樹立に関しては樹立の成功率が 76.3%と改良の余
地があり今後も引き続き最適化に取り組む。また、樹立の際に可能な限り検体採取後迅速に細胞
回収を行なうことで成功率を上げることができるが、検体採取 1 日後においても樹立が可能な
保存法を見出した。 
またオルガノイドの保存法も確立し、凍結保存後のオルガノイドについてもほぼ 100%に近い生
存率を達成することができた。 
 



 
(3)胃オルガノイド樹立 
研究期間全体で胃癌 104 症例より胃オルガノイドの樹立を行なった。樹立した胃癌オルガノイ
ドの中で増殖率の高い検体についてはヌードマウスの皮下にオルガノイドを移植し PDX の樹立
を行なった（図参照）。樹立した PDX の組織像が手術検体の組織と類似した形態を保持している
事が確認でき in vivo 胃癌モデルとして適切であることが証明された。今後薬剤スクリーニン
グのためにオルガノイドを用いる際には細胞レベルのみならず in vivo の検証にも用いること
が可能となり胃癌の薬効評価に用いていきたい。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4)胃オルガノイドへの EBウイルス感染、遺伝子導入 
Akata システム(J Virol 1998; 72: 4371-4378)を用いてヒト胃上皮オルガノイドへ組み換え EB
ウイルスを cell-to- cell で感染実験を行なった。また組み換え EBV のウイルス液を cell free の
系でオルガノイドへ感染実験を行なった。さらにマイクロインジェクション法を用いて顕微鏡
観察下でオルガノイドへの EBV 感染実験を行なった。いずれの検討においても EB ウイルス遺
伝子の発言が確認できず、感染成立には至らなかった。今後引き続き条件検討を重ね感染成立を
目指したい。他方遺伝子導入についてはエレクトロポレーション法及びレンチウイルスによる
導入で 50%程度の導入が確認でき、今後引き続き遺伝子導入やゲノム編集を行い EBV 関連胃癌の
発癌・進展に関与する遺伝子の同定を行う予定である。 
 

(図）オルガノイドを用いた胃癌モデルの構築 

A 胃癌切除検体からのオルガノイドおよび

xenograft 樹立の流れ。胃組織を分散後マトリ

ゲルに包埋しWNT3A等様々な因子を含む培養液

で培養しオルガノイドを樹立した。胃癌オルガ

ノイドを免疫不全マウスの皮下移植し

xenograft を樹立した。 

 

B オルガノイドの形態。ディッシュで培養中の

オルガノイドは集塊を形成する(2)。オルガノ

イド培養(3)および xenograft(4)では手術検体

(1)の組織像と同様の小型腺管や癒合腺構造が

形成されていることが観察された。 
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