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研究成果の概要（和文）：本研究では、患者由来がん細胞と免疫細胞の共培養が可能な灌流型3次元腫瘍－間質
組織の構築を検討した。細胞集積法を用いることで、患者腫瘍由来のがん細胞塊（CTOS）を内包した、脈管を有
する腫瘍－間質組織体を構築できた。また、末梢血単球由来の樹状細胞を共培養すると、CTOSとの相互作用によ
るがん細胞の生存率低下が確認された。さらに、ジェランガムを犠牲剤として用いることで、小血管構造の構築
と灌流培養が可能であった。薬剤感受性試験の結果、抗がん剤と分子標的薬の相乗効果を評価できることを見出
した。以上より、当初の予定通り研究を遂行できた。

研究成果の概要（英文）：In this study, three-dimensional (3D)-cancer-stromal tissues containing 
immunocytes for flow culture system has been constructed by cell accumulation technology. Cancer 
tissue-originated spheroid (CTOS) has been embedded in the 3D tissues together with monocyte-derived
 dendritic cells for evaluation of CTOS-immunocyte interaction. Furthermore, sacrifacial gelan gum 
allowed construction of small blood vessel structure in the 3D tissues for flow culture. We also 
found that norteworthy synergistic effect of anticancer drugs and molecular targeting drugs has been
 evaluated by the 3D cancer-stromal tissues. Accordingly, this study has been successfully achieved 
as schedule.

研究分野： 生体医工学・生体材料学

キーワード： 三次元組織　腫瘍　間質　灌流培養

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で構築した3次元腫瘍－間質組織体は、がん個別化医療における最適治療薬の探索に有用であると期待さ
れる。がん細胞は患者一人一人で性質が異なるため、最適な治療方法、治療薬剤を見つけることが困難である。
そこで、患者由来がん細胞を用いて本研究で見出された3次元組織体を作製することで、患者がん細胞の性質を
反映して培養できるため、最適な治療薬剤のスクリーニングに有用であると期待される。従って、本研究成果の
更なる発展により、がん個別化医療の実現が期待される。

※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 

腫瘍組織は、主に腫瘍細胞とその周辺に存在する線維組織（間質）で構成されており、毛

細血管や毛細リンパ管網、免疫細胞は間質組織に存在している。固形腫瘍では、この間質の

割合が多く、大量の線維組織を含む場合が多い。従って、膵臓がんの場合、血中に投与され

た抗がん剤やドラッグデリバリーシステム（DDS）ナノ粒子は、豊富に存在する線維芽細胞

やコラーゲンなどの細胞外マトリックス（ECM）線維によってその行く手を阻まれ、腫瘍細

胞にたどり着ける分子は極めて少ない。また、がん関連線維芽細胞（CAF）は、細胞増殖因

子や血管新生因子を産生することで、腫瘍細胞の増殖や浸潤を促進することが知られてい

る。最近、腫瘍細胞が、間質に存在する T リンパ球と PD-1 レセプターを介して相互作用す

ることで免疫逃避機構を発現することや、間質細胞と腫瘍細胞の相互作用によって、侵襲性

の高い大腸がんのサブタイプが発生すること、などが報告されている。 

このように、間質は、腫瘍細胞の運命を司る存在として、癌治療における新たなターゲッ

トとして脚光を浴びつつある。例えば、間質の毛細血管の抑制を目的とした抗血管内皮細胞

増殖因子（VEGF）抗体薬（ベバシズマブ）、腫瘍細胞と T リンパ球の相互作用を阻害する

抗 PD-1 抗体（ニボルマブ）など、既に承認されている薬剤もある。これらの分子標的薬（特

にニボルマブ）は、従来の抗がん剤では治療効果がほとんど無かった肺がんや皮膚がんに対

して、30~40 %の高い治療効果が得られると報告されている。ところが、副作用が課題であ

り、60~70%の患者には治療効果が無い。これは、患者間での腫瘍細胞の性質の違いや T リ

ンパ球との相互作用の違いだけでなく、間質の構造や形態、細胞種、細胞外マトリックスな

どの違いが原因であると言われている。そこで、副作用を軽減し、より高い治療効果を示す

薬剤を開発するためには、腫瘍細胞と T リンパ球、および薬剤の相互作用を詳細に評価可

能な実験系の確立が重要である。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、患者の腫瘍組織由来の細胞を用いた灌流可能な血管／リンパ管を有する

腫瘍－間質 3 次元組織の構築である。この目標を達成するため、患者由来がん細胞を用いた

腫瘍－間質 3 次元組織の構築、血管・リンパ管を有する 3 次元組織体の構築、に取り組ん

だ。 

 

３．研究の方法 

具体的な研究方法は下記の通りである。 

i) CTOS を用いた腫瘍－間質 3 次元組織体の構築 

 i-1) 患者由来の腫瘍組織からの CTOS の作製 

 i-2) CTOS と CAF を用いた腫瘍－間質 3 次元組織体の構築 

 i-3) 免疫細胞と毛細血管／リンパ管網を有する腫瘍－間質 3 次元組織体の構築と組織学

的評価 

ii) 潅流可能な血管／リンパ管を有する 3 次元組織体の構築 

 ii-1) 犠牲ゲルを用いた潅流可能な小血管構造の作製 

 ii-2) 小血管構造を有する腫瘍－間質 3 次元組織体の構築と組織学的評価 

ii-3) 潅流培養による腫瘍血管構造の解析とがん転移挙動の再現 



iii) 再構築腫瘍－間質組織体を用いたがん－免疫細胞の相互作用解析と薬剤感受性試験 

 iii-1) 再構築腫瘍－間質組織体のがん－免疫細胞の相互作用解析 

 iii-2) 再構築腫瘍－間質組織体を用いた薬剤感受性試験 

 

４．研究成果 

 

i-1) 患者由来の腫瘍組織からの CTOS の作製： 

これまで作製してきた大腸癌と膵がん患者組織から回収した CTOS をマウスに移植して増幅

し、in vitro で培養を繰り返すことで CTOS の株を作製できた。大腸がんでは 2 種以上の株を作

製できた。 

 

i-2) CTOS と CAF を用いた腫瘍－間質 3 次元組織体の構築： 

 大腸 CTOS を用いて間質線維芽細胞（CAF）を導入した 3 次元組織を構築した。正常ヒト

皮膚繊維芽細胞と市販の肺がん CAF を用いて作製した。得られた組織体の組織学的評価と

細胞生存率促成では、両者に顕著な差は見られなかったが、共培養時のがん細胞の移動速度

を評価した結果、CAF の方が早く、より強い影響を示すことが示唆された。 

 

i-3) 免疫細胞と毛細血管／リンパ管網を有する腫瘍－間質 3 次元組織体の構築と組織学的

評価： 

 細胞集積法により CTOS と脈管を有する腫瘍－間質組織体を構築した。ヒト臍帯静脈内皮

細胞（HUVEC）の代わりに他の内皮細胞を用いても可能であった。構築した組織体に抗がん剤

を暴露すると、生存細胞数や膜タンパク質の発現量が変化した。また、末梢血単球由来の樹状細

胞を共培養すると、CTOS の構造が一部変化する様子が観察された。また、樹状細胞との共培養

後に抗がん剤を暴露すると、CTOS の生存率が低下する傾向が得られた。 

 

ii-1) 犠牲ゲルを用いた潅流可能な小血管構造の作製： 

 カルシウムイオンに応答してゲル化するジェランガムを用い、血管構造の作製を試みた。直径

500-1000 μm のジェランガムゲルを作製し、3 次元組織に導入後、トリス緩衝液に浸漬すること

で溶解除去できた。また、HUVEC を内壁に接着させることで内皮化を試みた。その後、ポンプ

に接続して灌流培養を行うことができた。共焦点レーザー顕微鏡（CLSM）観察からもチューブ

構造が確認された。 

 

ii-2) 小血管構造を有する腫瘍－間質 3 次元組織体の構築と組織学的評価： 

 ジェランガムを犠牲剤として用いることで、CTOS 存在下でも小血管構造を作製できた。

組織学的評価や CLSM 観察の結果より、内皮細胞の内壁の被覆が確認された。また、蛍光

ラベルデキストランを灌流することで、内皮細胞の被覆が無い場合は外部への漏れが確認

されたが、内皮細胞の被覆により漏れが抑制される現象が確認された。 

 

ii-3) 潅流培養による腫瘍血管構造の解析とがん転移挙動の再現： 

 これまでの知見を基に、灌流培養による各腫瘍由来 CTOS の血管への接着と侵入、移動、

出芽という一連の転移挙動を評価した。組織標本の免疫染色解析より、血管へ侵入したがん

細胞はがん幹細胞関連マーカーやインテグリンの発現が高く、上皮系マーカーである E-カ



ドヘリンの発現が下がっていることを見出した。従来の動物実験では困難であった、血管内

皮細胞との相互作用のリアルタイム解析の可能性を見出した。 

 

iii-1) 再構築腫瘍－間質組織体のがん－免疫細胞の相互作用解析： 

 樹状細胞を導入した組織体を作製した。予備実験より、CTOS と樹状細胞の相互作用の変

化を連続的にとらえることができた。これは、培養皿での平面培養（2D）では確認されなか

った現象である。 

 

iii-2) 再構築腫瘍－間質組織体を用いた薬剤感受性試験： 

 再構築した 3 次元腫瘍－間質組織体で各種抗がん剤や分子標的薬を添加した際の IC50 を

評価した。2 次元の平面培養と比較して、3 次元モデルでは抗がん剤への高い抵抗性が確認

され、IC50 値が 400 倍以上増加した。各腫瘍由来 CTOS－間質細胞（がん細胞・毛細血管・

線維芽細胞）の割合を網羅的に変化した結果、薬剤感受性に対しても最も顕著に硬化を示し

たのは線維芽細胞であった。また、血管内皮細胞増殖因子の分子標的薬ベバシズマブを暴露

した結果、抗がん剤と併用することで高いがん細胞毒性が観察された。抗がん剤と分子標的

薬の相乗効果の in vitro モデル系を達成できた。 

 また、新型コロナウイルス感染症の拡大に伴い、発表を予定していた日本化学会春季年会

が中止となったため、予定していた研究を中断し、次年度に繰り越した。後日、改めてがん

間質組織構築実験を行い、得られた研究成果をオンラインで開催された高分子討論会で発

表した。 
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