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研究成果の概要（和文）：胃癌臨床検体から作成した患者由来胃癌オルガノイドを用いて３次元培養下で患者由
来免疫細胞を用いて免疫応答を解析しうるオルガノイド培養系の確立と新規治療標的の探索を目的とした。本研
究期間内では、免疫細胞応答が可能なオルガノイド培養法であるオーバーレイ培養法を確立した。さらに胃癌オ
ルガノイドオーバーレイ培養下で患者由来NK細胞と接触させ細胞障害性およびコンカナマイシンによるその抑制
効果を確認した。今後は、リアルタイムに腫瘍内微小環境免疫応答を患者生体内により近い反応として展開でき
るものと考える。結果を、英文誌（Heliyon)に発表した。

研究成果の概要（英文）：The objective of this study was to establish an organoid culture system in 
which patient-derived gastric cancer organoids generated from clinical specimens of gastric cancer 
can be used to analyze immune responses using patient-derived immune cells under three-dimensional 
culture and to explore new therapeutic targets. Within this research period, we established the 
overlay culture method, an organoid culture method capable of immune cell response. Furthermore, we 
confirmed the cytotoxicity and the inhibitory effect of concanamycin on gastric cancer organoids in 
contact with patient-derived NK cells under overlay culture. In the future, we will be able to 
develop a real-time intratumor microenvironmental immune response that is closer to the patient's in
 vivo response. The results were published in Heliyon.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果であるオルガノイドオーバーレイ培養法は、これまで困難であったオルガノイドと免疫細胞応答を可
能にした。我々は実際に、胃癌オルガノイドにNK細胞などの免疫細胞を接触させ免疫応答を確認し得た。本研究
の成果により、たとえば癌オルガノイドを用いた新規免疫治療開発など様々な基礎研究に展開される可能性を有
しており、われわれも引き続き研究発展を目指していく予定である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
高度進行胃癌の予後は未だ不良で，特に胃癌の特性である heterogeneity が胃癌の治療予 

測・治療抵抗性に関与している可能性がある。申請者らはこれまで抗がん剤の種類によ

り臓器特異性があることを明らかにした(Tanabe et al. Ann Oncol 20151) 他)。このことは

これまで の胃癌細胞株を用いた胃癌治療開発では不十分であることを示しており、よ

り生体に近い環境での研究が望まれている。一方、佐藤らはマウス小腸からオルガノイ

ドと呼ばれる生体内 組織に似た構成要素を含む構造の三次元培養法を確立し、臨床検

体からの大腸腫瘍オルガノイドを樹立した(Cell Stem Cell. 2016)。胃癌においても

Seidilitz T らにより 2018 年胃癌オルガ ノイドの樹立の報告がなされている(Gut. 2018)。

オルガノイドは in vivo の臓器と同様に幹細 胞を豊富に含むため、オルガノイドを癌研

究における利点として、 

1 不死化の必要がない 

2 臨床検体からの癌オルガノイドが作成可能 

3 長期継代培養や凍結保可能 などが挙げられる。(図 1) 

われわれは胃癌のheterogeneityを

考慮すると患者の体内で生じて

いる腫瘍動態について オルガノ

イドを用いることでそれぞれの

対象臓器ごとに詳細に解析でき

ると考え、これまでに胃癌や大腸

癌などの消化器癌オルガノイド

の樹立を行い胃癌オルガノイド

と 5-Fu など抗癌剤感受性につい

ての報告も行うとともに(Sakamoto N et al. eLife. 2017)患者臨床検体からの胃癌オルガノ

イド培養システムの樹立もすでに確立した。近年免疫チェックポイントやリンパ球など

免疫細胞による細胞傷害性の向上に関する開発が期待されている。しかしながら通常の

オルガノイド培養法では細胞外マトリックスであるマトリゲル内に包埋することが必

要で、マトリゲル内にはリンパ球は侵入することはできないという問題がある。これま

での報告では作成した癌オルガノイドを single cell 化した後にリンパ球と共培養する

とした報告(Dijkstra KK et al. Cell 2018)はあるもののオルガノイドの特徴である 3 次元

構造を保った状態での免疫療法感受性モデルは確立されておらず、3 次元培養下での免

疫細胞接触を可能とするモデル開発が急務と考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、胃癌臨床検体から作成した胃癌オルガノイドを用いて抗がん剤感受性試

験や免疫細胞を含めた免疫チェックポイント阻害剤投与による細胞傷害性試験を行い

種々の疲弊マーカー変化などを解析し実際の臨床での治療効果との相関や新規治療標

的分子の探索を行い、胃癌に対する個別化薬物療法や細胞療法の基盤となる研究を行う

ことを目的とした。 

 

 



 
３．研究の方法 
具体的な研究題目として、 

① 免疫応答が可能な胃癌オルガノイド培養系の確立 

② 胃癌オルガノイドに対する免疫応答 

を掲げ、将来的な新規免疫化学療法開発やリアルタイム免疫モニタリングの実現のた

めの基盤になることを目指した。 
 
４．研究成果 

③ 免疫応答が可能な胃癌オルガノイド培養系の確立 
従来のオルガノイド培養では、マトリゲル内にオルガノイドを包埋して培養する必要があり、

このために、癌オルガノイドと免疫細胞応答の観察を行うことができず、先行研究では一旦オル
ガノイドを形成させて後に、マトリゲルを溶解して免疫細胞と接触させるといった報告が多く、
3 次元構造を保ったままで経時的に
免疫応答を観察できるモデルの確立
が急務と考えた。 

これを実現するためにマトリゲ
ルを必要としない培養系など様々な
方法を試みたが、最終的にオーバー
レイオルガノイド培養法を確立する
ことができた。通常培養法では免疫
細胞はマトリゲル内に侵入できない
のに対し、マトリゲルを底面に薄く
引き、その上でオルガノイドを培養
すると、オルガノイド内に免疫細胞
が侵入することが確認できた（図 2）。 
 
 オーバーレイ法で作成したオルガノイドが通常培養法で作成したオルガノイドと相同性が保
たれているかを確認すべく両者をマイクロアレイ解析を行ったところ、99%以上の相同性がある
ことが確認できた(図 3)。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

④ 胃癌オルガノイドに対する免疫応答 
次に実際にオーバーレイ培養下での免疫応答を確認した。胃癌オルガノイドをオーバーレイ培

養行い、healthy donor からの NK 細胞を投与したところ、NK 障害が生じていることが形態学的
にも確認され、この反応は concanamycin A で抑制されることも核にできた（図 4）.

 
さらに、この免疫応答を 3 次元培養下にリアルタイムに観察できるかどうかについても検討す

る こ と と し た 。 細 胞 障 害 性 は LDH 細 胞 障 害 ア ッ セ イ を 用 い る こ と と し た 。

図 5 の如く、胃癌オルガノイド培養 7 日後に免疫細胞と共培養し、死細胞からの LDH を経時的
に 測 定 す る こ と で リ ア ル タ イ ム 細 胞 障 害 ア ッ セ イ に つ い て 解 析 し た 。



health donor からの血液を胃癌オルガノイドと応答させたところ、経時的な細胞障害を確認す
ることができた（図 6）.72 時間の共培養で最も細胞障害が高かったのは NK 細胞を加えた群で、
次に Tcell, nonNK/Tcell の順であることが確認できた。 
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