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研究成果の概要（和文）：患者由来オルガノイド培養に必要な試薬、保存液、核酸抽出キット等を購入し数種類
の胆道癌オルガノイド培養に成功、library作成を行った。オルガノイドは免疫染色とexome解析の結果を原発腫
瘍と比較し、特異的遺伝子変異、発現を継承している事を確認した。培養成功したオルガノイドは、共焦点顕微
鏡によるタイムラプス観察にて、増殖/進展形態を観察した。胆道癌の他に、膵管内乳頭粘液性腫瘍の患者由来
オルガノイドの培養にも成功し、特異的な増殖形態を観察することが出来た。さらに、Exome解析、
transcriptome解析の結果から抽出したドライバー遺伝子変異の特異的治療薬の効果をオルガノイドで確認し
た。

研究成果の概要（英文）：I purchased specific reagents, preservation solutions, nucleic acid 
extraction kits, etc. necessary for patient-derived organoid culture, succeeded in culturing several
 types of biliary cancer organoids, and created cell library. I compared the results of 
immunostaining and exome sequence of organoids with that of primary tumors, and confirmed that the 
organoid inherited specific mutations and expressions from primary tumors. Organoids that were able 
to be observed their growth/development morphology by time-lapse observation with a confocal 
microscope. In addition to biliary cancer, I also succeeded in culturing organoids derived from 
intraductal papillary mucinous neoplasm of pancreas, and were able to be observed the specific 
growth morphologies.
Furthermore, we could confirm the efficacy of specific therapeutic agents for driver gene mutations 
extracted from the results of exome and transcriptome sequences in organoids.

研究分野：肝胆膵外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
胆道癌の患者由来オルガノイド(三次元培養細胞)の培養に成功し、癌モデルとしての活用、研究を行っている。
予後不良で治療法の少ない胆道癌の増殖/進展形態を生体内に近い形で観察し、薬剤感受性試験などを行う事が
できている。
過去の保存切除検体のゲノム解析結果と臨床的特徴や予後をひもづけて、オルガノイドをin vitroモデルとして
検証することで、新規抗腫瘍薬や悪性度予測ツールなどの開発につなげることができる。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
胆管癌は他癌と比較して明らかに化学療法の選択肢が少なく、根治切除以外に長期生存を期
待できる治療法はない。しかし、根治切除には、膵切除や大量肝切除など高難度手術を要し、重
度の合併症を伴うことがある。また再発もしばしばである。胆管癌切除後予後を病理学的リンパ
節転移の有無で比較するとリンパ節転移陽性例(以下 N+)は陰性例(以下 N-)より明らかに悪い。
しかし、画像診断能の向上した現在でもリンパ節転移の術前診断的中率は高くない。近年、次世
代型シークエンサー(NGS)の普及により胆管癌の遺伝子解析研究も散見されるが、胆管癌の「リ
ンパ節転移のドライバー遺伝子変異」など詳細な研究解析結果はごくわずかである。 
オルガノイド細胞とは、組織特異的な機能を保ちながら増殖する三次元構造体である。患者の
癌細胞から作成、培養されたオルガノイドは従来の二次元培養細胞と比較して、より生体の組織
環境を模倣しているため、癌モデルとしての利用が期待されている。胆道癌のオルガノイド培養
の報告は極めて少ないが、我々は種々の組織型を示す胆道癌からのシステミックな培養に成功
した。 
 
 
２．研究の目的 
・患者由来胆道癌オルガノイドのサンプル数を増やしライブラリーの作成を行う 
・胆管癌のリンパ節転移ドライバー遺伝子変異の同定する 
・ドライバー遺伝子変異を術前体液内で同定し術前診断ツールの開発を目指す 
・リンパ節転移ドライバー遺伝子異常に対する特異的新規分子標的治療法の開発を目指す 
 
 
３．研究の方法 
（1）患者由来オルガノイドのライブラリー作成 
我々の既存のプロトコールに改良を加えながら培養成功率の上昇と長期培養成功をめざす。 
 
（2）胆管癌のリンパ節転移に関与するドライバー遺伝子変異の同定 
胆管癌切除症例の凍結サンプルより核酸抽出（DNA）を行い NGS による全ゲノム／エクソン／標
的遺伝子解析を行う。シークエンスデータ解析の結果と臨床データより、コホートを調節してリ
ンパ節転移ドライバ－変異遺伝子を同定する。さらに N+由来/N-由来オルガノイドを用いてリア
ルタイムな増殖進展形態の比較観察を行う。 
 
（3）術前体液中 cfDNA の評価  
同定された遺伝子変異を術前体液内でターゲットシークエンスにより確認し、術前リンパ節転
移診断ツールとしての有用性を評価する。 
 
（4）リンパ節転移ドライバー変異遺伝子の特異的標的療法の開発 
申請者が開発した個別化医療モデルでは、変異遺伝子の中から治療標的候補遺伝子を抽出し、標
的薬の効果を胆道癌オルガノイドで検証する。 
 
 
４．研究成果 
（1）患者由来膵胆道腫瘍オルガノイドのライブラリー作成 
腫瘍の薬剤感受性などの機能解析を行うために、膵胆道腫瘍の患者由来オルガノイドのサンプ
ル数を増やすべく新規培養を試みた。計 54 例の膵胆道腫瘍の培養に成功し、長期培養が可能だ
ったオルガノイドに関しては、免疫染色と exome 解析の結果を原発腫瘍と比較し、特異的遺伝子
変異、発現を継承している事を確認した。 
 
（2）胆道腫瘍の遺伝子解析 
東京女子医科大学消化器外科で保存していた手術症例の切除サンプルのうち 2011 年から 2020
年までの計 53 例（胆管癌 38 例、胆嚢癌 13 例、胆管内乳頭粘液性腫瘍（IPNB）2 例）を対象と
し、核酸抽出から遺伝子解析（whole exome sequence, transcriptome sequence）にまわした。 
 
（3）膵管内乳頭粘液性腫瘍（IPMN）オルガノイド培養法の確立と遺伝子解析、増殖形態の解明 
過去に報告のほとんどない患者由来 IPMN のオルガノイド培養法の確立と増殖形態の解明を試み
た。胆道癌オルガノイド培養法に改変を加えた結果、Subtype の異なる数種類の IPMN オルガノ
イド培養に成功した。共焦点顕微鏡によるタイムラプス観察では、IPMN オルガノイドが粘液を
分泌する形態や分裂増殖する形態の観察に成功した。全エクソーム解析の結果から抽出したド
ライバー遺伝子変異の特異的阻害剤によって IPMN オルガノイドの増殖と粘液分泌が抑制された。



さらに同一症例から培養した IPMC オルガノイドと膵管癌オルガノイドの transcriptome 解析の
結果の比較から IPMC に高発現している geneX を同定した。geneX の特異液阻害薬を IPMN オルガ
ノイドに負荷することでオルガノイドの粘液産生が抑制された。 
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