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研究成果の概要（和文）：本研究グループが有する国内有数の膵神経内分泌腫瘍（pan-NEN）手術検体、オルガ
ノイド培養技術と国際共同研究先ドイツ・キール大学が有する世界トップレベルのハイスループット解析技術を
統合しpan-NENの転移・悪性度を規定する因子の探索を行った。pan-NEN膵原発巣、肝転移巣、膵正常部手術検
体、同検体から樹立したオルガノイドを用いて、RNA-seqを施行し網羅的遺伝子解析を実施した。各部位の遺伝
子発現の比較から転移を規定する候補遺伝子群を同定することに成功している。またキール大学と本学の医学部
間国際交流を提携し今後の国際交流発展、後進育成への基盤も築いた。

研究成果の概要（英文）：In this international collaborative study, we aimed to clarify the molecular
 biological mechanisms that define the metastasis of NEN by using the combination of advanced high 
throughput technology of the collaborating institution in Germany, and the abundant number of NEN 
cases and organoid technology of our research group, which is one of the best in Japan.We performed 
RNA-seq using surgical specimens from primary lesions, liver metastases, normal pancreas tissues, 
and organoids established from the same specimens. As a results, we identified candidate genes that 
regulate metastasis by comparing gene expression at each sample. In addition, we established an 
international exchange agreement between Kiel University and Tokyo medical and dental university, 
which will lead to the further development of international exchange and collaboration works.

研究分野：消化器病態学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により膵神経内分泌腫瘍の悪性度・転移を規定する遺伝子群の同定に成功しており、pan-NENの分子生物
学的特性を解明する新たな基盤となる知見が獲得された。またpan-NEN手術検体・オルガノイドバイオバンクの
樹立により今後の創薬や新薬の治療効果判定などへと利用可能な解析系の構築も実施している。今後pan-NENの
臨床的特性をより正確に反映する新たな分類の作成などpan-NEN診断・治療につながると考えている。また今後
のドイツとの学術上の国際交流の基盤を作りさらなる発展が期待される。

※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 
本邦において膵神経内分泌腫瘍(pan-NEN)は 10 万人に 2.7 人が発症し、希少がんの一つに
位置付けられてきたが、診断技術の向上により近年患者が増加し続けている代表的な悪性
疾患である。本疾患は主に 50 歳代に発症するが、半数以上が Stage II 以上の進行期とし
て診断されるため予後不良である。pan-NEN は WHO 分類(2019 年版)では高分化型の
Neuroendocrine tumor(NET)と低分化型の Neuroendocrine carcinoma(NEC)に大別されてい
る。NET は増殖能 (Ki67 index)に応じて更に G1, G2, G3 の 3亜型に分類されている。一
方、機能の面からはホルモン産生の有無により機能性 NEN(インスリノーマ・ガストリノー
マ等)と非機能性 NEN に大別されるが、特に非機能性腫瘍の場合は腫瘍が著しい進展に至る
まで全く無症状であり、このため早期発見が極めて困難である。現在 pan-NEN の根治を目指
す際には外科的切除が唯一の治療法となっている。他臓器転移等をきたし、外科的切除の適
応外となった際にはソマトスタチンアナログ、mTOR 阻害剤、受容体チロシンキナーゼ阻害
剤等が選択されているが、いずれも期待できる有効性は極めて限定されており、特に NEC は
極めて予後不良である。NET は一般に増殖能が低く発育が緩徐とされているが、一方で腫瘍
径や WHO 分類に関わらずリンパ節・他臓器転移をきたし、NEC と同様に予後不良となる。従
って pan-NEN に対し真に有効な新規治療を開発するためには NET・NEC の成立・進展を規定
する細胞・分子機構や NET・NEC の転移を規定するゲノム・エピゲノム因子や責任分子を解
明することが必要不可欠であるが、そのいずれも詳細が全く明らかとされていない。 
近年分子生物学的な細胞内機構の解明、遺伝子発現パターンの網羅的解析の手法として
RNA-Seq などのハイスループット解析技術が著しく進展している。しかしながらその高い専
門性から、個々の解析対象・疾患に対し独自の解析アルゴリズム・パイプラインを構築する
には、適切な経験と実績を有する共同研究機関との連携が不可欠である。そこで本研究はキ
ール大学附属研究所(ICMB, ドイツ）と国際共同研究により行うこととした。ICMB は RNA-
Seq 等のハイスループット解析技術を用いた臨床検体の解析において世界トップレベルの
経験と実績を有し、ドイツ国内外との国際共同研究も多数の実績を有している。例えば最近、
COVID-19 患者等の臨床検体を高度なハイスループット・シークエンス技術を用いて解析し、
重要な成果の獲得に成功している(NEJM 20201, Immunity 20202)。また RNA-Seq 技術を用い
た大規模国際共同研究においては国際的にも高く評価される実績を有している。そのため
本国際共同研究は ICMB におけるハイスループット解析技術と疾患研究に精通した専任
bioinformatician の支援を得て行うことを計画した。 
 
２．研究の目的 
Pan-NEN は WHO 分類に関わらず臨床的に「長期に渡り良性の経過を辿る低悪性度腫瘍」と
「早期から転移し極めて予後不良な経過を辿る高悪性度腫瘍」に大別されることが経験的
に知られている。リンパ節転移・他臓器転移を有する例は有効な治療の選択肢が極めて限定
されており、このため最も予後不良である。臨床的経験に沿った pan-NEN の良性・悪性のク
ラス分類が可能となれば、pan-NEN 患者の治療方針選択を大きく変革することが可能である。
しかし pan-NEN の疾患成立・進展や遠隔転移を規定する分子レベルの病態は全く明らかと
されていない。従って、本研究では pan-NEN が如何なる腫瘍細胞により発症・成立・進展す
るのか、またその過程で如何なる分子機構が介在しているのかという臨床的視点から発想
された課題に立脚し、「pan-NEN の分子生物学的特性とは何か」またこれに基づく「pan-NEN
の悪性度・転移の規定要因とは何か」明らかにすることを目的とする。本研究の遂行により、
pan-NEN の発症・成立・進展・転移における新たな分子制御機構が明らかとなり、これによ
り pan-NEN に対する新規治療の開発と予後の改善に寄与することが可能となるものと考え
ている。また本国際共同研究を実施することにより今後の ICMB との国際共同研究の発展や
キール大学との国際交流の強化も目的とする。人的交流により若手研究者が国際的経験を
積む機会を提供し後進の育成を目指すことも本研究の重要な側面と考えている。 
 
３．研究の方法 
本研究では研究グループが有する高度なオルガノイド培養技術、pan-NEN のハイボリューム
センターである本学肝胆膵外科が有する国内有数の症例数から得られる生検・手術検体を
用いて、pan-NEN オルガノイドを作成し解析を行った。解析に際しては世界トップレベルの
ハイスループット解析技術を有するキール大学附属研究所(ICMB)との共同研究により、臨
床検体から大規模データ解析に至る独自の解析パイプラインを構築し、健常部、転移巣、原
発巣の手術検体と同部位から樹立したオルガノイドを用いて網羅的遺伝子解析によりその
遺伝子発現の特性の比較検討を行った。 
 
 



４．研究成果 
(1)膵神経内分泌腫瘍オルガノイドの樹立 
オルガノイド培養技術の発展により、多彩な臓
器・腫瘍から生体内の分子・細胞特性を忠実に反
映した患者由来オルガノイドを in vitro 解析に
用いることが可能となっている。従来、患者由来
組織を用いた解析には手術による切除や生検に
より得られた臨床検体が用いられて来たが、同検
体は腫瘍細胞とは異なる免疫細胞・線維芽細胞等
が混在するため、解析対象となる腫瘍細胞に特化
する工程・工夫が必要であった。しかしながらオ
ルガノイド培養技術の登場により、例えば腫瘍細
胞に適した培養環境を in vitro で再現すること
により解析対象となる細胞だけを培養・純化し解析に用いることが容易に可能となってい
る。オルガノイド培養技術は腸上皮オルガノイドの培養法が先行し発展してきたが、膵オル
ガノイドについても基本技術的には確立されていた(Nat Protoc 20163)。研究代表者らは同
技術を一部改変し pan-NEN 原発巣・肝転移巣の手術検体から pan-NEN オルガノイドの樹立・
培養法の確立を行なった。機能性 pan-NEN であるインスリノーマから樹立した pan-NEN オ
ルガノイドはインスリンを分泌することを ELISA で確認しており、同オルガノイドは腫瘍
の性質を反映することを確認している（図 1）。 
 
(2)膵神経内分泌腫瘍オルガノイド・手術検体バイオバンクの樹立 
本学肝胆膵外科は pan-NEN のハイボリュームセンターであ
り、年間 20 例程度の手術件数がある。研究代表者が樹立し
た pan-NEN オルガノイド培養法を用いて、健常部・原発巣・
肝転移巣からの手術検体と、同検体から樹立した pan-NEN オ
ルガノイドを用いて計 100 例程度からなる pan-NEN バイオ
バンクを樹立した。 
 
(3)RNA-seq の実施による pan-NEN の遺伝学的特徴 
樹立した pan-NEN バイオバンクの中から手術検体 56
例、オルガノイド 12 例を用いて同サンプルから RNA
を抽出し本邦において RNA-seq を行った（図 2）。得ら
れた raw data は国際共同研究先ドイツ ICMB と共有
し、同施設の選任 bioinformatician により解析を行
った。解析により QCの coverage 数不足により３例が
除外となったが、PCA 解析において手術検体では健常
部と腫瘍部は区別可能であり、オルガノイドにおいて
も同様の結果であった。また腫瘍 G1 と G3 は明確に区
別可能であった。手術検体と同部位から作成した手術
検体の遺伝子発現は概ね相関しておりオルガノイド
は作成元の手術検体の性質を概ね反映することが明らかとなった(図 3)。 
 
(4)膵神経内分泌腫瘍の転移を規定する候補遺伝子の同定 
RNA-seq の結果手術検体において健常部と腫瘍部で比較
すると腫瘍部で変動が多い遺伝子として3859個遺伝子を
同定し、原発巣に比較し転移巣で変動が多い遺伝子とし
て 958 個の遺伝子を同定している。また両比較に共通し
て変動する遺伝子として 251 個の遺伝子を明らかとして
いる。オルガイドにおいても正常部に比較し腫瘍部で発
言が変動する遺伝子として 1294 個の遺伝子を認めた（図
4）。 
今後はオルガイドと手術検体で共通して発現が変動する
遺伝子群やそれぞれの遺伝子発現の変動が大きい遺伝子群に特に着目し転移メカニズムと
の関連を解析していく。 
 
(5)国際交流の強化 
本助成の目的に若手研究者の国際性の養成と国際共同研究の基盤の強化が挙げられてお
り、本助成の重要な側面であるため本国際共同研究による国際交流の成果を上げる。 



当該期間に全世界的に COVID-19 の流行があったため一部交流の制限が生じているが、本学
医学部学生 1名、大学院生 1名、研究代表者は本国際共同研究先施設に渡独し、研究成果の
発表や交流を行っている。国際共同研究先とはオンラインを通じて頻繁にミーティングも
行い研究成果・情報の共有を行った。また、研究代表者が主導しキール大学と本学は国際交
流の提携を締結しており、本学の国際化の強化と国際交流の拡大の基盤を構築した。今後人
的交流も含め国際交流の活性化に繋がる成果である。 
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