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研究成果の概要（和文）：近年癌微小環境における癌細胞と神経細胞の相互作用が癌の進展や薬剤耐性に関連す
ることが明らかになってきた。本研究の目的は，HPV関連中咽頭癌発癌機構における癌微小環境と腫瘍関連神経
との相互作用の詳細を明らかにすることである。今回の研究期間内においては，腫瘍関連神経新生へ関わる
micro RNAの絞り込みを行うとともに，腫瘍関連神経の研究を行う素地として，神経浸潤と関わるオルガノイド
モデルの作製を行った。

研究成果の概要（英文）：Recently, it has become clear that the interaction between cancer cells and 
neurons in the cancer microenvironment is associated with cancer progression and drug resistance. 
The purpose of this study is to elucidate the details of the interaction between the cancer 
microenvironment and tumor-associated nerves in HPV-associated oropharyngeal cancer carcinogenesis. 
During the period of this study, we narrowed down the microRNAs involved in tumor-associated 
neurogenesis and established a salivary gland adenoid cystic carcinoma organoid model associated 
with nerve invasion as a basis for studying tumor-associated neurogenesis.

研究分野：耳鼻咽喉科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
癌微小環境における癌細胞と神経細胞の相互作用が癌の進展や薬剤耐性に関連することが明らかになってきてお
り，HPV関連中咽頭癌における癌微小環境と腫瘍関連神経との相互作用の詳細が明らかになれば，HPV関連中咽頭
癌の発癌機構の解明や予後不良因子の同定へ寄与することとなり，HPVの有無によりわけられている中咽頭癌の
分類をより詳細に層別化することが可能となる可能性がある。今回の研究成果として，今後のオルガノイドモデ
ル作製の成果は今後の中咽頭癌オルガノイドモデル作製の素地となり，研究をすすめる技術的基盤となるものと
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 
ヒト乳頭腫ウイルス（HPV）感染を主因とする HPV 関連中咽頭癌の罹患数は著しく増加傾向を
示している。喫煙，飲酒を主因する従来型（HPV 陰性）の中咽頭癌と比較して化学放射線治療に
対する感受性が高く，HPV 陰性の従来型の中咽頭癌と比べ予後が良好である。そのため，2018 年
に改訂された頭頸部癌取り扱い規約においても中咽頭癌は HPV 感染の有無により大きく異なる
病期分類となった。しかしながら，HPV 関連中咽頭癌の中にも予後不良な経過をたどる症例は依
然として存在しており，その原因は明らかではない。申請者らは，これまでに HPV 関連頭頸部癌
に対して次世代シークエンサーを用いた解析にターゲット濃縮手法を組み合わせた独自の手法
を用いて，ヒトゲノムに対する HPV の全組み込み部位を詳細に解析してきた。更に，これらのゲ
ノム解析だけでなく，組み込み部位近傍の HPV 組み込みに伴うエピゲノム変化についても詳細
に解析を行うことで，HPV 関連頭頸部癌で起きているエピゲノム変化が発癌機構につながる可能
性があることを報告した(Hatano T et al. Int J Cancer. 2017)。 
 一方で，近年癌微小環境における癌細胞と神経細胞の相互作用が癌の進展や薬剤耐性に関連
することが明らかになってきている。申請者らはこれまでに頭頸部癌と腫瘍関連神経について
研究を進めてきた。しかしながら，HPV 関連中咽頭癌発癌機構における癌微小環境と腫瘍関連神
経との相互作用の詳細は明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，HPV 関連中咽頭癌発癌機構における癌微小環境と腫瘍関連神経との相互作用の
詳細を明らかにすることである。具体的には１．HPV 関連中咽頭癌由来エクソソームによる腫瘍
関連神経新生の評価，２．エクソソーム中の腫瘍関連神経新生へ関わる micro RNA の同定，３．
HPV 関連中咽頭癌オルガノイドモデルを作製し，同定した micro RNA が新生した神経へ及ぼす影
響，およびそれに伴い HPV 関連中咽頭癌オルガノイドモデルを用いた増殖促進能の評価を行う
ことである。 
 
３．研究の方法 
・HPV 関連頭頸部癌細胞株由来エクソソームを用いた腫瘍関連神経新生の評価，および神経新生
に関与する micro RNA の絞り込み 
HPV 関連頭頸部癌細胞株の培養上清より超遠心によってエクソソームを抽出し，抽出したエクソ
ソーム中の腫瘍関連神経新生へ関与する micro RNA を RNA sequencing により絞り込みを行っ
た。 
 
・HPV 関連中咽頭癌オルガノイドモデルの作製のための技術基盤の確立 
HPV 関連中咽頭癌手術検体を用いた初代培養とヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC)およびヒト間葉系
幹細胞(hMSC)と共に三次元共培養し，複数系の初代ヒト HPV 関連中咽頭癌オルガノイドを作製
する。続いて上記で絞り込みを行った micro RNA (miR-X)を miR mimic で強制発現させた細胞，
または antagomiR で発現を低下させた細胞を作製し，それらのオルガノイドとマウス神経節共
培養による神経軸索新生の変化を測定する。今回の研究期間では，中咽頭癌オルガノイドモデル
作製の前段階として，神経浸潤と関連があり，かつ細胞株の存在していない唾液腺腺様嚢胞癌を
用いてオルガノイドモデル，および PDX モデルの作製を行うこととした。インフォームドコンセ
ントを得た上で外科的に切除された 7 例の腺様嚢胞癌腫瘍検体を採取し，マトリゲルを用いて
ヒト由来唾液腺腺様嚢胞癌オルガノイドの作製，および NSG マウスを用いて患者由来異種移植
片(PDX)モデルの作製を行った。さらに，作製した PDX モデルより PDX 由来腺様嚢胞癌オルガノ
イドの作製を行った。 
 
・作製した各モデルの特性解析および薬剤感受性試験 
それぞれのモデルを特性解析(免疫組織化学，RT-PCR，STR)により比較すること，および短期培
養を行った PDX 由来唾液腺腺様嚢胞癌オルガノイドを用いた薬剤感受性試験を行った。 
 
４．研究成果 
・HPV 関連頭頸部癌細胞株由来エクソソームを用いた腫瘍関連神経新生に関与する micro RNA の
絞り込みを行っている。 
 
・オルガノイドモデルおよび PDX モデルの作製 
7 例中 5例はオルガノイド培養が可能であった。また PDX モデルは 7例中 4例で樹立可能であっ
た。PDX由来オルガノイドをNSGマウスの顎下腺に同所性移植した結果，マウスは腫瘍を形成し，
免疫組織化学や RT-PCR，STR によって原発腫瘍と比較し，組織学的・遺伝子学的に相同性が高い
ことを確認した(図 1)。さらに，短期培養した PDX 由来オルガノイドを用いて薬剤感受性試験を
行い，シスプラチン，レゴラフェニブ，レンバチニブの IC50 を算出し，これまでのシスプラチ



ンへの感受性の報告に矛盾しない結果であることを確認した。 

 

・今後の展望 
今回の研究期間においては神経新生とかかわる micro RNA の絞り込み，および今後腫瘍関連神
経の研究を行う素地として神経浸潤とかかわるオルガノイドモデルの作製を行った。今後現在
作製したオルガノイドモデルを今後の中咽頭癌モデルへ応用するとともに，薬効評価の実験系
へ使用すべく条件検討を継続している。 
 

図１．Ａ，ヒト唾液腺腺様嚢胞癌の原発腫瘍（primary tumor），患者由来異種移植片（PDX 

tumor），PDX由来オルガノイドを移植した同所性異種移植片（Orthotopic xenograft）．Ｂ，

PDX由来 ACCオルガノイドの顕微鏡画像（上段）と PDX由来 ACCオルガノイド用いて

作成した同所性異種移植片像（下段）． 
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