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Abstract ３次元オルガノイド培養技術は、がん幹細胞を立体培地の中で増殖、分化させ、がん細胞とそれ

を取り巻く微小環境をより生体内に近い形態で再現する手法である。当研究室でも薬剤耐性前立
腺癌の手術検体や血液循環腫瘍細胞からオルガノイドの樹立に成功した。しかし、安定的に継体
可能なオルガノイドの成功確率は10％未満であり、非常に効率が低い。低い樹立率の背景には、
培地に必要なニッチ因子が欠けている可能性が考えられるため、樹立効率の改善を目指して、以
下のプロジェクトを実施した。

①患者由来疾患オルガノイドの樹立とシングルセル単位のマルチオーム解析：
すでに樹立済みのオルガノイドを対象として、シングルセルトランスクリプトーム解析により、
薬剤耐性がんにおいて幹細胞維持に必要なニッチ因子の解析を進めている。オルガノイド内にお
ける、候補ニッチ因子の発現の不均一性の存在と、症例ごとにおいても不均一な生存関連のシグ
ナル経路の存在を認めた。これらの中で、共通する活性化されたシグナル経路を見出し、候補ニ
ッチ因子として抽出し、今後培養に添加してスクリーニングする。合わせて、薬剤耐性癌のオル
ガノイドの樹立に取り組んでおり、新規に4例の樹立に成功している。これらを対象としてシング
ルセルトランスクリプトーム解析を進める。

③疾患組織を用いた創薬研究プラットフォーム：
オルガノイド培養法により個々の患者由来の組織検体から多様性に富むがんオルガノイドを樹立
し、数千種類以上という多数の薬剤を投与し効果を網羅的に検討した。現在まで2症例から樹立で
きたオルガノイドを対象として3500種類以上のシーズを用いてハイスループットスクリーニング
を実施し、有用なシーズを数十種類まで見出しており、以後濃度依存性の検討に着手している。
Three-dimensional organoid culture technology is a method that allows cancer stem cells to
proliferate and differentiate in a three-dimensional medium, reproducing the cancer cells and their
surrounding microenvironment in a form that is more similar to that in vivo. Our laboratory has also
successfully established organoids from surgical specimens of drug-resistant prostate cancer and
circulating tumor cells. However, the success rate of stably passaging organoids is less than 10%,
which is very low efficiency. The low establishment rate may be due to a lack of necessary niche
factors in the culture medium, so we conducted the following project with the aim of improving
establishment efficiency.

①Establishment of patient-derived disease organoids and multi-ohm analysis on a single cell
basis:
Using single-cell transcriptome analysis of already established organoids, we are currently
analyzing niche factors necessary for maintaining stem cells in drug-resistant cancers. We
observed heterogeneity in the expression of candidate niche factors within organoids and the
existence of survival-related signal pathways that were heterogeneous in each case. Among these,
we will find a common activated signal pathway, extract it as a candidate niche factor, and add it to
culture for screening. In addition, we are working to establish drug-resistant cancer organoids, and
have successfully established four new cases. Single-cell transcriptome analysis will be performed
on these newly established organoids.

③Drug discovery research platform using diseased tissue:
Using the organoid culture method, we established a wide variety of cancer organoids from tissue
specimens derived from individual patients, administered a large number of thousands of drugs,
and comprehensively examined their effects. To date, we have conducted high-throughput
screening using more than 3,500 seeds for organoids that have been established from 2 cases,
and have discovered several dozen useful seeds, and have since begun investigating
concentration dependence. .
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１．研究成果実績の概要
３次元オルガノイド培養技術は、がん幹細胞を立体培地の中で増殖、分化させ、がん細胞とそれを取り巻く微小環境
をより生体内に近い形態で再現する手法である。当研究室でも薬剤耐性前立腺癌の手術検体や血液循環腫瘍細胞から
オルガノイドの樹立に成功した。しかし、安定的に継体可能なオルガノイドの成功確率は10％未満であり、非常に
効率が低い。低い樹立率の背景には、培地に必要なニッチ因子が欠けている可能性が考えられるため、樹立効率の改
善を目指して、以下のプロジェクトを実施した。

①患者由来疾患オルガノイドの樹立とシングルセル単位のマルチオーム解析：
すでに樹立済みのオルガノイドを対象として、シングルセルトランスクリプトーム解析により、薬剤耐性がんにおい
て幹細胞維持に必要なニッチ因子の解析を進めている。オルガノイド内における、候補ニッチ因子の発現の不均一性
の存在と、症例ごとにおいても不均一な生存関連のシグナル経路の存在を認めた。これらの中で、共通する活性化さ
れたシグナル経路を見出し、候補ニッチ因子として抽出し、今後培養に添加してスクリーニングする。合わせて、薬
剤耐性癌のオルガノイドの樹立に取り組んでおり、新規に4例の樹立に成功している。これらを対象としてシングル
セルトランスクリプトーム解析を進める。

③疾患組織を用いた創薬研究プラットフォーム：
オルガノイド培養法により個々の患者由来の組織検体から多様性に富むがんオルガノイドを樹立し、数千種類以上と
いう多数の薬剤を投与し効果を網羅的に検討した。現在まで2症例から樹立できたオルガノイドを対象として3500
種類以上のシーズを用いてハイスループットスクリーニングを実施し、有用なシーズを数十種類まで見出しており、
以後濃度依存性の検討に着手している。

２．研究成果実績の概要（英訳）
Three-dimensional organoid culture technology is a method that allows cancer stem cells to proliferate and
differentiate in a three-dimensional medium, reproducing the cancer cells and their surrounding
microenvironment in a form that is more similar to that in vivo. Our laboratory has also successfully established
organoids from surgical specimens of drug-resistant prostate cancer and circulating tumor cells. However, the
success rate of stably passaging organoids is less than 10%, which is very low efficiency. The low establishment
rate may be due to a lack of necessary niche factors in the culture medium, so we conducted the following
project with the aim of improving establishment efficiency.

①Establishment of patient-derived disease organoids and multi-ohm analysis on a single cell basis:
Using single-cell transcriptome analysis of already established organoids, we are currently analyzing niche
factors necessary for maintaining stem cells in drug-resistant cancers. We observed heterogeneity in the
expression of candidate niche factors within organoids and the existence of survival-related signal pathways
that were heterogeneous in each case. Among these, we will find a common activated signal pathway, extract it
as a candidate niche factor, and add it to culture for screening. In addition, we are working to establish drug-
resistant cancer organoids, and have successfully established four new cases. Single-cell transcriptome analysis
will be performed on these newly established organoids.

③Drug discovery research platform using diseased tissue:
Using the organoid culture method, we established a wide variety of cancer organoids from tissue specimens
derived from individual patients, administered a large number of thousands of drugs, and comprehensively
examined their effects. To date, we have conducted high-throughput screening using more than 3,500 seeds



for organoids that have been established from 2 cases, and have discovered several dozen useful seeds, and
have since begun investigating concentration dependence. .
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