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研究成果の概要（和文）：胃癌や大腸癌ではRTK/KRASシグナルに関連する遺伝子異常が検出される。申請者はこ
れまでRTK/KRAS標的治療としてMEK阻害剤の感受性とその感受性予測マーカーの探索に取り組んできた。細胞株
を用いた実験ではMEK阻害剤の増殖抑制効果と薬剤投与後早期のS6タンパクのリン酸化レベルの変化率が非常に
高い相関を示した。さらに胃癌および大腸癌患者から癌オルガノイドを樹立し、trametinib(MEK阻害剤）の感受
性を調べ、その感受性とS6リン酸化レベルが細胞株と同様高い相関を示すことを明らかとした。また最後にマウ
ス移植モデルでもS6タンパクのリン酸化レベルの変化は検出可能であることを示した。

研究成果の概要（英文）：Gastric cancer (GC) and is characterized by genomic alteration with RTK and 
KRAS signaling pathway, therefore, targeting of the RTK/KRAS downstream pathways could help to 
broaden the applicability of molecular targeted therapy for GC. We established patient-derived GC 
organoid (additionally CRC organoid) to analyze the sensitivities of organoids to MEK inhibitor 
treatment. Furthermore, we showed that the change in pS6 level after MEK inhibition was well 
correlated with responsiveness to trametinib. We proposed predict system with patient-derived 
organoids, the change in pS6 could be a useful biomarker for RTK/KRAS signal targeting therapy.

研究分野：消化器内科

キーワード： バイオマーカー　感受性予測
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研究成果の学術的意義や社会的意義
癌ゲノム時代を迎え、遺伝子異常を標的とした個別化医療が可能となった。しかし遺伝子異常だけでは、分子標
的治療薬の感受性が完全に予測できずより精度の高いバイオマーカーが望まれている。
本研究では癌オルガノイドを用いて薬剤投与早期のタンパク質リン酸化レベルの変化による感受性予測法は、癌
オルガノイドを用いた従来の感受性試験と比べ、少量の検体量でより早期に検出可能であった。またKRASなどの
遺伝子変異だけでは予測不可能な耐性を示す症例も見つけることが可能であった。申請者の示す予測法は遺伝子
異常と組み合わせることで、RTK/KRASシグナル標的治療において、より精度の高い感受性予測法の一助になると
考える。

※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 
胃癌を始めとする消化器癌において患者間での遺伝子異常が多様であることが特徴であ
る。新たな分子標的治療法を確立するためには、精度の高いバイオマーカーの同定とそれに
よる治療前の患者の選別が必要となる。胃癌および大腸癌では RTK（Receptor Tyrosine 
Kinase：ERBB2, MET, EGFR, FGFR2)および その下流の KRAS、BRAFを含む RTK/KRASシ
グナルに関わる因子の異常が高頻度に検出される。この結果は、これらの異常によって引き
起こされる RTK/KRAS シグナルの活性が、癌細胞の増殖や浸潤に重要であることを示唆す
る。これまで、進行胃癌での RTK/KRAS シグナルを標的とした多くの分子標的治療薬の臨
床試験が実施されてきた。しかし基礎研究において高い有効性が認められているにも関わ
らず、実際の臨床試験では有意な結果を残せていない。 
申請者はこれまで、RTK/KRASシグナル標的治療薬の一つであるMEK阻害剤の胃癌にお
ける有効性の検討とバイオマーカーの探索を行ってきた。それらの解析の中で、胃癌にMEK
阻害剤の有効群が存在することを in vitroおよび in vivoで明らかにした。興味深いことに、
MEK 阻害剤への感受性は薬剤投与による S6 タンパク活性
の変化率により判別が可能であることを見出した。これらの
結果は、RTK 増幅および KRAS 変異などの遺伝子異常によ
る予測よりも高い相関を示し、早期（薬剤投与後 6時間）に
検出可能であった（図 1）。これらの結果は、癌細胞に薬剤投
与後に早期引き起こされるタンパク活性変化による判定が
RTK/KRAS シグナル標的治療の精度の高い感受性予測法と
なる可能性を示唆する。 
 
２．研究の目的 
 本研究では患者から樹立した癌オルガノイドを樹立し、RTK/KRAS標的治療薬において、
早期反応性マーカーの同定とその検出法を確立し、精度の高い新規感受性予測法の確立を
目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞株を用いた薬剤感受性試験とマーカー候補の抽出 
 それぞれの細胞株を 4×104に希釈し 96well プレートにまき 24 時間培養する。その後  
段階棄却した抗がん剤/分子標的治療薬を投与し72時間培養。細胞増殖への影響をCellTiter 
96® Aqueous (sigma社)を用いて解析する。感受性株 3株、耐性株 3株を選出し、薬剤投
与前後に細胞株からタンパク回収を行う。ウエスタンブロット法にて感受性株に特異的に
検出される反応を認める因子の抽出を複数個行う。 
 
（２）癌オルガノイドの樹立  
胃癌に加え RTK/KRAS 異常の頻度が高い大腸癌において癌オルガノイドの樹立を行っ
た。詳細は Sato (Gastroenterology, 2011), Kijima (Cell Mol Gastroenterol Hepatol., 2018)
らの方法に従った。用いたサンプルは内視鏡生検または外科的切除検体を用いた。大腸癌オ
ルガノイドのセレクションはWnt を除いた培地によって行った。 

 
（３）癌オルガノイドを用いた薬剤感受性試験 
 トライプル処理および 15µm と 70µm のフィルターに通すことで、サイズを均一にした
（15-70µm サイズの癌オルガノイドを使用）癌オルガノイドに段階希釈した分子標的治療
薬を投与し 5日間培養し細胞増殖への影響を 3D Celltiter Glo（Promega 社）を用いて測
定した。 
 
（４）感受性予測マーカーの検出 
 薬剤投与した癌オルガノイドからタンパクを抽出し、ウエスタンブロット法で目的のタ
ンパク質のリン酸化レベルの検出を行った。また蛍光免疫染色での評価も行った。4%パラ
フォルムアルデヒドでオルガノイドを固定し 0.5%Triton-PBS 透過処理を行った。透過処
理を行ない、蛍光目免疫染色を行った。蛍光顕微鏡で観察を行った。 
 
（５）皮下移植実験 
生体内での感受性予測マーカーの検出を行うため、免疫不全マウス（NSG マウス）への
癌オルガノイド皮下移植を行った。 NSG マウスの皮下へ移植し腫瘍径が 100 ㎝ 3となっ
た時点で、分子標的治療薬を投与し、腫瘍を摘出。免疫染色法にて生体内におけるマーカー
の検出を行った。 
 
 



４．研究成果 
 
（１）細胞株（胃癌・大腸癌）MEK阻害剤感受性と早期反応性マーカーの同定 
胃癌細胞株と同様に、RTK/KRAS シグナルを標的とした治療が有効であると予想される
大腸癌細胞株（RAS変異 BRAF変異を含む）においても、RTK/KRASシグナルを標的とし
た分子標的治療薬の
一 つ の で あ る
Trametinib（MEK阻害
剤）を投与し IC50 を
算出することで感受
性を評価した。我々が
これまで明らかとし
てきた胃癌細胞株の
結果と同様、約半数に
感受性の高い細胞が
含まれ、薬剤投与後の
pS6レベルの変化率と
感受性が高い相関を示した。 
 
（２）癌オルガノイドの樹立 
外科的切除術または内視鏡生検より採取した組織を用いて癌オルガ 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することで癌オルガノイド
を抽出した。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、 正常大腸上皮からの選別を胃・大腸癌オルガノイドをそれぞれ 20、14 ラインの
樹立に成功した（図 3左） 

（３）オルガノイドを用いた薬剤感受性試験 
 正常細胞とのセレクションを培養条件によって行うことが可能であり、かつ比較的安定
した増殖を認めた大腸癌オルガノイドを用いて、まず trametinibを投与を行い感受性試験を
行った。代表的なデータを図 3右に示す。細胞株と同様に約半数の症例（4/10）が高い感受
性を示した。 
 
（４）早期反応性マーカーの検出 
 申請者はこれまで胃癌細胞および大腸癌細胞において、薬剤投与後のタンパク質リン酸
化の変化率が、その薬剤感受性を反映するマーカー候補であると報告してきた。MEK 阻害
剤の反応マーカーとして は MEK 阻害剤を投与した数時間～24 時間後のリン酸化リボソ
ームタンパク質  S6
（pS6）の低下に着目
してきた。今回、癌オ
ルガノイドにおいて
も、感受性の高い症例
においてのみ有意な
pS6レベルの低下をウ
エスタンブロットで
も蛍光免疫染色によ
っても検出すること
ができた。これらの結
果は、実際に薬剤を投
与し増殖アッセイを
行うよりもより少量
の検体量で早期に検
出可能な有能な感受



性予測マーカーとなりうると考える。 
 
 
（５）移植モデルでの検証 
 最後に生体内においてこの早期
反応性マーカーが検出可能か検証
を行った。NSG マウスの皮下に in 
vitro で高い感受性を示した 1 症例
と耐性を示した症例（2 例）の移植
を行い、trametinibを経口投与し 6時
間後に腫瘍を回収し免疫染色にて
pS6の変化を知らべた。感受性の有
無に関わらず ERK の活性は押さえ
られている一方で感受性を示す症
例についてのみ pS6低下を認めた。(図 5)  
 
（６）まとめと今後の展開 
 癌ゲノム時代を迎えそれぞれの症例で検出される遺伝子異常を標的とした個別化医療の
実現が望まれている。当初 RTK/KRAS シグナルの標的治療の 1 つとして MEK 阻害剤に着
目し、RTK/KRASシグナルを活性化させることが知られている RTK,KRAS,BRAFの変異や
ゲノムコピー数異常の症例においては高い効果を示すと予測していたがそれらの遺伝子異
常のみではMEK阻害剤の感受性予測は不可能であった。一方申請者の注目した薬剤投与数
時間の細胞における反応をマーカーとする試みは、その感受性と高い相関を示した。本研究
ではオルガノイド培養技術を導入することで、精度が高いだけではなく、少量の検体で早期
に検出可能な効果予測法の確立が期待される。 
 今後胃癌オルガノイドについて更にMEK阻害剤に加えRTK/KRASシグナル阻害剤とし
てAKT/mTORシグナルやRTK標的治療の感受性予測マーカーの探索に取り組む予定であ
る。 
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