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研究成果の概要（和文）：本研究では、膵癌細胞-間質相互作用を明らかにすることを目的にin vivoでの空間的
オミックス解析を行った。さらに、臨床検体からプライマリ細胞を樹立し、樹立したプライマリ細胞に対するシ
ングルセルレベルの網羅的遺伝子発現解析を実施した。これらのデータを統合的したインフォマティックス解析
を実施することで転写因子ネットワークや細胞間相互作用に関わるリガンド-レセプター解析、細胞内シグナル
ネットワーク解析を実施し、膵癌細胞-間質相互作用に関与すると考えられる転写因子ネットワークの同定と複
数の膵癌細胞-間質相互作用の候補分子の同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we performed in vivo spatial omics analysis for the purpose 
of clarifying pancreatic cancer cell-stromal interactions. Furthermore, primary cells were 
established from clinical specimens, and a single-cell level comprehensive gene expression analysis 
was performed on the established primary cells. By conducting informatics analysis that integrates 
these data, we carried out ligand-receptor analysis and intracellular signal network analysis 
related to transcription factor networks and cell-cell interactions. We succeeded in identifying a 
possible transcription factor network and candidate molecules for multiple pancreatic cancer 
cell-interstitial interactions.

研究分野： 腫瘍細胞生物学、幹細胞生物学

キーワード： オルガノイド　癌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膵癌は極めて予後の悪い難治癌であり、本邦では肝癌を抜いて第4位となっており、2030年までには第２位とな
るとの予測もあるなど、予後の改善に向けた開発が社会的要求が高いといえる。本研究では膵癌の進展に必須と
考えられる膵癌細胞と間質の間におこる相互作用に関与すると考えられる転写因子ネットワークの同定と複数の
膵癌細胞-間質相互作用の候補分子の同定に成功した。今後これらの分子を標的とした機能解析と創薬開発によ
り、膵癌の予後改善に貢献する可能性が期待される。

※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、罹患者数と死亡者数がほぼ同数であり、5年生存率が 8-10%と極めて予後不良の難治
癌である。さらに、膵癌は増加傾向が続いており、本邦では肝癌を抜いて第 4位となっており、
2030年までには第２位となるとの予測もあるなど、予後の改善に向けた開発に対する社会的要
求が高いといえる。 
では、なぜこれまで優れた抗癌剤が開発されていないのか？膵癌は豊富な間質を有する癌で
あり、間質が癌の進展および予後に深く関与することが明らかとなっている。しかしながら、創
薬開発において間質を含む培養法が無く、膵癌の薬剤応答を正確に再現する評価が不可能であ
ったことに起因すると考えられる。一方、近年、間質のみを標的とした治療はむしろ膵癌を増悪
させることが明らかとなってきている。そのため、膵癌の治療は単に間質を標的とするのではな
く、膵癌細胞-間質相互作用をその成り立ちから、進展・薬剤耐性能の獲得・転移能に獲得に至
るまでの過程を理解し、それを制御することが重要であると考えられる。したがって、膵癌細胞
-間質相互作用を解析し、検証するためには、膵癌微小環境を再現可能な in vitro 培養系が必須
である。 
 
 
２．研究の目的 
我々は、これまでに間質を伴う正常組織の人為的再構成法（Nature, 2013, Nature 2017）を

基盤とし、日本人膵癌患者より分離したプライマリ膵癌細胞を用いて、膵癌微小環境を再現可能
なヒトプライマリ膵癌オルガノイド作製法を開発した。ヒトプライマリ膵癌オルガノイドは in 
vitro および in vivo において高い抗
癌剤耐性を示すことから、膵癌患者
の高い治療抵抗性を再現するための
手法を確立したと言える(図１)。 
より具体的には膵癌オルガノイド
から再構成されたゼノグラフトの組
織内では、膵癌検体で見られる間質
量と近似した組織が再現されてい
た。そこで、作製した膵癌オルガノイ
ドに対する抗がん剤の薬剤感受性を
検討したところ、従来の二次元培養
あるいは癌細胞単独の 3 次元培養系
と比べて高い抵抗性を示すことを見
出した。また、膵癌オルガノイドを移
植した免疫不全マウスにおいても薬
剤感受性が大きく低下したことか
ら、豊富な間質を有する膵癌オルガ
ノイドは生体に近似した薬剤感受性
を再現しうることが示された（図 2）。
本技術は、間質量を人為的に操作す
ることや、癌細胞/間質細胞を独立に
遺伝子発現制御した細胞による再構
成、由来の異なる間質細胞を用いた
再構成するなどにより膵癌細胞-間
質相互作用を制御し、解析すること
が可能である。そこで、本研究では
我々が開発したヒトプライマリ膵癌
オルガノイドを用いて、膵癌細胞-間
質相互作用を明らかにし、膵癌制圧
のための膵癌細胞-間質相互作用の制
御を試みる。 
 

３．研究の方法 
 プライマリ膵癌オルガノイドおよびオルガノイド由来ゼノグラフトを対象としてシングルセ
ル RNA シークエンス解析を実施する。申請者らが確立した独自インフォマティクスを活用し、膵
癌細胞-間質相互作用を明らかにする。抽出した因子については、膵癌細胞/間質細胞それぞれ独
立に遺伝子発現制御した細胞を用いて膵癌オルガノイドを再構成することにより機能解析を実
施する。なお、プライマリ膵癌細胞に対する遺伝子発現制御はレンチウイルスを用いることで高

図１ 



 

 

率に遺伝子導入できることを確認している。 
 
４．研究成果 
手術検体より樹立した膵癌細胞

とヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）、
ヒト間葉系幹細胞（hMSC）あるいは
iPS 細胞由来間質細胞の共培養を
行い、間質が豊富なプライマリ膵癌
オルガノイドを作出した。作製した
間質を豊富に含む癌オルガノイド
は in vitroおよび in vivoで癌細
胞単独と比較して、膵癌の第一選択
薬である Gemcitabine に対して治
療抵抗性を示すことが確認された。
間質を豊富に含む癌オルガノイド
でも、使用する患者検体によって治
療抵抗性が高い細胞と比較的感受
性のある細胞があることから、これらの細胞、各 3検体ずつを用いて作製した間質を豊富に含む
癌オルガノイドに対して複数の Gemcitabine 濃度を処理した細胞より、RNAを抽出した。抽出し
た RNAより次世代シークエンス用のライブラリーをそれぞれバーコードを付して作製し、RNA シ
ークエンスを実施した。Gemcitabine 抵抗性の有無により差が有る遺伝子を抽出に成功した。
これらが治療抵抗性に関連する分子と考えられた。そこで、さらにこれらの分子について、公共
のデータベースを用いて患者予後
との相関を評価するため、それぞれ
の因子の発現強度によって公共デ
ータベースを分け、評価した。する
と、間質を豊富に含む癌オルガノイ
ドにおける治療抵抗性の違いによ
る発現の高さと、発現の高さで層別
化した公共データの患者予後との
間に有意な相関がある分子を複数
抽出することに成功した。 
さらに、より患者検体における癌
細胞—間質細胞間相互作用に関連す
る因子を抽出する目的で、 患者組
織における空間的トランスクリプ
トームを実施するとともに、間質が
豊富なプライマリ膵癌オルガノイ
ドのシングルセルレベルのトラン
スクリプトーム解析を実施することで、癌細胞—間質細胞間相互作用に関連すると考えられる複
数の分子の抽出に成功した。 
今後これらの分子の解析を進めることで、膵癌において治療抵抗性および患者予後を規定す
ると考えられる癌細胞—間質細胞間相互作用を明らかにし、膵癌の治療成績の改善につながると
期待される。 
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