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要旨 
膵管腺がん（Pancreatic Ductal Adenocarcinoma; PDAC）は、空間的および時間的な不

均一性を示す難治性のがんである。この不均一性は薬剤治療の発展における大きな課題と
なっており、効果的な治療法の確立には、がん細胞集団の不均一性を包括的に理解するこ
とが求められている。がん細胞の挙動制御において中心的な役割を果たすシグナル伝達経
路は広く研究されているものの、その活性の不均一性については十分な理解が得られてい
ない。そこで本研究では、主要なシグナル伝達分子である ERK と AMPKに着目した。
ERK は、Raf-Ras-MEK-ERK シグナル伝達経路において各分子の連続的なリン酸化により
活性化され、AMPK は代謝のマスターレギュレーターとしてオートファジーなどの下流シ
グナルを制御する。近年、患者由来のがん細胞を培養したオルガノイドが in vitro で臨床
のがん細胞を模倣する有用なモデルとして注目されており、不均一性の理解に重要な役割
を果たすと期待されている。しかしながら、がん細胞集団の不均一性を時空間的に捉える
手法として有用なライブイメージングは、低スループットという技術的な制約が存在して
いる。 

 
そこで本研究では、10 人の患者由来 PDACオルガノイドを用いて包括的な広視野ライ

ブイメージング手法を確立し、細胞内シグナル活性の不均一性の定量的解析を行った。そ
の結果、空間的成長パターン、ERK 活性、AMPK活性において、患者間・オルガノイド
間・細胞間の多階層にわたる不均一性を見出した。特筆すべき点として、平均 ERK 活性
と平均 AMPK 活性が負の相関を示し、オルガノイドサイズとシグナル活性の関係におい
ても、両活性は対照的な挙動を示した。具体的には、ERK 依存性は細胞増殖の初期段階で
上昇し、AMPK 依存性は後期段階で増加する傾向が確認された。この知見に基づき、ERK
シグナル伝達経路とオートファジー経路を標的とした併用療法の有効性を検証した。MEK
阻害剤とオートファジー阻害剤（Hydroxychloroquine; HCQ）の単剤治療では薬剤耐性オ
ルガノイドが出現した。併用療法では 2 つのオルガノイド株において優れた増殖抑制効果
を示した。 

 
以上のように本研究では、包括的なライブイメージングにより 10 人の患者由来 PDAC

オルガノイド株における細胞内シグナル活性の多層的不均一性を包括的に解明し、その特
性を考慮した治療戦略の有効性を実証した。この成果は、不均一性を考慮した分子標的薬
治療の新たな展開につながることが期待される。  
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略語一覧 
2-DG: 2-Deoxy-D-glucose 
AMPK: AMP-activated protein kinase 
ATP: Adenosine triphosphate 
CFP: Cyan fluorescent protein 
DMSO: Dimethyl sulfoxide 
EGF: Epidermal growth factor 
EGFR: Epidermal growth factor receptor 
ERK: Extracellular signal-regulated kinase 
FRET: Förster resonance energy transfer 
HCQ: Hydroxychloroquine 
mKate2: Monomeric Kate2 
MEKi: MEK inhibitor 
mKOk: Monomeric Kusabira-Orange kappa 
OCBM: Organoid culture basal media 
OCCM: Organoid culture complete medium 
PDAC: Pancreatic Ductal Adenocarcinoma 
PKA: Protein kinase A 
SP: short pass 
YFP: Yellow fluorescent protein 
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序論 
1. 膵管腺がん 
膵管腺がん（Pancreatic Ductal Adenocarcinoma; PDAC）は最も予後不良のがんの一つ

であり、先進国におけるがん関連死の第 2位になると予測されている[1]。その 5 年生存率
は 12％と極めて低い[2]。現在の PDAC 治療は、FOLFIRINOX 療法やGemcitabine、
Nab-paclitaxel などの DNA 複製を標的とした化学療法が第一選択となっている[3, 4]。分
子標的薬の開発は依然として模索段階にあり、上皮成長因子受容体（Epidermal growth 
factor receptor; EGFR）阻害剤である Erlotinib は、アメリカ食品医薬品局から唯一承認さ
れているものの、その治療効果は著しく限定的である。薬剤治療の進展を妨げる主な要因
として、遺伝子改変動物モデルなどの基礎研究モデルと実際の PDAC 患者における遺伝的
背景や薬剤応答の不一致が報告されている[3, 5, 6]。このため、患者の臨床情報を忠実に
反映する前臨床モデルでの薬剤応答検証が急務となっている。近年、患者由来のがん細胞
を用いたオルガノイド培養技術が、in vitroにおいて臨床のがん細胞を模倣する新たなモデ
ルとして高く評価されている[7-10]。 
 
2. オルガノイド研究 

3 次元培養オルガノイドを用いたがん研究が注目されている。「オルガノイド」は「臓
器」(organ)と「～のようなもの」（-oid)を組み合わせた造語で、in vitroの 3 次元培養に
より形成される細胞塊を指す。その利用方法は主に 2種類に大別される。1 つ目は、in 
vitroで作製するミニチュア臓器モデル、2つ目は患者由来摘出標本から作製し、異常細胞
の薬剤応答と特性を解析するモデルである。がん患者由来 3 次元オルガノイドは、臨床上
のがんの薬剤感受性や予後を高精度で予測できることが示されている[11-13]。さらに、オ
ルガノイドにおける薬剤感受性と転移の評価が臨床結果と相関を示すことも明らかになっ
ている[14]。こうした知見から、患者由来オルガノイドを活用した薬剤スクリーニングが
活発に進められている[8, 12, 13, 15-18]。がん研究におけるモデルとして、患者腫瘍組織
移植モデル（PDXモデル）が広く用いられている。PDX モデルおよび患者由来オルガノ
イドは、従来の二次元培養細胞株と比較して、患者腫瘍組織におけるドライバー遺伝子変
異がより忠実に維持できることが報告されている[19]。しかしながら、PDX モデルは腫瘍
のサブクローナルな不均一性を十分に反映できないことが明らかとなっており、個別化医
療への応用には制限があることが指摘されている[20]。 

 
現状のオルガノイド研究では、ATP検出による細胞生存率アッセイが広く採用され、

細胞集団レベルで薬剤の有効性が評価されている[12, 21, 22]。しかし、この手法には重大
な限界があり、個々のオルガノイドにおける薬剤応答の詳細な評価が困難であることが課
題である。 
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3. がんの不均一性 
がんの不均一性は、がん治療における最も重要な課題の一つである[23]。 個々の腫瘍

は、その発生過程と薬剤応答において、組織学、ゲノム、トランスクリプトームの各レベ
ルで顕著な不均一性を示す[23]。特に PDAC患者の微小環境では、腫瘍内不均一性が著し
く動的に変化する[24]。PDAC における不均一性の具体例として、PDAC 細胞は遺伝子発
現の差異に基づき「古典的」と「基底様」の 2つのサブタイプに分類される。「古典的」
サブタイプは E-cadherinや KRT19（ケラチン 19）などの上皮マーカーを発現している一
方、「基底様」サブタイプは KRT5（ケラチン 5）などの基底細胞マーカーや、Vimentin
や N-cadherinなどの上皮－間葉転換関連遺伝子の発現が確認されている。「古典的」患者
の 1年生存率は 70%であるのに対し、「基底様」患者では 44%にとどまる[25]。腫瘍内に
は増殖能および遊走能が異なる多様なサブタイプが存在し、その構成は患者間で大きく異
なる[26]。また、PDAC細胞は複数の詳細なサブタイプに分類可能である[27-30]。 

 
PDAC の微小環境では、トランスクリプトームプロファイルが空間的に不均一である

ことが明らかになっている[31]。例えば、腫瘍周辺部のがん細胞では、運動性関連遺伝子
が活性化される一方で、腫瘍中心部ではストレスおよび代謝関連遺伝子が優位に発現す
る。さらに、単一細胞の RNA トランスクリプトームは時間的に変化し、PDAC の進行に
伴い、がん進行関連遺伝子の発現が動的に変化することが示されている[32]。このよう
に、がんの不均一性は空間的および時間的に変動する。 

 
薬剤治療においては、不均一ながん細胞集団のすべてを制御することが求められる。し

かし現行の PDAC治療では、この不均一性に十分対応できておらず、治療抵抗性、再発、
転移といった深刻な課題が存在する。薬剤投与時には、細胞死を誘導される細胞集団と、
生存し得る細胞集団が共存し、さらに一部の細胞集団では薬剤耐性が誘導される（図 1）。
このような背景から、がんの不均一性を包括的に理解することが求められており、患者由
来オルガノイドを用いた実験モデルが重要な役割を果たすと期待されている [28]。例え
ば、患者由来オルガノイドを用いることで、がんの不均一性を観察したり不均一な薬剤応
答を評価したりすることが可能となる。今後は、シングルセルレベルでの定量的アプロー
チと包括的評価手法の確立が不可欠である。 
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図 1. 治療の弊害となるがん細胞の不均一性 
不均一ながん細胞集団に抗がん剤を投与すると、殺傷されるがん細胞（左図: 灰色・青色)と
殺傷されないがん細胞（中央図: 赤色・黄色）が生じる。生き残ったがん細胞は増殖可能で
ある。よって、抗がん剤投与時に生き残るがん細胞が存在すると、がん細胞を根絶できない。 
 
4. がんの不均一性と薬剤応答を理解するための実験手法 
シングルセル RNA-seqとライブイメージングは、がんの時空間的ダイナミクスをシン

グルセルレベルで解明するための二大アプローチとして注目されている。シングルセル
RNA-seq はがん研究において広く活用され、ヒト PDAC の不均一な特性を明らかにして
きた[26, 32-34]。しかし、この手法は薬剤応答の経時的変化を追跡することが困難であ
る。経時的変化を観察する手法としてライブイメージングが存在するものの、オルガノイ
ドへの応用は依然として限定的である[35, 36]。現行のオルガノイドイメージング技術で
は、NAD(P)H や FAD の代謝イメージングが薬剤応答の検出に用いられているが[37, 
38]、これらは細胞生存率アッセイと同様に、細胞の生存率のみを評価するシステムにと
どまっている。 

 
不均一ながん細胞集団における分子標的薬の効果を包括的に評価するためには、細胞数

の変化だけでなく、標的とするシグナル分子の活性を同時に解析することが必要である。
しかしながら、既存のオルガノイドにおけるシグナル活性のライブイメージング研究で
は、観察対象のオルガノイドの数が限られており、がん細胞の持つ不均一性を十分に捉え
ることができていない[36]。オルガノイドを選択して観察する手法では、個々のオルガノ
イド内部の不均一性は評価できるものの、オルガノイド間に存在する不均一性を包括的に
評価することは困難である。さらに、観察対象の選択にバイアスが生じやすく、特徴的な
オルガノイドが優先的に選ばれる傾向があるため、全体の不均一性や不均一な薬剤応答を
客観的に評価することができない。 

 
不均一な PDAC オルガノイドにおけるシグナル活性と薬剤応答を適切に評価するに
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は、包括的かつ高精度なイメージングシステムの構築が喫緊の課題となっている。さら
に、ライブイメージングの低いスループットは、がん細胞の不均一な特性を理解する上で
大きな制約となっている。結果として、がん患者由来オルガノイドにおける分子動態、特
に EGFR-Ras-ERKシグナル伝達経路などの主要な薬剤標的については、ほとんど解明さ
れていないのが現状である。 
 
5. シグナル伝達を可視化するための FRETバイオセンサー 
細胞内シグナル分子の活性を可視化する手段として、フェルスター共鳴エネルギー移動

（Förster resonance energy transfer; FRET）の原理に基づくバイオセンサー（FRETバイ
オセンサー）が報告されている。FRET は、励起されたドナー分子から近接するアクセプ
ター分子へのエネルギー移動現象を指す[39]。FRET バイオセンサーは、ドナー分子とア
クセプター分子に蛍光タンパク質を用いており、アクセプターよりも励起・蛍光波長の短
い蛍光タンパク質がドナーとして用いられる。従来の FRET バイオセンサーは、ドナーに
青緑色蛍光タンパク質（Cyan fluorescent protein; CFP)、アクセプターに黄色蛍光タンパ
ク質（Yellow fluorescent protein; YFP)を用いてきた。近年では、ダイナミックレンジの拡
大[40]や、従来型 FRETバイオセンサーとの同時観察が可能な長波長 FRET バイオセンサ
ー[41]など、さらなる技術革新が進んでいる。 

 
FRET バイオセンサーは、細胞内シグナルの活性や濃度変化を可視化する極めて有力な

手法として広く活用されている[42, 43]。FRET バイオセンサーには、分子間 FRETバイ
オセンサーと 1 分子型 FRET バイオセンサーの 2種類が存在する。本研究で使用した 1 分
子型 FRET バイオセンサーは、ドナーとアクセプターの蛍光タンパク質、センサー領域、
リガンド領域、およびこれらを繋ぐリンカーで構成される。特定の細胞内シグナルが活性
化（リン酸化）すると、センサー領域がリン酸化される。リガンド領域はこのセンサード
メインのリン酸化を特異的に認識し結合する。その結果、ドナーとアクセプターの蛍光タ
ンパク質が近接し、FRET が生じる（図 2)。 

 
FRET バイオセンサーを用いた細胞内シグナル活性の測定法には、2 つのアプローチが

ある。1つ目は、ドナー蛍光タンパク質の蛍光寿命検出法である[44]。蛍光寿命とは、蛍
光分子が励起状態から基底状態に戻るまでの時間を指す。蛍光タンパク質はそれぞれ固有
の蛍光寿命を有す。しかし FRETが生じると、ドナー蛍光タンパク質の蛍光寿命が短縮す
る。この原理を利用して、FRETが生じた FRETバイオセンサーの割合を定量化する。蛍
光分子濃度の影響を受けにくい利点があるが、特殊な測定装置を要する。測定方法 2 つ目
は蛍光強度比計算法である[45]。ドナーとアクセプターの蛍光強度比を算出することで、
細胞内シグナル活性を定量する。1 分子型 FRETバイオセンサーではドナーとアクセプタ
ーの分子数が等しいため、この簡便な方法が広く採用されている。本研究においても、蛍
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光強度比によるシグナル伝達分子の活性検出を採用した。 
 
 

 
図 2. FRETバイオセンサーの仕組み 

FRET バイオセンサーは、目的の細胞内シグナルの活性により構造が変化する。不活性化状
態（左)と活性化状態（右)を示す。不活性化状態において、ドナー蛍光タンパク質 CFP とア
クセプター蛍光タンパク質 YFP は近接していない。よって、CFP の励起波長 440 nm で
FRET バイオセンサーを励起すると、CFP が 475 nmの蛍光を発す。目的の細胞内シグナル
が活性化するとセンサードメインがリン酸化される。リガンドドメインと結合し、FRETバ
イオセンサーの構造が変化する。活性化状態では CFPと YFP が近接し、CFPから YFPへ
の FRETが生じる。その結果、CFP の励起波長 440 nmで FRET バイオセンサーを励起す
ると、YFPが 530 nmの蛍光を発す。 

 
6. ERKシグナル伝達経路を標的とした治療戦略 

PDAC において KRAS遺伝子変異が 90%以上の高頻度で生じており[28]、EGFR-Ras-
ERK 経路（ERK: Extracellular signal-regulated kinase）は主要な薬剤標的となっている
[46]。また PDAC において、EGFR は組織レベルで過剰発現していることが確認されてい
る[47]。しかし、Gemcitabine と Erlotinib の併用療法に関する第 III 相試験では、
Gemcitabine 単剤療法と比較して全生存期間が約 10 日間延長するにとどまり、その治療効
果は限定的であった[48]。従来、RASを治療標的とすることは困難とされてきたが、近
年、特定の Ras 変異を対象とした分子標的薬の開発が進展している。例えば、MRTX1133
は KRAS G12D阻害剤として[49]、ARS-853、ARS-1620、AMG510、MRTX849 は
KRAS G12C 阻害剤として[50-52]開発された。KRAS G12C阻害剤は非小細胞肺癌で上市
され、PDAC では臨床試験が開始されている。KRAS G12D阻害剤は現在、第一相臨床試
験が進行中である。 

 
EGFR-Ras-ERK経路を標的とする阻害剤は精力的に研究されてきたものの[48, 50, 53-

61]、既に上市されている Trametinib を除き、多くが臨床試験で期待する成果を得られて
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いない。SOS阻害剤である BI1701963 は、KRASと SOS1 の相互作用を阻害する新規薬剤
として第 I 相臨床試験の段階にある[62]。一方、KRAS と RAFキナーゼの相互作用を阻害
する分子標的薬は、いまだ同定されていない[63]。また、MEK 阻害剤の臨床試験結果は
芳しくない。Cl-1040 では完全奏効または部分奏効を示した患者はおらず、Selumetinibで
は無増悪生存期間に有意差が認められず、Pimasertib でもプラセボと比較して全生存期間
の延長に至らなかった[56, 64, 65]。Trametinibは上市されているものの、患者の 31％に
有害事象が報告されている[66]。さらに ERK 阻害剤は KRAS 変異腫瘍に対しての効果が
限定的である[67]。現在、ERKシグナル伝達経路の阻害剤を用いた併用療法の可能性が積
極的に探索されている。 
 
7. AMPK-オートファジーシグナル伝達経路を標的とした治療戦略 
近年、PDAC において AMPK-オートファジーシグナル伝達経路を標的とする治療が注

目を集めている。PDAC細胞の増殖はオートファジーに依存しており、特に KRAS変異
PDAC ではオートファジーが活性化している[68]。興味深いことに、PDAC におけるオー
トファジーの活性化は、無病生存期間の短縮と相関していることが明らかになっている
[69]。オートファジー阻害剤であるヒドロキシクロロキン（Hydroxychloroquine; HCQ）
は、PDACマウスモデルにおける腫瘍増殖を抑制することが示されているが[70]、臨床試
験では、HCQ 単剤療法の奏効率は 2 ヶ月の無増悪生存率で 10%と極めて限定的である
[71]。オートファジーは、AMP 活性化プロテインキナーゼ（AMPK: AMP-activated 
protein kinase ）の活性化によって誘導される[72-74]。AMPK は、がんにおける代謝およ
びエネルギーストレスの緩和に重要な役割を果たしている[75]。PDAC の解糖系において
AMPKが関与していることから[76]、近年その制御が積極的に試みられている。AMPK
活性化剤であるメトホルミンは、in vitro および in vivo の両モデルで腫瘍抑制効果を示し
ている[77, 78]。しかし、臨床試験においては全生存期間の有意な延長には至っていない
[79, 80]。対照的に、AMPK 阻害剤は PDAC細胞株における細胞増殖と遊走を抑制するこ
とが示されている[81]。これらの知見から、AMPK-オートファジー経路と ERK シグナル
伝達経路を標的とした薬物治療は、今後有望なアプローチとして期待されている。特に最
近では、オートファジーと ERKシグナル伝達経路を標的とした併用療法の可能性が注目
されている[82-85]。  
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方法 
細胞・試薬 
本研究で使用したヒト膵がんオルガノイドは、京都大学臨床研究審査委員会ならびに医

の倫理委員会の承認を受け、京都大学で膵がんの摘出手術を受けた患者の臨床検体から樹
立された。プロジェクト番号 G0738。 

 
ヒト膵がんオルガノイドは、100% Matrigel GFR PhenolRF Mouse（Corning, NY, 

USA）に懸濁して播種し、DMEM/F12 no phenol red（Thermo Fisher Scientific, MA, 
USA）、10 mM HEPES（Thermo Fisher Scientific, MA, USA）、500 µM Sodium Pyruvate
（Thermo Fisher Scientific, MA, USA）、Penicillin-Streptomycin（Penicillin: 100 
Unit/mL, Streptomycin: 100 µg/mL）（ナカライテスク、京都、日本）、2 mM GlutaMax 
（Thermo Fisher Scientific, MA, USA）、100 ng/mL Wnt-3a（R&D Systems, MN, USA）、
500 ng/mL R-spondin 1（R&D Systems, MN, USA）、100 ng/mL Noggin（R&D Systems, 
MN, USA）、100 ng/mL FGF-10（Pepro Tech, NJ, USA）、50 ng/mL EGF（Pepro Tech, 
NJ, USA）、10 nM Gastrin I human（Sigma-Aldrich, MO, USA）、500 nM A-83-01（富士
フイルム和光純薬株式会社、大阪、日本）、1x B-27™ Supplement（Thermo Fisher 
Scientific, MA, USA）、10 mM Nicotinamide（Sigma-Aldrich, MO, USA）、1 mM N-
acetyl-L-cysteine（Sigma-Aldrich, MO, USA）から成るオルガノイド培養完全培地
（Organoid culture complete medium; OCCM）にて培養した。 

 
Booster-AMPK の評価実験では、PKA バイオセンサーの活性剤として Forskolin

（Alomone Labs, Jerusalem, Israel)、AMPKバイオセンサーの活性剤として 2-デオキシ-
D-グルコース（2-Deoxy-D-glucose; 2-DG)（Sigma-Aldrich, MO, USA)を用いた (PKA: 
Protein kinase A)。 

 
薬剤添加実験では、MEK阻害剤 PD0325901（富士フイルム和光純薬株式会社、大

阪、日本)およびオートファジー阻害剤 HCQ（Selleck, HOU, USA)を使用した。 
 
ヒト膵がんオルガノイドの培養 
培養には、48 ウェル浮遊細胞用プレート（秋田住友ベーク株式会社、秋田、日本)を使

用した。継代前に温度制御用アルミプレート（イナ・オプティカ、大阪、日本)の上にプレ
ートを置き、CO2インキュベーター内で温めた。継代時には、オルガノイドの付着を抑制
する ART チップ（Thermo Fisher Scientific, MA, USA)を使用した。氷を準備し、上にク
ーリングチューブラック（アズワン、大阪、日本)を設置した。恒温槽は 37℃に設定し、
遠心機は 4℃で予冷した。OCCM をアスピレーターで吸った後、1ウェルあたり PBS 500 
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µL でゲルを洗浄した。オルガノイドの継代において、一般的にシングルセル処理よりも
細胞塊の状態が成長に有利であるため、トリプシンよりも穏やかな代替試薬である CTS 
TrypLE Select Enzyme（Thermo Fisher Scientific, MA, USA)を 300 µL加え、オルガノイ
ドを含むマトリゲルをピペッティングにて物理的に破砕した。マトリゲル-オルガノイド-
TrypLEの混合液をステムフル 15 mL 遠沈管（秋田住友ベーク株式会社、秋田、日本)に回
収し、37℃ 恒温槽で 5分間反応させた。10 回のタッピングによりオルガノイドを破砕し
た。15 mLチューブに PBS 10 ml を加え、TrypLEを失活させた。4℃、1500 rpm、5 分間
の遠心後、上清を吸引した。PBS 500 µL を加えて細胞を懸濁し、プロテオセーブ SS 1.5 
mL チューブ（秋田住友ベーク株式会社、秋田、日本)に回収した。再度 15 mL チューブ
に PBS 500 µLを加え、1.5 mL チューブに回収した。4℃、1500 rpm、5 分間の遠心後、
上清を吸引した。マトリゲルと懸濁する際、マトリゲルの急速な凝固を防ぐため、1.5 mL
チューブは氷上のクーリングチューブラックに置いた。マトリゲルのチューブも氷上のク
ーリングチューブラックに置いた。細胞の播種には、予め 4℃で冷やした ART チップを使
用した。マトリゲルを ART チップで取り、細胞と懸濁させ、48 ウェルプレートに 25 µL/
ウェルで播種した。10 分～20 分間プレートを CO2インキュベーターに入れ、マトリゲル
を固化させた。その後、OCCMを 250 µL/ウェルで加え、37℃, 5% CO2下で培養した。
培地交換は 3日に 1回、継代は 7日に 1回を目安とした。 

 
ヒト膵がんオルガノイドの凍結と融解 
オルガノイドの凍結は、プロテオセーブ SS 1.5 mL チューブにオルガノイドを回収する

手順まで継代と同じ方法で行った。その後、Cell Reservoir One（ナカライテスク、京都、
日本)を凍結するウェル 1ウェルにつき 250 µL で懸濁し、クライオチューブに 250 µLず
つ分注した。まず-80℃で一晩凍結させ、その後に液体窒素タンクに移動させた。オルガノ
イドの融解は、プロテオセーブ SS 1.5 mLチューブに PBS 500 µL を入れることから開始
した。37℃ 恒温槽で融解したオルガノイド懸濁液と 1.5 mL チューブ内の PBS を懸濁し
た。4℃、1500 rpm、5分間の遠心後、上清を吸引した。PBS 500 µLを入れ、再度遠心を
行った。上清を吸引した後、継代と同様の手順で 48 ウェルプレートに播種した。融解時
の培地は、5 µM Y27632（Selleck, HOU, USA)含有 OCCMを入れ、3 日後の培地交換か
ら通常のOCCM に切り替えた。 
 
バイオセンサー発現オルガノイドの樹立 

ERK バイオセンサーEKAREN5[36]を改変し、mTurquoise2を mTurquoise-GL [86]
に、YPet をコドン変異体にそれぞれ置換した新規 ERK バイオセンサー、EKAREN5-gl-
NLS を使用した。この改良により、ドナーおよびアクセプター蛍光タンパク質の DNA 配
列の相同性を低減し、レンチウイルスベクターによる遺伝子導入時の相同組み換えに起因
する蛍光消失のリスクを抑えることを目的とした。本研究で使用した AMPK バイオセン
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サーは所属研究室（生体制御学分野、博士 2 年まで在籍）で作製されたものであり既に報
告されている[87]。 

 
オルガノイドへのバイオセンサーの導入には、レンチウイルスベクターを用いた。ま

ず、レンチウイルス作製のため、70～90%コンフルエントの Lenti-X 293T細胞を用意し
た。各 pCSII プラスミドを Opti-MEM（Thermo Fisher Scientific, MA, USA)、PEImax
（Polyscience, PA, USA)、pCMV-VSV-G-RSV-Rev（RIKEN、神戸、日本)、psPAX2
（Addgene, NY, USA)を使用して細胞にトランスフェクションした。CO2インキュベータ
ー内で 2日間培養した後 40 µｍフィルター（クラボウ、大阪、日本)とシリンジ（テル
モ、京都、日本)を用いてウイルスを回収した。ウイルスを濃縮するために、4x PEG溶液
（PEG6000から研究室にて作製)をウイルスに添加し、チューブを転倒混和した。4℃で
一晩保存した後、室温、2600 g、30 分間で遠心した。上清を除去し、再度遠心（室温、
2600 g、5 分間)を行った。上清を除去した後、ペレットをOpti-MEM で懸濁した。作製
した高濃度ウイルスは、使用まで-80℃の冷凍庫で保存した。 
 
オルガノイドへの感染は、スピンフェクション法で行った。オルガノイドは継代と同様

の手順で、TrypLE 処理、失活化、遠心を行った。上清を吸引後、10 µM Y27632と 1x 
polybrene（ナカライテスク、京都、日本)を含むOCCM に懸濁し、96 ウェル浮遊細胞用
プレート(秋田住友ベーク株式会社、秋田、日本)の中央付近のウェルに入れた。このウェ
ルにウイルスを 1:1 の割合で添加し、懸濁した。プレートを室温、600 g、60 分間で遠心
した。その後 CO2インキュベーターで 6 時間培養した。細胞をプロテオセーブ SS 1.5 mL
チューブに回収して遠心し、マトリゲルと懸濁し播種した。マトリゲルを固化させた後に
OCCMを添加して培養した。感染から 2 日後、UPlanFL N 4x/0.13 PhLレンズ（オリン
パス, 東京, 日本)と CPlanN 10x/0.25 RC1（オリンパス, 東京, 日本) を搭載した蛍光顕
微鏡 CKX41（オリンパス, 東京, 日本)を用いて蛍光を観察した。 

 
位相差顕微鏡を用いたオルガノイド撮影 
継代後のオルガノイドの観察には、位相差顕微鏡 Axiovert25（Carl Zeiss, Oberkochen, 

German)を使用した。対物レンズは 10x×/0.25 NA dry objective lens（Carl Zeiss, 
Oberkochen, German)、20x×/0.30 NA dry objective lens（Carl Zeiss, Oberkochen, 
German)を使用した。画像の取得には、デジタル一眼レフカメラ D5100（Nikon, 東京, 
日本)を使用した。 

 
インキュベーター型二光子励起顕微鏡を用いた蛍光ライブイメージング 
オルガノイドとマトリゲルの懸濁液を 10 µL/ウェル、OCCMを 200 µL/ウェルでガラ

スボトム 96ウェルプレート EZVIEW Culture Plate LB（AGCテクノグラス株式会社、静
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岡、日本)に播種し、観察した。蛍光ライブイメージングには、顕微鏡ソフトウェア
Fluoview FV10-ASW（オリンパス、東京、日本)および水補給ソフト Water Supply（オリ
ンパス、東京、日本)を搭載したインキュベーター型二光子顕微鏡 LCV110-MP（オリンパ
ス、東京、日本)を用いた。レーザーは InSight DeepSee（Spectra Physics、東京、日本)が
搭載されていた。 

 
対物レンズは 25x/1.05 NA water objective lens（XLPLN25XWMP2; オリンパス、東

京、日本) を使用した。透過像に加えて、以下の蛍光フィルターセットを用いて蛍光画像
を取得した。CFPは IR Cut Filter 32BA750RIF（AW3361) 、ダイクロイックミラー 
SDM505、RDM445XL 、Emission filter 32BA460-500 を用いた。YFPは IR Cut Filter 
32BA750RIF（AW3361) 、ダイクロイックミラー SDM505、SDM570、Emission filter 
32BA520-560 を用いた。水補給は、4分間隔、給水時間 1秒で行った。 

 
スキャン速度は 1ピクセルあたり 4 µs で統一した。検出器は RXD1、RXD2、

GaAsP1、GaAsP2の 4 種類あり、RXD1 と RXD2 に対して GaAsP1 とGaAsP2 は高感度
である。そのため、撮影には GaAsP1（CFP)とGaAsP2（FRET)を用いた。検出器の電圧
はバイオセンサーごとに決定し、すべての実験を通して固定した。ERKバイオセンサー発
現オルガノイドの観察では、GaAsP1は Gain 0、Offset 0、Voltage 615 V、GaAsP2 は
Gain 0、Offset 0、Voltage 550 V で撮影した。AMPK バイオセンサー発現オルガノイドの
観察では、GaAsP1 は Gain 0、Offset 0、Voltage 515 V、GaAsP2 はGain 0、Offset 0、
Voltage 500 Vで撮影した。励起波長は 840 nm を使用した。レーザーの出力はバイオセン
サーの明るさに応じて調整した。Zスタック画像の間隔は 3 µm とした。 
 
共焦点顕微鏡を用いた蛍光ライブイメージング 
オルガノイドとマトリゲルの懸濁液を 10 µL/ウェル、OCCMを 200 µL/ウェルでガラ

スボトム 96ウェルプレートに播種し、観察した。蛍光ライブイメージングには、共焦点
レーザー顕微鏡 TCS SP8 X FALCON（Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)を用い
た。画像取得は、顕微鏡ソフトウェア Leica Application Suite X（Leica Microsystems, 
Wetzlar, Germany)を用いて行われた。ステージトップインキュベーター（東海ヒット、静
岡、日本)を用いて観察した。レーザーは 440 nm ps pulsed diode laser（PDL 800-D; 
PicoQuant, Berlin, Germany)、検出器は a Lecia HyD detector（Leica Microsystems, 
Wetzlar, Germany)、対物レンズは HC PL APO 20×/0.75 NA CS2（Leica Microsystems, 
Wetzlar, Germany)を用いた。CFPの検出波長は 459～487 nm、FRET の検出波長は 512
～534 nmに設定した。観察前に、プレートとレンズを 30 分温めてから使用した。 
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Booster-AMPK の作製 
橙色蛍光タンパク質 Monomeric Kusabira-Orange kappa（mKOk)と遠赤色蛍光タンパ

ク質 Monomeric Kate2（mKate2)を使用した AMPK の FRET バイオセンサーBooster-
AMPKは、所属する研究室で開発された PKAバイオセンサーBooster-PKAの骨格を使用
して作成した。まず、Booster-PKA のプラスミドに制限酵素処理を行い、PKA 基質ドメイ
ンを含まない DNA断片をベクターとして用意した。続いて、PCRを用いて AMPK 基質
特異的なフォワードプライマーとリバースプライマーのアニーリングを行い、目的のイン
サートの DNA断片を得た。ベクターとインサートのライゲーションを行った後、トラン
スフォーメーションを行った。大腸菌からプラスミド DNAを精製した。制限酵素処理に
て AMPK 基質の導入を確認したプラスミドを実験に使用した。 
 
Booster-AMPK の観察 

HeLa 細胞を 2×104細胞/ウェルでガラスボトム 96ウェルプレートに播種し、Opti-
MEM（Thermo Fisher Scientific, MA, USA)および 293Fectin（Thermo Fisher Scientific, 
MA, USA)を用いて、Booster-AMPK のトランスフェクションを行った。Booster-AMPK
の DNA は 0.5 µg/ウェルとした。トランスフェクションの 3 時間後に培地を DMEM培地 
（Thermo Fisher Scientific, MA, USA)に変更した。翌日、ステージトップインキュベータ
ー（東海ヒット, 静岡, 日本)搭載の倒立顕微鏡NikonTi2（Nikon, 東京, 日本)を使用し観
察した。CFPと YFP から成る AMPKバイオセンサーの励起には、励起フィルター426～
446 nm、ダイクロックミラー455SP（short pass; SP)を用いた。CFPは 460～500 nm、
FRET は 510～560 nmの蛍光フィルターで検出した。mKOk とmKate2 から成る Booster-
PKA と Booster-AMPKの観察には、励起フィルター460～500 nm、ダイクロックミラー
510SP を用いた。mKOk は 575～615 nm、mKate2 は 633 nm以上を通す蛍光フィルター
で検出した。対物レンズは 20x/0.7 NA S PlanFluor LWD ADM Ph2（Nikon, 東京, 日本)
を用いた。 

 
バイオセンサーの機能を評価するため、それぞれ異なる活性化剤で刺激を行った。PKA

バイオセンサーは Forskolin 50 µM、AMPK バイオセンサーは 2-DG 10 mM で刺激した
（2-DG: 2-Deoxy-D-glucose)。活性化剤含有培地は、アルミブロック恒温槽 DTU-1B
（TAITEC, 東京, 日本)にて 37℃に温めてから細胞に添加した。解析は無償配布されてい
る画像解析ソフト ImageJを用いて行い、各実験条件において 7～13 細胞の細胞質の蛍光
強度を測定した。FRETのドナーとアクセプターの蛍光強度比（FRET比) を算出し、刺
激剤添加前後で比較した。撮影開始時の FRET比を 1として、各タイムポイントの FRET
比を算出した。活性化剤添加後 15 分における相対 FRET比の平均を、各条件の FRET比
増加度とした。 
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ゲル全体観察 
ガラスボトム 96ウェルプレート EZVIEW Culture Plate LB に 1000 細胞を播種し、

ERK バイオセンサー発現オルガノイドは 7日目に、AMPK バイオセンサー発現オルガノ
イドは 13 日目に観察した。ゲル全体観察にはインキュベーター型二光子顕微鏡 LCV110-
MP を用いた。画像取得は、3 µm ずつの Z スタックで 400～500 枚の撮影を行い、49 視
野（7×7 視野) または 64 視野（8×8 視野)のタイリング画像を取得した。 
 
ストレイナー実験 
オルガノイドの継代の手順に従い、プロテオセーブ SS 1.5 mLチューブに細胞を回収し

た後、20 µm ストレイナー（フナコシ、東京、日本)を通す群と通さない群を用意した。ス
トレイナー処理後に細胞数を計測し、ガラスボトム 96 ウェルプレート EZVIEW Culture 
Plate LB に細胞を播種した。 
 
オルガノイドピックアップ 

3.5 cm プラスチックボトムディッシュ（Thermo Fisher Scientific, MA, USA)にオルガ
ノイドを播種した。ピックアップ前に、プロテオセーブ SS 1.5 mLチューブに 500 µL の
PBS を準備した。10x/0.25 NA dry objective lensを搭載した位相差顕微鏡 Axiovert25 で観
察しながら、ピペットマンを用いてオルガノイドを回収した。チューブを 4℃、1300 
rpm、5分間で遠心した。上清を除去した後、TrypLE を添加し 37℃の恒温槽で 5 分間、
反応させた。PBS で洗浄して TrypLEを失活させた後、再度遠心した。上清を除去し、細
胞をガラスボトム 96ウェルプレート EZVIEW Culture Plate LB に播種して観察を実施し
た。 
 
オルガノイドへの薬剤添加実験 
既報を参考に、PD0325901 200 nM、HCQ 50 µMの OCCMを使用した

（PD0325901[35]、HCQ [1, 88, 89])。PD0325901 の溶媒として Dimethyl sulfoxide
（DMSO)、HCQ の溶媒としてミリQ 水を使用した。コンビネーション実験では、それ
ぞれ単剤療法と同様の濃度に設定し、PD0325901 200 nM、HCQ 50 µMとなるOCCM
を使用した。PD0325901と HCQ の長期間添加実験にはインキュベーター型二光子顕微鏡
LCV110-MP を、コンビネーション実験には共焦点レーザー顕微鏡 TCS SP8 X FALCON
を用いた。画像取得は 3 µm ずつの Z スタックで 63 枚撮影し、25 視野（5×5 視野) のタ
イリング画像を取得した。 
 
死細胞染色 
死細胞染色には、SYTOX AAdvanced（Thermo Fisher Scientific, MA, USA)を使用し

た。SYTOX AAdvancedの最終濃度は 1 µM とし、観察の 45 分前に培地に添加した。死細
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胞染色の観察には、共焦点レーザー顕微鏡 TCS SP8 X FALCONを使用した。波長可変レ
ーザーであるWhite Light Laser（Leica Microsystems, Wetzlar, Germany）を用いて 561 
nm で励起し、570～627 nm で検出した。 
 
画像解析と定量的解析 

ERK バイオセンサーと AMPK バイオセンサーを発現する PDACオルガノイドの 3D 画
像解析には、Image J のプラグインである Trackmate [90]および Cellpose [91]を使用し、
シングルセル情報を取得した。MATLAB ソフトウェア（Mathworks, MA, USA)を使用し
てクラスタ―解析を行い、ユークリッド距離が 20 µm以内の細胞群を単一クラスタ―とし
て認識した。定量的解析では、10 個以上の細胞から構成されるクラスターをオルガノイド
と定義した。オルガノイド形成効率は、10 個未満の細胞から成るクラスターを含むすべて
のクラスタ―数に対するオルガノイド数の割合として算出した。細胞の空間マッピングも
Matlabソフトウェアによって実施された。 

 
統計解析 
2 群の平均値の比較には Excel ソフトウェアを用い、t 検定を実施した。エラーバーはすべ
て平均値±標準誤差で示した。 
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結果 
1. 患者由来膵管腺がんオルガノイドのイメージング戦略 

1-1. 患者由来膵管腺がんオルガノイドの培養 
本研究では、10 種類の異なる患者由来 PDAC オルガノイドを使用した。オルガノイド

の培養には、マトリゲルを用いた 3 次元培養システムを採用した。マトリゲルは、細胞外
基質が豊富な Engelbreth-Holm-Swarm マウス肉腫細胞から単離された再構成基底膜であ
り、3 次元培養において広く利用されている。がん細胞は正常細胞と比較して、シグナル
伝達経路を恒常的に活性化させることで成長しやすくなっていることから、成長因子の含
有量が少ないマトリゲルを選択した。マトリゲルの物理的特性を活用し、4℃で液体状態
のマトリゲルを 37℃で 10〜20 分間加温することで固化させた。具体的には、細胞とマト
リゲルの懸濁液をウェルに分注し、固化後に周囲に培地を添加する培養方法を採用した(図
3A)。培地は、DMEM/F12 培地をベースとし、特定の成長因子を添加したOCCMを使用
した。 
培地の長期保存による成長因子等の分解を防ぐために、成長因子等を添加していないオ

ルガノイド培養基礎培地(Organoid culture basal media; OCBM)を作成し、保管した。
OCBMは、DMEM/F12 no phenol red、緩衝材である HEPES、細胞のエネルギー源とな
る Sodium Pyruvate、抗菌剤である Penicillin-Streptomycin、L-グルタミンの細胞培養サ
プリメント GlutaMax から構成される。 

OCCMは、さらに 10 種類の成長因子等を添加したものであり、調整後 2週間以内に使
用することとした。Wnt 経路を活性化するWnt-3a と R-spondin 1、骨形成タンパク質
BMP4 を阻害するNoggin、Notch経路を活性化する FGF-10、ERK経路を活性化する
EGF、膵臓腺房細胞を刺激する膵臓の成長因子 Gastrin I、TGF-β経路を阻害する A-83-
01、レチノイン酸を活性化する B-27™ Supplement、細胞死を抑制するNicotinamide、酸
化防止剤の N-acetyl-L-cysteineをOCBM 培地に添加し、OCCM を作製した。 
本研究では、遺伝的背景の異なる 10 種類の患者由来オルガノイド株 KYK001、

KYK002、KYK006、KYK011、KYK027、KYK036、KYK041、KYK054、KYK069、
KYK077を使用した(図 3B、図 3C)。既報と同様に、これらの PDACオルガノイドは球状
の三次元構造を形成した[92, 93]。 
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図 3. 患者由来 PDACオルガノイド 

(A) 患者由来 PDACオルガノイドの培養方法。 
(B) 10 種類の患者由来 PDACオルガノイド株の明視野画像。スケールバー: 50 µm。 
(C) 各オルガノイド株における、Big4 と呼ばれる膵がんの主なドライバー遺伝子について

の遺伝情報。 

 
1-2. 二光子顕微鏡を用いたオルガノイド観察 
オルガノイド観察を実施するための顕微鏡を検討した。共焦点顕微鏡は比較的簡便な設

備で観察可能であり、通常の蛍光顕微鏡と比較して高輝度かつ高感度な画像取得が可能で
ある。しかし、細胞へのダメージが大きく蛍光の退色や光毒性のリスクが高い。対照的
に、二光子顕微鏡は大規模な設備を要するものの、焦点面のみを選択的に励起し、長波長
の蛍光レーザーを使用することで、細胞ダメージを最小限に抑え、蛍光の退色を遅延させ
ることができる。さらに、二光子顕微鏡で使用される長波長の光は細胞や生体内を通過し
やすいため、深部観察に適している。対物レンズの作動距離の違いを考慮しても、二光子
顕微鏡の方が深部まで観察可能である（共焦点顕微鏡 20x dry レンズ; 作動距離 620 
µm、二光子顕微鏡 25x dry レンズ: 作動距離 1.8 mm)。これらの特性から、マトリゲル深
部の観察には二光子顕微鏡がより適していると結論づけた。本研究で用いた二光子顕微鏡
はインキュベーターを備えており（図 4)、従来のステージトップインキュベーターと比較
して、より安定した細胞培養環境を提供できる。これにより、長時間にわたるライブセル
イメージングが可能となった。 
 

図 4.二光子顕微鏡の管理システム 
二光子顕微鏡の管理システムの説明。インキュベーターの中に倒立の水浸レンズがあり、水
を補給することにより観察が可能となる。 

 
1-3. FRETバイオセンサーのオルガノイドへの導入と観察 
EGFR-Ras-ERKシグナル伝達経路などの主要な薬剤標的に関するがん患者由来オルガ

ノイドにおける分子動態については、ほとんど解明されていない。そこで本研究では、
ERK および AMPKの FRET バイオセンサーをオルガノイドに発現させ、シングルセルレ
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ベルでのシグナル活性を観察した。ERK 活性の可視化には、核内局在型の FRET バイオセ
ンサーEKAREN5[36]を改良した EKAREN5-gl-NLS を使用した（図 5A)。EKAREN5-gl-
NLS は、相同組み換えをおこす２つの蛍光タンパク質配列間のホモロジーを減少させた改
変型である。一方、AMPK 活性の観察には、細胞質型 FRET バイオセンサーAMPKAR-
EV を使用した[87]（図 5B)。 
遺伝子導入には、レンチウイルスベクターを採用した。従来、レトロウイルスを用いた

オルガノイドへの遺伝子導入が報告されていたが、レトロウイルスは増殖期でない細胞へ
の遺伝子導入が困難であった[94]。本研究では、この制限を克服するためにレンチウイル
スベクターを選択し、遺伝子導入を行った。ウイルス感染効率は 80%から 90%と高い効率
を示した。バイオセンサーの機能を確認するため、ERKの上流因子 MEKの阻害剤と、解
糖系阻害剤 2-DGをそれぞれのバイオセンサー発現オルガノイドに添加した。2-DG は解
糖系を阻害することにより、AMPK の活性化を誘導することが期待される。その結果、薬
剤添加後の活性変化が観察され、両バイオセンサーの妥当性が確認された （図 5C、図
5D)。二光子顕微鏡観察の結果、オルガノイドの３次元構造が可視化された（図 5E)。さ
らに、ERK 活性と AMPK 活性のシングルセルレベルでの可視化に成功した。興味深いこ
とに、これらの活性はオルガノイド内で不均一な分布を示した(図 5F、図 5G)。 
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図 5. FRETバイオセンサー発現オルガノイドのイメージング 
(A) ERK活性を検出するための FRETバイオセンサーの模式図。 
(B) AMPK活性を検出するための FRET バイオセンサーの模式図。 
(C) ERKバイオセンサーの応答確認（KYK001）。MEK阻害剤: 200 nM。(DMSO: n = 132, 

MEK阻害剤: n = 122) 
(D) AMPKバイオセンサーの応答確認（KYK001）。2-DG: 100 mM。(DDW: n = 35, 2-DG: n 

= 24) 
(E) KYK001 の ERK 活性の Ratio 画像の 3D 表示。色は ERK 活性を示している。赤いと

ERK活性が高く、青いと ERK活性が低い。 
(F) ERKバイオセンサー発現オルガノイド（KYK001）の明視野と ERK 活性の Ratio画像。

色は ERK 活性を示している。赤いと ERK 活性が高く、青いと ERK 活性が低い。スケ
ールバー: 30 µm。 

(G) AMPKバイオセンサー発現オルガノイド（KYK001）の明視野と AMPK活性の Ratio画
像。色は AMPK 活性を示している。赤いと AMPK活性が高く、青いと AMPK 活性が低
い。スケールバー: 30 µm。 

 
1-4. Booster-AMPK の開発と評価 
細胞内シグナル伝達経路は、相互に複雑に関連して機能している。そのため、複数の細

胞内シグナル伝達経路を同時に観察することで、オルガノイドにおける細胞内シグナルネ
ットワークの包括的理解が可能になると考えた。そこで、本研究で着目した ERK活性と
AMPK活性の同時観察を計画した。本研究で使用した二光子顕微鏡は 4つの蛍光検出器を
備えており、最大 4 色の蛍光イメージングが可能である。しかし、既存の ERK バイオセ
ンサーと AMPKバイオセンサー（4031NES)はどちらも CFP と YFP を使用しているた
め、同時観察は技術的に困難であった。この課題を解決するため、橙色蛍光タンパク質
mKOk と遠赤色蛍光タンパク質 mKate2 から成る PKA バイオセンサー（Booster-PKA: 
4493NES) [41]の骨格を利用し、新規 AMPKバイオセンサー（Booster-AMPK)を作成し
た（図 6A)。具体的には、4493NES の PKA 基質を 4031NES の AMPK基質に置換した。 

 
1 分子型 FRET バイオセンサーの FRET 効率は、蛍光タンパク質間の距離と角度に依存

する[39]。したがって、各ドメインの配列長とアミノ酸の組成が FRET効率に大きく影響
する。4031NES の AMPK 基質は、4493NES で用いた PKA 基質の 2倍以上の長さである
ため、最適な AMPK基質配列探索が必要であった。この目的のため、異なる長さの
AMPK基質配列を持つ種類のバリアント（4601NES、4603NES、4604NES、4605NES、
4608NES）を作成した(図 6B)。 

 
次に、Booster-AMPKをHeLa 細胞に導入し機能評価を行った。mKOk とmKate2 を観
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察するための光学的コントロールとして 4493NES、AMPK 刺激のコントロールとして
4031NESを用意した。評価の結果、1.3 以上の FRET 比増加度を示した 4493NESと
4031NESに対して、Booster-AMPKの FRET 比増加度は 1.13 にとどまった（図 6C）。さ
らに、4601NES は細胞質型として検出されず、FRET 比増加度も他の Booster-AMPK バ
リアントより低かった。配列解析の結果、4601NES ではNES配列が欠失していることが
判明した。 

 
多色同時観察における重大な技術的課題は、YFPと mKOk の蛍光波長が近接してお

り、相互の検出器への蛍光の漏れ込みが生じることであった。漏れ込み度合いの正確な計
算には高い FRET比増加率が必要となる。しかし、Booster-AMPKの FRET 比増加率
1.13 は、FRET バイオセンサーとしては不十分であり、精密な漏れ込みの計算が困難であ
る。結論として、ERKバイオセンサーと AMPK バイオセンサーの同時観察は技術的制約
により中断を余儀なくされた。 

図 6. 長波長蛍光タンパク質を用いた AMPKバイオセンサー 
(A) 長波長蛍光タンパク質を用いた AMPK バイオセンサーの模式図。 
(B) 作成したバイオセンサーにおける基質のアミノ酸配列。 
(C) 各バイオセンサーにおける刺激後の応答確認。(4493NES: n = 9, 4031NES: n = 13, 

4601NES: n = 7, 4603NES: n = 10, 4604NES: n =13 , 4605NES: n =10, 4608NES: n 
=10) 

 
1-5. ゲル全体観察の概要と解析手法 
マトリゲル内には、シングルセルから大きなオルガノイドまで、多様な細胞数をもつ細

胞クラスターが共存している。これらの不均一な PDAC 細胞集団を包括的に評価するた
め、PDAC細胞を包埋するゲル全体の三次元観察を行った。二光子顕微鏡に付属するソフ
トウェアのタイリング設定を活用することで、マトリゲルのほぼ全域を観察することが可
能となった（図 7A）。マトリゲルの厚みが対物レンズの作動距離を超える場合は、プレー
トの底面から観察可能な最大範囲まで観察を行った。本研究では基本的に 1 回のみ実験を
行ったが、広範囲を撮影しているため統計解析に十分な n 数の細胞を観察できていると考
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える。 
ゲル全体観察のデータは膨大であり、効率な解析のためにプログラムを用いた解析パイ

プラインの開発が必要不可欠であった。大阪国際がんセンターの平塚徹先生の協力によ
り、シングルセルレベルでのゲル全体観察の解析が実現した。核シグナルのセグメンテー
ションは、Fiji のプラグイン Trackmateを用いて行われた。細胞質シグナルのセグメンテ
ーションには、Cellposeが活用された。細胞クラスタ―の認識は、MATLAB 関数の
pcsegdist を用いて実施された。細胞間のユークリッド距離に基づいたクラスター化がなさ
れ、20 pixel 以内の細胞を同一クラスターとした(図 7B)。この解析アプローチにより、マ
トリゲル内の不均一な細胞集団の詳細な空間的特性を明らかにすることが可能になった。 

 

図 7. ゲル全体観察の概要と解析手法 
(A) ゲル全体観察の概要図。顕微鏡のソフトウェアに付属しているタイリングのプログラム

を用い、7視野×7視野または 8 視野×8視野の広範囲での撮影を行った。 
(B) 解析パイプラインの概要図。 

 
1-6. 空間的アーチファクトの評価 
空間的なアーチファクトを確認するために、ネガティブコントロールバイオセンサー

EKAREN5-gl-NLS-TA を用いて、ゲルの全体観察を実施した。ネガティブバイオセンサー
は ERKのリン酸化部位に位置するトレオニンがアラニンに置換されており、FRETを誘導
しない特性をもつ。したがって、光学的なアーチファクトの検証に最適なツールである。
観察の結果、FRET 比の空間的な不均一性は観察されなかった(図 8)。 
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図 8. ネガティブバイオセンサーを用いたゲル全体観察 
ネガティブバイオセンサー発現オルガノイド（KYK001）を用いて、ゲル全体観察を行った
ときの細胞の XY分布図。一つひとつの点はシングルセルを示している。点が集まった部分
がオルガノイドとなる。点の色は細胞の FRET/CFP の比を示している。(n = 1)  
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2. オルガノイドにおける空間的成長パターンの不均一性 
2-1. 空間的成長パターンは患者間において不均一である 
ゲル全体観察による包括的なライブイメージングを 10 種類のオルガノイド株に対して

実施し、それぞれの空間的成長パターンを評価した。ゲル全体観察により、シングルセ
ル、数細胞のクラスターや大きく成長したオルガノイドを偏りなく可視化することが可能
となった。観察の結果、オルガノイド株間での空間的成長パターンの多様性が明らかとな
った（図 9）。KYK011 や KYK036は少数の大きなオルガノイドを形成しており、オルガノ
イドサイズの大きなばらつきがみられた。KYK002 や KYK006 は小さなオルガノイドを数
多く形成した。KYK001、KYK054、KYK069は小さいオルガノイドが比較的細胞密度が低
く存在した。KYK027、KYK041、KYK077は中程度の大きさのオルガノイドと小さいオル
ガノイドが混在していた。これらの観察結果は、各オルガノイド株の多様性を示唆してい
る。 
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図 9. ゲル全体観察におけるクラスタ―の XY分布 
1 細胞や数細胞の塊、大きく成長したオルガノイドまですべての細胞をそれぞれクラスタ―
に分けるクラスタ―解析を行った（図 7B）。クラスター解析により得られたクラスタ―の
XY分布を示した。色はクラスタ―ごとにランダムに割り当てられている。(n = 1) 
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2-2. 大多数の細胞はオルガノイドを形成できない 
本研究における画像解析では、10 個以上の細胞が閾値距離内に集合している細胞クラ

スターをオルガノイドとして定義する（図 10A)。一方、シングルセルやオルガノイドも含
むすべての細胞集団を「細胞クラスター」と定義する。閾値距離の計算は 3 次元で行っ
た。既報と一致して、オルガノイドを形成可能な細胞は非常に限られており、大多数の細
胞は 10 個未満の細胞クラスターの状態にとどまった（図 9）[95]。解析したオルガノイド
株におけるオルガノイド形成効率（オルガノイドを形成した細胞クラスターの割合）（図
10B）は、13％から 40％を示した（図 10C）。 

 

図 10. オルガノイド形成効率 
(A) オルガノイドの定義。図では 2 次元で表示しているが、実際は 3 次元である。 
(B) オルガノイド形成効率の計算方法。 
(C) 10 種類のオルガノイド株におけるオルガノイド形成効率。(KYK001: n = 4658, KYK002: 

n = 5288, KYK006: n = 8297, KYK011: n = 9334, KYK027: n = 4434, KYK036: n = 9676, 
KYK041: n = 8029, KYK054: n = 2748, KYK069: n = 3577, KYK077: n = 4720) 

 
2-3. PDACのマトリゲル内での成長パターンを 4つの指標で定量化した 
同一の細胞数をマトリゲル内に播種した PDACの増殖特性は、同一時系列における

（1）全細胞数、（2）平均オルガノイドサイズ、（3）最大オルガノイドサイズ、（4）オル
ガノイド形成効率の 4つの指標を用いて定量化された。オルガノイドサイズは、オルガノ
イド内の細胞数で示される。全細胞数と平均オルガノイドサイズ、最大オルガノイドサイ
ズの比較では弱い正の相関がみられ、一方で全細胞数とオルガノイド形成効率の間には相
関がみられなかった（図 11A-C)。これら 4つの指標を用いて、10種類のオルガノイド株
のマトリゲル内での増殖能を多面的に評価した（図 10C、図 11D-F)。例えば、KYK036
は最も細胞数が多いが、最も高いオルガノイド形成効率を示したのは KYK001 の 40%だっ
た。KYK011は中程度のオルガノイド形成効率を示しながら、1,000細胞以上から構成さ
れる大型オルガノイドを形成した。対照的に、KYK002 は大型オルガノイドを形成しなか
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ったものの、同等の細胞数のオルガノイドを均一に形成した。偏りのないゲル全体観察に
より、シングルセルからシングルオルガノイドに至るまで、各オルガノイド株の多様な細
胞ダイナミクスが様々な角度から明らかにされた。 
 

図 11. オルガノイドの空間的成長パターンの評価 
(A-F) オルガノイドの空間的成長パターンの評価。(KYK001: n = 4658, KYK002: n = 5288, 

KYK006: n = 8297, KYK011: n = 9334, KYK027: n = 4434, KYK036: n = 9676, KYK041: n = 
8029, KYK054: n = 2748, KYK069: n = 3577, KYK077: n = 4720) 
(A) 10 種類のオルガノイド株における全細胞数と平均オルガノイドサイズ。 
(B) 10 種類のオルガノイド株における全細胞数と最大オルガノイドサイズ。 
(C) 10 種類のオルガノイド株における全細胞数とオルガノイド形成効率。 
(D) 10 種類のオルガノイド株における全細胞数の定量結果。 
(E) 10 種類のオルガノイド株における平均オルガノイドサイズの定量結果。 
(F) 10 種類のオルガノイド株における最大オルガノイドサイズの定量結果。 

 
2-4. オルガノイドは不均一に成長する 
オルガノイドサイズの不均一性の原因を探るため、KYK001 を用いて細胞数の偏りを検

証する実験を行った。20 µmのストレイナーを用いて細胞をほぼシングルセルまで分散さ
せたのち、播種後の空間的成長パターンの均一性を調査した。20 µmのストレイナーを通
した群と通していない群を用意し、播種後 0 日目と 9日目にゲル全体観察を行った。当
初、ストレイナーによってシングルセルへの分離を期待したが、ストレイナーの有無に関
わらず、播種時点で既に 80%程度の細胞がシングルセル状態であることが明らかになった 
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(図 12A)。なお、本予備実験においては、手技の問題で播種後のストレイナーありの細胞
数はストレイナーなしの約 2倍となってしまっている（図 12B）。空間分布においても細
胞数の違いは明らかであり、ストレイナーありにおいてより高い細胞密度が観察された
（図 12C）。播種後 9日目にゲル全体観察を行った結果、ストレイナーの処理にかかわら
ず、不均一な空間成長パターンが観察された（図 12D）。これらの知見から、当初想定し
ていた播種時の細胞数の偏りが不均一性の直接的な原因ではないことが示された。むし
ろ、シングルセルの状態から不均一な空間パターンが生じることが明らかとなり、オルガ
ノイド形成における新たな知見が得られた。 
 

図 12. ストレイナーを使用した播種のオルガノイド増殖への影響 
(A) 0 日目（播種日）におけるクラスタ―サイズの比較。(ストレイナ－なし: n = 344, スト

レイナ－あり: n = 727) 
(B) 0 日目（播種日）における全細胞数の比較。(ストレイナ－なし: n = 344, ストレイナ－

あり: n = 727) 
(C) 0 日目（播種日）におけるゲル全体の XY 細胞分布。一つひとつの点はシングルセルを

示している。点が集まった部分がオルガノイドとなる。点の色は細胞の ERK 活性を示
している。赤いと ERK活性が高く、青いと ERK活性が低い。ストレイナーなし（左）、
ストレイナーあり（右）。(n = 1) 

(D) 9日目におけるゲル全体のXY細胞分布。一つひとつの点はシングルセルを示している。
点が集まった部分がオルガノイドとなる。点の色は細胞の ERK 活性を示している。赤
いと ERK 活性が高く、青いと ERK 活性が低い。ストレイナーなし（左）、ストレイナ
ーあり（右）。(n = 1) 
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2-5. 「勝者」オルガノイドの細胞は継代後も大型オルガノイドを形成する 
ではオルガノイドを形成する細胞群とオルガノイドを形成しない細胞群はどのように決

定されるのか？大きなオルガノイドの形成能は娘細胞に伝搬されるのか？これらの問題を
検証するため、（1）ゲル内の最大オルガノイド（勝者オルガノイド）と（2）小さなオル
ガノイド群（敗者オルガノイド）をピックアップし、実験を行った（図 13A）。実験には
KYK011を用いた。ピックアップしたオルガノイドを TrypLEで分散させて継代し、0日
目と 9 日目にゲル全体の観察を行った。0日目において勝者オルガノイドは敗者オルガノ
イドよりも播種細胞数が多く、この傾向は 9 日目も同様に維持された（図 13B）。0日目の
平均オルガノイドサイズは同程度であったにもかかわらず、9日目には勝者オルガノイド
の方が高い平均オルガノイドサイズを示した（図 13C）。これは、勝者オルガノイドの細
胞が継代後も大型のオルガノイドを形成する能力を持つことを示唆している。一方、オル
ガノイド形成効率では 9日目の観察において、敗者オルガノイドの形成効率が勝者オルガ
ノイドを上回った（図 13D）。つまり、オルガノイド形成効率は低いが、大型のオルガノ
イドを形成する細胞集団と、高いオルガノイド形成効率を示すが、大きくはならないオル
ガノイドの細胞集団という特徴づけができる。この現象は、大型オルガノイドを形成する
KYK011や、多数の小型オルガノイドを生成する KYK006のパターンと類似していた。こ
の結果は、勝者オルガノイドはパラクライン依存性細胞群であり、ある程度大きくなると
加速度的に大きくなる可能性を示唆する。 
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図 13. ピックアップしたオルガノイドの増殖 
(A) ピックアップ前後の明視野画像。大きく成長した勝者オルガノイド（上）、小さなオル

ガノイド群（下）。スケールバー: 150 µm。 
(B-D) ピックアップしたオルガノイドの増殖評価。(0日目勝者オルガノイド: n = 2501, 0日
目敗者オルガノイド: n = 1718, 9日目勝者オルガノイド: n = 55802, 9日目敗者オルガノイ
ド: n = 46858) 
(B) 全細胞数の比較。0日目（左）、9日目（右）。 
(C) 平均オルガノイドサイズの比較。0日目（左）、9日目（右）。 
(D) オルガノイド形成効率の比較。0 日目（左）、9日目（右）。 
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3. オルガノイドにおける ERK 活性の不均一性 
3-1. 患者間、オルガノイド間、単一オルガノイド内の細胞間における ERK 活性の不均

一性を解析した 
シングルセルレベルの FRET 解析を通じて、不均一な細胞増殖能と ERK MAPK シグナ

ル活性の関連性を検討した。そのためにまず、10種類の患者由来オルガノイド株における
ERK 活性の空間分布をマッピングし、患者間（オルガノイド株間）、各マトリゲル内のオ
ルガノイド間、オルガノイドの個々の細胞間での不均一性を解析した（図 14A、図
14B）。 
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図 14. ゲル全体観察における ERK活性の XY空間分布 
(A) ERK バイオセンサー発現オルガノイドのゲル全体観察から得られた、10 種類のオルガ

ノイド株における ERK 活性の XY 空間分布。一つひとつの点はシングルセルを示して
いる。点が集まった部分がオルガノイドとなる。点の色は細胞の ERK 活性を示してい
る。赤いと ERK 活性が高く、青いと ERK 活性が低い。(n = 1) 

(B) KYK011 の一部の拡大図。一つひとつの点はシングルセルを示している。点が集まった
部分がオルガノイドとなる。点の色は細胞の ERK活性を示している。赤いと ERK 活性
が高く、青いと ERK 活性が低い。 

 
3-2. 10個のオルガノイドにおける ERK活性と ERK活性の不均一性が定量化された               
10 株のオルガノイドを比較したところ、全体的な平均 ERK 活性だけでなく、

FRET/CFP 値の標準偏差で示される ERK活性の不均一性においても、大きなばらつきが
観察された(図 15A)。例えば、KYK011 は最も高い平均 ERK活性を示す一方、KYK001は
最も低い平均 ERK 活性を示した。KYK011と KYK002 を比較すると、平均 ERK 活性は同
程度であったが、ERK活性の不均一性のレベルには明確な差異が認められた。統計学解析
において、平均 ERK活性、ERK活性の標準偏差とオルガノイド形成効率との間に相関は
見出されなかった（図 15B)。一方、平均 ERK 活性、ERK活性の標準偏差と平均オルガノ
イドサイズは正の相関を示した（図 15C）。個々のオルガノイドを詳細に観察すること
で、ERK 活性と増殖能との関係を多面的に評価することが可能となった。また本研究で
は、広視野を観察したため基本的に 1回のみの実験としている。実験の再現性に関しては
ERK バイオセンサー発現 KYK001のゲル全体観察で確認しており、オルガノイドのサイ
ズや ERK 活性のばらつきは小さかったが、オルガノイド形成効率は大きく異なってい
た。 
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図 15. オルガノイドの増殖と ERK活性 
(A-C) オルガノイドの増殖と ERK活性の定量評価。(KYK001: n = 4658, KYK002: n = 5288, 

KYK006: n = 8297, KYK011: n = 9334, KYK027: n = 4434, KYK036: n = 9676, KYK041: n = 
8029, KYK054: n = 2748, KYK069: n = 3577, KYK077: n = 4720) 
(A) 10 種類のオルガノイド株における ERK 活性に関する指標の定量結果。平均 ERK 活性

（左）、ERK 活性の標準偏差（右）。 
(B) 10 種類のオルガノイド株におけるオルガノイド形成効率と、ERK 活性に関する指標。

平均 ERK活性（左）、ERK 活性の標準偏差（右）。 
(C) 10 種類のオルガノイド株における平均オルガノイドサイズと、ERK活性に関する指標。

平均 ERK活性（左）、ERK 活性の標準偏差（右）。 

 
3-3. 大型オルガノイドは低い ERK活性を示す 
細胞クラスター解析から、オルガノイドサイズと ERK 活性の興味深い関係が明らかに

なった。図 16 では細胞数が 10 以上のオルガノイド内を赤色の点で、9 以下のオルガノイ
ドを灰色の点で示している。赤色の点の分布は、横軸を底辺とし、縦軸を高さとする直角
三角形の形に類似する。すなわち、オルガノイドサイズが小さいうちは ERK 活性は低～
高の分布を示すが、クラスターサイズが大きくなるにつれ、ERK 活性が低い方に収束する
傾向が認められた。KYK002や KYK027のように、その傾向が判然としないものもある
が、オルガノイド株の大部分でこの傾向が広く認められた。10 細胞未満の小さな細胞集団
は、活発に増殖している細胞と死滅した細胞が混在する、非常にばらつきのある ERK活
性を示した（図 16）。細胞クラスター内の細胞数の増加に伴う ERK 活性の全体的な低下傾
向は、オルガノイド増殖の初期段階における ERKの重要な役割を示唆している。 
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図 16. クラスタ―サイズと平均 ERK 活性 
各オルガノイド株で検出されたすべてのクラスタ―に対し、クラスターサイズとそのクラ
スターにおける平均ERK活性をプロットした。9細胞以下から成る細胞クラスタ―（灰色）、
10 細胞以上から成るオルガノイド（赤色）。(KYK001: n = 357, KYK002: n = 865, KYK006: 

n = 1428, KYK011: n = 234, KYK027: n = 462, KYK036: n = 540, KYK041: n = 512, KYK054: 
n = 238, KYK069: n = 282, KYK077: n =800) 
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3-4. EGF 枯渇下では過半数のオルガノイドが増殖抑制を示すが ERK 活性は維持され
る 

EGF の枯渇実験により、ERK シグナル伝達経路と細胞増殖の関係をさらに詳細に検証
した。通常培地と EGF 枯渇培地でオルガノイドを培養した結果、EGF枯渇下で細胞増殖
が抑制される EGF 枯渇感受性オルガノイド株（KYK001 や KYK036）と、細胞増殖への影
響が少ない EGF枯渇抵抗性オルガノイド株（KYK002や KYK069）に分かれた（図
17A)。驚くべきことに、EGF 枯渇が ERK 活性に与える影響は限定的であった（図
17B）。また一部のオルガノイド株では、EGF枯渇培地の ERK活性が常にコントロールよ
りも低く維持される一方で、他の株では培養中に ERK 活性が上昇する現象が観察され
た。これらの結果は、EGF を起点とする ERK シグナル伝達経路と細胞増殖の動態が、患
者間で異なることを示唆している。 
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図 17. EGF枯渇時の細胞増殖と ERK 活性 
(A) 通常の培地または EGF 枯渇培地で 13 日間培養したオルガノイドの全細胞数。0 日目

（播種日）、3 日目、6日目、9 日目、13 日目に観察を行った。EGF あり（黒色）、EGF
なし（青色）。(n = 1) 

(B) 通常の培地または EGF 枯渇培地で 13 日間培養したオルガノイドの平均 ERK 活性。0
日目（播種日）、3 日目、6 日目、9 日目、13 日目に観察を行った。EGF あり（黒色）、
EGFなし（青色）。(n = 1)  
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4. オルガノイドにおける AMPK 活性の不均一性 
4-1. AMPK 活性の患者間、オルガノイド間、単一オルガノイド内の細胞間における不

均一性を解析した 
AMPKの FRETバイオセンサーAMPKAR-EVを発現する PDAC細胞にシングルセル

FRET イメージング戦略を適用することで、AMPK 活性と PDAC オルガノイドの成長の
関係を解析した。ERK活性と同様に、AMPK 活性は個々の細胞、細胞クラスター、およ
び患者間（オルガノイド株間)で著しく不均一であることが明らかになった（図 18A、図
18B）。平均 AMPK 活性は KYK077 で高く、KYK027 では中程度、KYK036 では低いこと
が観察された（図 19A）。AMPK活性の不均一性（FRET/CFP 値の標準偏差）は KYK041
で高く、KYK069で低かった(図 19A)。オルガノイド形成効率は、AMPK活性とわずかに
正の相関を示したものの、AMPK 活性の不均一性とは相関しなかった（図 19B）。興味深
いことに、平均オルガノイドサイズは AMPK活性と負の相関を示し、これは ERK活性で
観察された正の相関とは対照的な結果となった（図 19C）。また平均オルガノイドサイズ
と AMPK 活性の不均一性は相関していなかった。マトリゲルの中心部では培地へのアク
セスが少なく AMPK活性が高くなるという直感に反し、マトリゲルの周辺部に位置する
オルガノイドは、中心部に位置するオルガノイドよりも高い AMPK 活性を示した（図
18A）。マトリゲル辺縁部でよりオルガノイドが大きく成長することから、辺縁部でより細
胞密度が高くなり栄養が枯渇すると考えられる。 
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図 18. ゲル全体観察における AMPK 活性の XY空間分布 
(A) AMPK バイオセンサー発現オルガノイドのゲル全体観察から得られた、10 種類のオル

ガノイド株における AMPK 活性の XY 空間分布。一つひとつの点はシングルセルを示し
ている。点が集まった部分がオルガノイドとなる。点の色は細胞の AMPK 活性を示し
ている。赤いと AMPK 活性が高く、青いと AMPK活性が低い。(n = 1) 

(B) KYK011 の一部の拡大図。一つひとつの点はシングルセルを示している。点が集まった
部分がオルガノイドとなる。点の色は細胞の AMPK 活性を示している。赤いと AMPK
活性が高く、青いと AMPK 活性が低い。 

 



42 
 

 
 

図 19. オルガノイドの増殖と AMPK 活性 
(A-C) オルガノイドの増殖と AMPK 活性の定量結果。(KYK001: n = 44053, KYK002: n = 

48227, KYK006: n = 14128, KYK011: n = 44225, KYK027: n = 45775, KYK036: n = 47358, 
KYK041: n = 25472, KYK054: n = 39498, KYK069: n = 6459, KYK077: n = 11490) 
(A) 10 種類のオルガノイド株における AMPK活性に関する指標の定量結果。平均 AMPK 活

性（左）、AMPK活性の標準偏差（右）。 
(B) 10種類のオルガノイド株におけるオルガノイド形成効率と、AMPK活性に関する指標。

平均 AMPK活性（左）、AMPK活性の標準偏差（右）。 
(C) 10 種類のオルガノイド株における平均オルガノイドサイズと、AMPK 活性に関する指

標。平均 AMPK活性（左）、AMPK 活性の標準偏差（右）。 

 
4-2. 大型オルガノイドは高い AMPK活性を示す 
細胞クラスターレベルでの AMPK 活性の解析の結果、大型オルガノイドで AMPK活性

が高いことが明らかになり（図 20）、これは ERK活性で観察された傾向（図 16）とは対
照的であった。この結果は、オルガノイド成長の後期段階においての AMPK が重要な役
割を果たす可能性を示唆している。オルガノイドを形成していない細胞クラスターにおけ
る AMPK 活性は、ERK活性と同様に非常にばらつきが大きく、成長中の細胞と死滅した
細胞の共存を示唆する結果となった。 
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図 20. クラスターサイズと平均 AMPK活性 
各オルガノイド株で検出されたすべてのクラスターに対し、クラスターサイズとそのクラ
スターにおける平均 AMPK 活性をプロットした。9 細胞以下から成る細胞クラスター（灰
色）、10細胞以上から成るオルガノイド（赤色）。(KYK001: n = 2496, KYK002: n = 1610, 

KYK006: n = 722, KYK011: n =2270, KYK027: n = 874, KYK036: n = 2105, KYK041: n = 
1967, KYK054: n = 1526, KYK069: n = 531, KYK077: n = 671) 
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4-3. ERK活性と AMPK活性は逆相関を示す 
平均オルガノイドサイズと ERK活性、AMPK 活性の相反する相関パターンと（図

15C、図 19C）、大型オルガノイドにおける ERK 活性の低下と AMPK 活性の上昇（図
16、図 20）は、これら二つのシグナル伝達経路の相互作用を示唆している。解析の結果、
各オルガノイド株の平均 ERK 活性と平均 AMPK活性が負の相関を示すことが明らかにな
った(図 21)。これらの知見は、ERKと AMPK が補完的に機能する可能性を示唆してい
る。 
 
 

図 21. ERK活性と AMPK 活性 
10 種類のオルガノイド株における平均 ERK活性と AMPK 活性をプロットした。(n = 1) 
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5. ERKシグナル伝達経路を標的とした薬剤治療 
5-1. MEK 阻害剤の増殖抑制効果は患者によって異なる 
ゲル全体観察によって明らかになった ERK と AMPK の活性動態の違いを受けて、各経

路の阻害剤がオルガノイド増殖に与える影響を調査した。まず、ERK シグナル伝達経路阻
害の効果を 10 種類のオルガノイド株で検討した。ERK バイオセンサー発現 PDAC 細胞を
播種した日から 13 日間、MEK 阻害剤 (MEKi) 含有培地、もしくは DMSO を添加したコ
ントロール培地で培養した。MEKi は PD0325901を本研究に使用した。0日目、3日目、
6 日目、9 日目、13 日目の計 5 回、二光子顕微鏡で観察した（図 22A）。二光子顕微鏡観
察では、顕微鏡ソフトウェアのタイリング設定を用い、合計 25 視野 (5×5 視野)を撮影し
た。 

 
まず、エンドポイントである 13 日目において、オルガノイドの成長に対しての薬剤効

果を評価した。評価には（1）全細胞数（図 22B）、（2）オルガノイドの数（図 22C）、
（3）最大オルガノイドサイズ（図 22D）を用いた。これまでオルガノイド形成効率や平
均オルガノイドサイズを指標として用いていたが、これらの指標は薬剤環境下で生存した
細胞集団のみを反映するため、本研究では当該指標を評価基準から除外した。3 つの指標
に加えて、細胞の空間分布を可視化することで薬剤効果を評価した（図 23）。その結果、
PD0325901の効果はオルガノイド株によって大きく異なることが判明した（図 22B-D）。
KYK001、KYK006、KYK027 および KYK054 では増殖がほぼ完全に阻害された。KYK002
の増殖はわずかに阻害された。対照的に、KYK036 と KYK041 は、PD0325901 存在下で
もコントロールのオルガノイドに匹敵する大型オルガノイドが残存した。さらに興味深い
ことに、KYK011と KYK069、KYK077 では PD0325901 存在下においても細胞増殖が促
進された。 
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図 22. MEK阻害剤添加時のオルガノイド増殖 
(A) MEK阻害剤実験の概要図。 
(B) 薬剤添加後 13日目における全細胞数の比較。(n = 1) 
(C) 薬剤添加後 13日目におけるオルガノイドの数の比較。(n = 1) 
(D) 薬剤添加後 13日目における最大オルガノイドサイズの比較。(n = 1) 
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図 23. MEK阻害剤添加時の細胞の空間分布と ERK活性 

薬剤添加後 13日目における細胞の空間分布と ERK活性。5視野×5視野で撮影した。一つ
ひとつの点はシングルセルを示している。点が集まった部分がオルガノイドとなる。点の色
は細胞の ERK活性を示している。赤いと ERK 活性が高く、青いと ERK 活性が低い。各オ
ルガノイドについて、コントロール（左）、MEK阻害剤（右）。(n = 1) 

 
時系列データに基づく薬剤応答の評価から、PD0325901 に対するオルガノイド株の経

時的な応答が明らかになった（図 24）。13 日目の評価と共通して、KYK001、KYK006、
KYK027および KYK054は 13 日間にわたって細胞増殖が強く抑制されたにもかかわら
ず、細胞数は緩やかに増加し続けた。KYK002は部分的な増殖抑制を受け、コントロール
の半分程度の増殖能を維持した。KYK036と KYK041 は、細胞数の観点からは強く増殖抑
制されたように見えるが、実際には大型オルガノイドが残存していた。この観察から、薬
剤効果をイメージングで評価することの利点が示された。KYK011は KYK002 と類似の傾
向を示し、コントロールの半分程度の増殖能で 13 日間推移した。KYK069 と KYK077 は
コントロールとほぼ同等の増殖能を示した。このように、PD0325901存在下における各
オルガノイド株の多様な応答パターンは、PD0325901 の単独療法における限界を示唆し
ている。 
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図 24. MEK阻害剤添加時の細胞増殖 
DMSO 添加培地または MEK 阻害剤添加培地で 13 日間培養したオルガノイドの全細胞数。
0 日目（播種日）、3 日目、6 日目、9 日目、13 日目に観察を行った。DMSO 添加培地（黒
色）、MEK 阻害剤添加培地（青色）。(n = 1) 

 
5-2. MEK 阻害剤存在下において薬剤耐性細胞が生じる 
PD0325901添加時の ERK 活性も興味深い結果を示した。添加 45 分後には、ほぼすべ

てのオルガノイド株で ERK 活性の低下が観察された（図 25A）。しかし 13 日目には過半
数のオルガノイド株でコントロールと同等か、それ以上の ERK 活性が認められた（図
25B）。次に、ERK 活性の時系列データを評価した（図 26A）。コントロールと
PD0325901の ERK活性が逆転したオルガノイド株のうち、KYK001 と KYK027はコント
ロールの ERK 活性が急激に減少しており、これが 13 日目の ERK活性の評価に影響を与
えていることが判明した。前述の空間マッピング（図 23）を考慮すると、KYK001と
KYK027ではオルガノイドが過度に成長し、オルガノイド内の細胞密度の上昇が増殖と
ERK 活性の抑制を誘導したと考えられる。コントロールと PD0325901の ERK 活性が逆
転したもう 1つのオルガノイド株、KYK054 では 9 日目以降、急激に ERK活性が上昇し
た（図 26A）。オルガノイドレベルでも 9 日目と 13日目でコントロールより高い ERK 活
性を示した（図 26B）。空間マッピングにおいては、大きなオルガノイドが高い ERK 活性
を示した（図 23）。これらの結果は、少なくとも KYK054においては PD0325901 の長期
間添加による薬剤耐性オルガノイドの誘導を示唆している。イメージングによる詳細な評
価により、単純な細胞数の測定では見逃される活性変化や薬剤耐性の兆候を捉えることが
できた。 

 

図 25. MEK阻害剤添加時の ERK 活性 
(A) 10 種類のオルガノイド株における薬剤添加後 45分の平均 ERK 活性。(n = 1) 
(B) 10 種類のオルガノイド株における薬剤添加後 13日の平均 ERK 活性。(n = 1) 
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図 26. MEK阻害剤添加時の時系列情報を含んだ ERK 活性 
(A) DMSO 添加培地または MEK 阻害剤添加培地で 13 日間培養したオルガノイドの全細胞

における平均 ERK 活性。0 日目（播種日）、3 日目、6 日目、9 日目、13 日目に観察を
行った。DMSO添加培地（黒色）、MEK 阻害剤添加培地（青色）。(n = 1) 

(B) DMSO 添加培地または MEK 阻害剤添加培地で 13 日間培養したオルガノイドの全オル
ガノイドにおける平均 ERK 活性。0 日目（播種日）、3 日目、6 日目、9 日目、13 日目
に観察を行った。DMSO添加培地（黒色）、MEK阻害剤添加培地（青色）。(n = 1) 

 



50 
 

5-3. MEK 阻害剤処理細胞は増殖能を保持している 
PD0325901で処理した細胞の増殖能を調べた。この実験には KYK001 を用いた。異な

る時点（播種後 0日目、2 日目、4 日目、7日目）から PD0325901含有培地、またはコン
トロール培地で 3日間処理し、その後、薬剤を含まない培地に変更して 5日間培養した。
それぞれの条件について、薬剤添加前、3日間薬剤処理後、5日間薬剤除去後の 3回、二
光子顕微鏡による撮影を実施した（図 27A）。すべての薬剤添加開始日に共通して、3 日間
の PD0325901 処理において細胞増殖が抑制された。しかし、薬剤除去後に細胞増殖が回
復した（図 27B）。この結果から、PD0325901処理細胞が依然として増殖能を保持してい
ることが判明した。 
 

図 27. MEK阻害剤処理後のオルガノイドの再増殖 
(A) MEK 阻害剤処理後のオルガノイドの再増殖について調べるため、薬剤添加タイミング

をずらした条件を 4 つ用意し実験を行った。青色で示した 3 日間で薬剤添加を行い、灰
色で示した期間は通常の培地でオルガノイドを培養した。アスタリスクを記載したタイ
ミング（薬剤添加前、3 日間薬剤処理後、5 日間薬剤除去後の 3 回）で顕微鏡観察を行
った。 

(B) 5×5視野で撮影を行った時に得られた全細胞数。左から、薬剤添加が 0-3日目、2-5 日
目、4-7日目、7-10 日目。DMSO添加培地（黒色）、MEK阻害剤添加培地（青色）。(n = 

1) 
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6. オートファジー経路を標的とした薬剤治療 
6-1. ヒドロキシクロロキンはすべての患者で増殖抑制効果を示す 
オートファジー阻害剤ヒドロキシクロロキン（HCQ）を用いて、オートファジー経路

の阻害効果を検証した。本実験では、AMPK バイオセンサーを発現する PDAC 細胞を使
用した。MEK 阻害剤添加実験と同様の観察スケジュールを計画していたが、顕微鏡の予
約の都合上、実験デザインを調整せざるを得なかった。具体的には、1種類のオルガノイ
ド株に対して 5 日程度で実験を実施する必要があったため、0日目と 3日目を同一ウェ
ル、6 日目と 9 日目を同一ウェルとし、13 日目の観察は見送った（図 28A）。0日目と 6
日目、3日目と 9日目をそれぞれ同日に観察した。オルガノイドは、HCQ 含有培地または
ミリQ 水を添加したコントロール培地で培養した。顕微鏡観察には二光子顕微鏡を使用
し、合計 25 視野（5×5視野)を撮影した。 

 
エンドポイントである 13 日目において、MEK阻害剤添加実験と同様の評価基準でオ

ルガノイドの増殖抑制効果を検討した。具体的には、（1）全細胞数（図 28B）、（2）オル
ガノイドの数（図 28C）、（3）最大のオルガノイドの大きさ（最大オルガノイドサイズ）
（図 28D）、および細胞の空間マッピング（図 29）を解析した。PD0325901処理とは対
照的に、HCQ はすべてのオルガノイド株で細胞増殖を抑制した。HCQ で処理した PDAC
細胞は、PD0325901 で処理した細胞で見られたような大きなオルガノイドを形成しなか
った（図 22D、図 28D）。しかしながら、HCQ 存在下においても小さなオルガノイドが残
存していた（図 28C、図 28D）。これは、HCQ 処理下で小さな細胞クラスターを示した空
間マッピングの結果と一致していた（図 29）。 

 

図 28. オートファジー阻害剤添加時のオルガノイド増殖 
(A) オートファジー阻害剤実験の概要図。 
(B) 薬剤添加後 9日目における全細胞数の比較。(n = 1) 
(C) 薬剤添加後 9日目におけるオルガノイドの数の比較。(n = 1) 
(D) 薬剤添加後 9日目における最大オルガノイドサイズの比較。(n = 1) 
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図 29. オートファジー阻害剤添加時の細胞の空間分布と AMPK活性 
薬剤添加後 9日目における細胞の空間分布と AMPK 活性。5×5 視野で撮影した。一つひと
つの点はシングルセルを示している。点が集まった部分がオルガノイドとなる。点の色は細
胞の AMPK活性を示している。赤いと AMPK 活性が高く、青いと AMPK活性が低い。各オ
ルガノイドについて、コントロール（左）、オートファジー阻害剤（右）。(n = 1) 
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次に、0日目から 9 日目までの時系列データを用いて、薬剤効果を詳細に評価した。過
半数のオルガノイド株において、80%以上の顕著な増殖阻害が観察された（図 30A）。
MEK 阻害剤添加実験（図 24）とは異なり、HCQ 処理により大部分のオルガノイド株で
細胞数の増加が停止した（図 30B）。一方で、3つのオルガノイド株（KYK006、
KYK069、KYK077）では、HCQ 処理下においても細胞数の増加が認められ、薬剤添加中
にもかかわらず細胞増殖が持続した。HCQ は PD0325901と比較して全体的に強力な増殖
抑制効果を示したものの、一部の小さなオルガノイドの残存と特定のオルガノイド株にお
ける細胞数増殖の継続という課題が明らかになった。 

図 30. オートファジー阻害剤添加による増殖抑制 
(A) 10 種類のオルガノイド株における、オートファジー阻害剤による増殖阻害の割合。右

に計算式を記した。(n = 1) 
(B) ミリ Q 水添加培地またはオートファジー阻害剤添加培地で培養したオルガノイドの全

細胞数。0日目（播種日）、3 日目、6日目、9日目に観察を行った。それぞれ 0日目と
3 日目、6 日目と 9 日目が同じウェルを観察している。ミリ Q 水添加培地（黒色）、オ
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ートファジー阻害剤添加培地（青色）。(n = 1) 

 
6-2. ヒドロキシクロロキンは AMPK活性を抑制する 
続いて、HCQ 添加時の AMPK 活性を評価した。HCQ 添加後 45分の時点では、

AMPK活性への影響にはばらつきが観察された（図 31A）。しかし、13 日目には、すべて
のオルガノイド株において AMPK 活性が抑制されていることが判明した（図 31B）。0 日
目と 9 日目のデータを使って算出した結果、AMPK 活性抑制率は 2.8%～27.4%とばらつ
きがあった（図 31C）。また、AMPK 活性の時系列データを評価したところ、すべてのオ
ルガノイド株に共通して、経時的に HCQ 添加群の AMPK 活性が減少する傾向が認められ
た（図 32A、図 32B）。HCQ 処理下で生存したオルガノイドの AMPK活性低下は、増殖
抑制が AMPK 活性の減少に起因し、HCQ への抵抗性が AMPKの下流で生じる可能性を
示唆している（図 31B）。HCQ 条件下で大型オルガノイドが形成されなかったこと、およ
び大多数のオルガノイド株で後期に AMPK 活性が抑制されていることは、AMPK活性が
オルガノイド増殖後期に重要な役割を果たしていることを支持する結果となった。 

 

図 31. オートファジー阻害剤添加時の AMPK 活性 
(A) 10 種類のオルガノイド株における薬剤添加後 45分の平均 AMPK 活性。(n = 1) 
(B) 10 種類のオルガノイド株における薬剤添加後 13日の平均 AMPK 活性。(n = 1) 
(C) 10 種類のオルガノイド株における、オートファジー阻害剤添加時の AMPK 活性阻害の

割合。計算式は右に記した。(n = 1) 
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図 32. オートファジー阻害剤添加時の時系列情報を含んだ AMPK 活性 
(A) ミリ Q 水添加培地またはオートファジー阻害剤添加培地で培養したオルガノイドの全

細胞における平均 AMPK活性。0 日目（播種日）、3 日目、6日目、9日目に観察を行っ
た。それぞれ 0日目と 3日目、6 日目と 9 日目が同じウェルを観察している。ミリ Q水
添加培地（黒色）、オートファジー阻害剤添加培地（青色）。(n = 1) 

(B) ミリ Q 水添加培地またはオートファジー阻害剤添加培地で培養したオルガノイドの全
オルガノイドにおける平均 AMPK 活性。0 日目（播種日）、3 日目、6日目、9 日目に観
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察を行った。それぞれ 0 日目と 3 日目、6 日目と 9 日目が同じウェルを観察している。
ミリ Q水添加培地（黒色）、オートファジー阻害剤添加培地（青色）。(n = 1) 

 
6-3. ヒドロキシクロロキンは ERK活性を上昇させる 
増殖抑制が AMPK 活性の低下に起因すると考えれば、増殖阻害と AMPK 活性の抑制は

正の相関を示すことが予想される。しかし、HCQ 処理による増殖阻害と AMPK 活性の抑
制が負の相関を示した（図 33A）。この結果から、AMPK活性の抑制が他のシグナル伝達
経路に影響を与え、その結果として HCQ の増殖抑制効果を減弱させる可能性が示唆され
た。ゲル全体観察において明らかとなった ERKと AMPK の活性動態の違いを踏まえ、
HCQ 処理が ERK活性に与える影響を検証した。ERK バイオセンサー発現 PDAC 細胞を
播種し、6 日目に HCQ 含有培地またはミリQ 水を添加したコントロール培地に置換した
後、6 日目、9 日目、13日目に二光子顕微鏡観察を実施した（図 33B）。本実験では、オル
ガノイド株として KYK011 を使用した。薬剤添加後 45 分の時点で、HCQ 処理により
ERK 活性が有意に増加した（図 33C）。一方、薬剤添加後 7日目（播種から 13 日目）にお
いては、コントロールとHCQ 処理で同程度の ERK 活性を示した（図 33D）。これらの結
果は、オルガノイド増殖の初期段階において HCQ が ERK活性を増加させることを示唆し
ている。この知見は、ゲル全体観察においてオルガノイド増殖の比較的初期段階における
ERK の関与が示唆されていたことと一致し、増殖初期において ERK 活性が上昇しやすい
可能性を裏付けている。対照的に、オルガノイド増殖後期では、ERK 活性への依存性が減
少するため、HCQ による ERK活性の上昇が起こりにくいと考えられる。まとめると、増
殖初期段階において、活性化した ERK 活性が HCQ 処理による増殖阻害を減弱させている
可能性が示唆された。 

 

図 33. オートファジー阻害剤添加時の ERK活性 
(A) 増殖阻害の割合（図 31A）と AMPK活性阻害の割合（図 32Ｃ）の相関。(n = 1) 
(B) オートファジー阻害剤を ERK バイオセンサー発現オルガノイドに添加する実験の概要

図。 
(C) 薬剤添加後 45分の平均 ERK 活性（6日目の撮影）。(Control: n = 1660, HCQ: n = 1617) 
(D) 薬剤添加後 7日の平均 ERK 活性（13日目の撮影）。(Control: n = 6295, HCQ: n = 5356)  
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7. ERKシグナル伝達経路とオートファジー経路の同時阻害 
7-1. MEK阻害剤とヒドロキシクロロキンの併用療法は 2つのオルガノイド株で高い細

胞増殖抑制効果を示した 
MEK 阻害剤とオートファジー阻害剤の薬剤応答の差異を踏まえ、PD0325901と HCQ

の併用療法の効果を検証した。PDAC オルガノイドを 6 日間培養し、成長したオルガノイ
ドに対する薬剤応答を検討した。PDACオルガノイドは（1）ミリQ 水とDMSO を含む
コントロール、（2）PD0325901、（3）HCQ、または（4）PD03025901 とHCQ のコンビ
ネーションで処理し、共焦点顕微鏡によるイメージング解析を行った。その結果、全細胞
数（図 34A）、オルガノイド数（図 34B）、および最大オルガノイドの細胞数（図 34C）に
おいて、PD0325901または HCQ 単剤療法と比較して、併用療法は KYK001 と KYK027
で最も強い増殖抑制効果を示した。一方、その他の過半数のオルガノイド株では、併用療
法は単剤療法と同程度の増殖抑制効果を示すにとどまった。なお、KYK069 細胞は本研究
中に増殖能を喪失したため、観察対象から除外された。薬剤併用の効果は、一般的に相加
効果（各薬剤の効果の和に相当）と相乗効果（相加効果を上回る効果）に分類される。本
研究における併用療法の効果は相加効果に達しなかったことから、両薬剤が部分的に互い
の効果を相殺している可能性が示唆された。しかしながら、KYK001 と KYK027において
は、この相殺作用にもかかわらず、併用療法が最も効果的な増殖抑制をもたらしたと考え
られる。 
 

図 34. MEK阻害剤とオートファジー阻害剤による併用療法下のオルガノイド増殖 
(A) 13 日目（薬剤添加後 7日）における全細胞数の比較。(n = 1) 
(B) 13 日目（薬剤添加後 7日）におけるオルガノイドの数の比較。(n = 1) 
(C) 13 日目（薬剤添加後 7日）における最大オルガノイドサイズの比較。(n = 1) 
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空間マッピング解析では、KYK011 と KYK027 を除く大部分のオルガノイド株におい
て、併用療法による有意な増殖抑制効果が示された（図 35）。また、単剤療法の有効性は
オルガノイド株によって異なっていた（図 34A-C）。例えば、KYK001、KYK006および
KYK077は、PD0325901 と HCQ で同程度の増殖阻害を示した。一方、KYK002、
KYK011、KYK036、および KYK054 は、HCQ が PD0325901よりも高い有効性を示し
た。これらの結果は、併用療法が、単剤療法に対する反応の異なる多様なオルガノイド株
に対して高い治療効果を発揮することを示唆している。 
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図 35. MEK阻害剤とオートファジー阻害剤による併用療法下の空間分布と AMPK活性 
13 日目（薬剤添加後 7日）における細胞の空間分布と AMPK活性。5×5視野で撮影した。
一つひとつの点はシングルセルを示している。点が集まった部分がオルガノイドとなる。点
の色は細胞の AMPK 活性を示している。赤いと AMPK 活性が高く、青いと AMPK 活性が
低い。各オルガノイドについて、コントロール（左）、MEK 阻害剤とオートファジー阻害剤
による併用療法（右）。(n = 1) 
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続いて、薬剤添加 0 日目（播種後 6 日目）から 9日目（播種後 13 日目）までの時系列
データを含めた薬剤応答を評価した。KYK001を除くすべてのオルガノイド株において、
併用療法下で細胞数の増加が抑制された（図 36）。PD0325901 や HCQ 単剤療法と比較し
て、併用療法は持続的な細胞増殖抑制効果を示し、その有効性が示された。 

図 36. MEK阻害剤とオートファジー阻害剤による併用療法下の増殖抑制 
コントロール培地またはMEK阻害剤とオートファジー阻害剤の併用添加培地で培養したオ
ルガノイドの細胞増加率。6 日目、9 日目、13 日目に観察を行った。6 日目の細胞数を 1.0
とした。コントロール（黒色）、MEK阻害剤（青色）、オートファジー阻害剤（緑色）、併用
療法（赤色）。(n = 1) 

 
7-2. 併用療法は細胞死を誘導する 
別の指標で治療効果を評価するため、薬物添加後 7 日（播種後 13 日）における細胞死

を検出した。併用療法では細胞死の割合が最も高く、80%に達した（図 37A）。対照的
に、PD0325901は最も低い細胞死の割合を示した。PD0325901 を除去した後にも PDAC
細胞が増殖可能であること（図 27B）と併せて考察すると、PD0325901 は細胞増殖を抑
制しても PDAC 細胞の細胞死を誘導していないことが明らかになった。HCQ は約 40%の
細胞死を誘導した。コントロールで高い細胞死の割合が観察されたが、これは過度な成長
によりオルガノイド内で細胞が過密状態となり、細胞死が誘発されたためと考えられる。
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続いて、薬剤治療が細胞死を誘導したかどうかについて画像を通じて判定した。HCQ 添
加および併用療法を受けたオルガノイドは凝集体を形成し、明確な細胞死の兆候が認めら
れた（図 37B）。一方、PD0325901 はオルガノイドの増殖を抑制したものの、細胞死を効
果的に誘導することはできなかった。したがって、併用療法の細胞死に対する効果は
HCQ 由来であり、PD0325901と HCQ の併用療法は、単剤療法と比較してより効率的に
PDAC 細胞の細胞死を誘導することが明らかになった。 

 
 

図 37. MEK阻害剤とオートファジー阻害剤による併用療法による細胞死誘導 
(A) 薬剤添加時の死細胞の割合（KYK041）。6 日目、9日目、13 日目に観察を行った。コン

トロール（黒色）、MEK阻害剤（青色）、オートファジー阻害剤（緑色）、併用療法（赤
色）。(n = 1) 
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(B) 細胞分布上でアスタリスクをつけたオルガノイドの明視野と AMPK 活性（KYK036）。6
日目（薬剤添加日）が左半分、13日目（薬剤添加後 7日）が右半分。上から、コントロ
ール、MEK阻害剤、オートファジー阻害剤、併用療法。色は AMPK 活性を示している。
赤いと AMPK 活性が高く、青いと AMPK活性が低い。スケールバー: 50 µm。 

 
7-3. 併用療法において AMPK活性の抑制効果が減弱する 
併用療法実験における AMPK 活性を評価した。併用療法時の AMPK 活性は、多くのオ

ルガノイド株で低下する一方、一部のオルガノイド株では上昇が観察された（図 38A）。
HCQ 単剤療法で見られたような急激な AMPK活性の減少は認められず（図 31B）、これ
により PD0325901 による MEK阻害が AMPKの活性化を誘導している可能性が示唆され
た。ERK から AMPK への制御システムを理解するため、播種後 6日目の AMPKバイオセ
ンサー発現 PDACオルガノイドに PD0325901を添加し、観察を行った。その結果、6つ
の PDACオルガノイド株（KYK002、KYK006、KYK011、KYK027、KYK054、
KYK077）においては、PD0325901が AMPK 活性を上昇させることが明らかになった
（図 38B）。対照的に、KYK001 と KYK036 は、PD0325901添加による AMPK 活性への
影響が軽微であった。さらに、KYK041 では PD0325901 が AMPK活性を低下させるとい
う、他のオルガノイド株とは異なる挙動を示した。これら結果は、オルガノイド株によっ
て ERKと AMPK の制御機構が異なることを示唆している。まとめると、本研究で対象と
したオルガノイド株のうち過半数において、ERKが AMPK を負に制御する機構が働いて
おり、この機構が HCQ による AMPK 活性抑制効果を減弱させている可能性が示唆され
た。 

 

図 38.併用療法における AMPK 活性への影響 
(A) コントロールと併用療法における、薬剤添加後 7日（13日目の撮影）の平均 AMPK 活

性の比較。(n = 1) 
(B) コントロール培地または MEK 阻害剤添加培地の添加後 45 分（6 日目の撮影）の平均

AMPK活性。(n = 1)  
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考察 
不均一性を理解するシングルセルイメージングの包括的解析 
がんの不均一性は、薬剤耐性、再発、転移の主要な要因となり、臨床上大きな課題とな

っている[23]。患者由来オルガノイドは、原発腫瘍のゲノムおよびトランスクリプトーム
情報と病理学的特徴を忠実に反映することから、患者特異的な不均一性を再現する有力な
手段として注目されている[7, 8]。がんの不均一性をより深く理解するため、シングルセル
RNA-seq などの包括的なシングルセル解析が精力的に活用されてきた[26, 32-34]。本研究
では、薬物応答の経時的変化を検出することを目的にライブイメージングを採用した。従
来のライブイメージングが抱える低スループットの課題を克服するため、ゲル全体観察を
導入し、シングルセルレベルの包括的解析を実現した。このアプローチにより、10 種類の
オルガノイド株における空間的な増殖パターン、ERK 活性、AMPK活性に関する多次元
的な不均一性が明らかとなった。本研究では患者検体における ERK 活性や AMPK 活性の
不均一性を観察していないため、生体内の不均一性の再現度合いには疑問が残る。しか
し、臨床の患者組織を反映すると報告されている患者由来オルガノイドにおけるシグナル
活性の不均一性の理解が今後の治療方法の発展に繋がることを期待する。 

 
オルガノイドを用いたがんの不均一性の包括的評価は、膵管腺がんにとどまらず、他の

がん種への応用が期待される。さらに、より広い観点から見れば、腫瘍微小環境もがんの
不均一性の重要な側面である。腫瘍微小環境は、がん細胞のみならず間質細胞や免疫細胞
が複雑に存在し、相互作用を繰り広げる場である。既に、オルガノイド、間質細胞、免疫
細胞の 3次元共培養技術により、腫瘍微小環境の再現が可能となっている[96, 97]。本研
究で実施した包括的なシングルセル解析は、がん細胞のみならず腫瘍微小環境における不
均一性の評価にも有用であり、今後のさらなる発展が期待される。 

 
PDACオルガノイドにおける ERKと AMPK の不均一性 
本研究は、包括的ライブイメージングを通じて、PDAC オルガノイドにおける ERKと

AMPKの不均一性を示した。ゲル全体観察の結果、ERK活性の不均一性がオルガノイド
株で異なることが判明した。乳がん研究においても ERK活性の不均一性が報告されてお
り、ERK 活性の低い細胞は、高いがん幹細胞マーカーの発現と優れた腫瘍形成能を示すこ
とが明らかになっている[98]。このように、本研究で観察された ERK 活性の不均一性は、
がん細胞の生存戦略の一つとして、腫瘍の高い増殖能を誘導する可能性が示唆された。一
方、AMPK の不均一性はヒト腫瘍において観察されているものの、これまで定量的に評価
されていなかった[99]。本研究による AMPK活性の定量解析の結果、ERK活性と同様に
PDAC オルガノイドにおける AMPK活性の不均一性が明らかになった。AMPK の不均一
性の生物学的意義については、いまだ不明な点が多く、シグナル活性の不均一性に関する
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さらなる議論が求められる。 
 

PDAC における ERK シグナル伝達経路と AMPK-オートファジーシグナル伝達経路の併用
療法 
近年、ERK シグナル伝達経路と AMPK-オートファジーシグナル伝達経路の阻害剤を併

用する治療戦略が注目を集めている。MEK 阻害剤と HCQ の併用療法は、PDAC 細胞株
およびマウスモデルにおいてその有用性が示唆されており[84]、実際に 2名の患者で病勢
安定化が報告されている[85]。さらに、PDACにおいて ERK阻害がオートファジーへの
依存性を高めることが示唆されており、ERK 阻害剤と HCQ の併用療法の PDAC 細胞株
における有効性が検証されている[82]。MEK 阻害剤と AMPK阻害剤の併用療法において
も、PDAC細胞株レベルで相乗効果が報告されている[100]。臨床現場では患者ごとに薬
剤応答が異なるため、患者の不均一性をより反映した知見が求められていた。 

 
本研究は、患者由来 PDAC オルガノイドを用いて、ERKシグナル伝達経路と AMPK-オ

ートファジーシグナル伝達経路の併用阻害の有効性を 2 つのオルガノイド株で実証した。
一方で、過半数のオルガノイド株では単剤療法と同程度の増殖阻害にとどまり、KYK011
のように薬剤効果が限定的な株も観察された。また、併用療法の効果は相加効果に達しな
かったことから、両薬剤がお互いの効果を部分的に相殺している可能性が示唆された。本
研究の限界として、10 種類のオルガノイド株では、全患者のプロファイルを網羅すること
は不可能であり、検体数の低さが課題として挙げられる。今後、多検体を高速で観察可能
な顕微鏡技術を活用することで、より一般化した結果を得られると期待される。その結果
をもとに検体患者の予後推移との関連を調査することで、オルガノイドにおける臨床応答
の再現性を評価することも可能となる。さらに、将来的に個別化治療を実現するために
は、患者のゲノム・トランスクリプトームプロファイルと薬剤応答の関係を詳細に調査す
る必要がある。本研究における患者由来 PDACオルガノイドでの併用療法の有効性の実証
は、前臨床研究における貴重な知見であり、個別化医療への重要な第一歩となるものと考
えられる。 

 
ERKと AMPKのクロストークに基づいた併用療法の評価 
本研究により、ERKと AMPK の間に 2種類のクロストークが示唆された。ゲル全体観

察の結果、平均 ERK活性と平均 AMPK 活性に逆相関が観察された。さらに、大きいオル
ガノイドでは ERK 活性が低く、AMPK活性が高い傾向が認められた。これらの結果か
ら、ERK と AMPKが逆の挙動を示すこと、そして、オルガノイド増殖初期では ERKへの
依存性が高まり、オルガノイド増殖後期では AMPK 活性への依存性が高まるという時間
依存的な活性変化の存在が示唆された。併用療法における効果増強のメカニズムの一つと
して、この活性依存性の変化が寄与していると考えられる。初期段階で依存性の高い ERK
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と、後期段階で依存性の高い AMPKを長期的に抑制することで、治療効果が増強したと
推察される。 
 
薬剤添加実験の結果、KYK011において HCQ の添加により ERK 活性が増加し、ERK

と AMPK のクロストークが示唆された。メラノーマ研究において AMPK 活性化が ERK
活性を抑制する報告があり、AMPKが ERKを抑制的に制御するという点で既報と一致し
ている[101]。一方、MEK 阻害剤の添加時の AMPK 活性の変動は、オルガノイド株によ
って多様であった。既存の文献においても、ERKから AMPKへの制御に関する報告は一
貫していない。MEK阻害が AMPK シグナル伝達経路を活性化するという報告[84, 102, 
103]と合致し、本研究の 6 つの PDACオルガノイド株（KYK002、KYK006、KYK011、
KYK027、KYK054、KYK077）においてMEK阻害剤の添加により AMPK 活性が上昇し
た。一方で、MEK 阻害剤により AMPK 活性が減少するという相反する報告も存在し
[104]、本研究の KYK041 においてもそれに類似した結果が得られた。 

 
これらの ERK と AMPKのクロストークが併用療法の効果増強に関与すると考えられる

が、クロストークのみで併用療法の薬効を完全に説明することには限界がある。例えば、
KYK011は HCQ の添加により ERK活性が上昇し、MEK阻害剤添加により AMPK 活性
が上昇する。両シグナル伝達経路の同時抑制にもかかわらず、併用療法の効果は限定的で
あった。近年、ERK 活性を減少させる従来の治療戦略に加え、ERK活性を過剰に増加さ
せることでがん細胞死を誘導する新たな戦略も報告されている[105]。シグナル活性の制御
戦略は、今後さらなる探求が必要な研究領域である。本研究では、シグナル活性の抑制戦
略を採用したが、オルガノイド株（患者）によっては、シグナル活性の制御戦略を最適化
する必要が示唆された。また、細胞内では無数のシグナル伝達分子が相互に作用し、細胞
の挙動を決定していることを考慮すると、ERKと AMPKに限定されない、より包括的な
シグナル伝達の調査が不可欠である。 
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