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研究成果の概要（和文）：研究期間中に肺がん患者の癌性胸水検体を集取した。集取した検体を用いて、 胸水
から細胞を効率よく回収する方法を確立し、正常生細胞とがん細胞をセルソーターで分離する方法をも確立し
た。この事により細胞表面マーカーCD326とCD45を用いて、がん細胞をサブグループに分けることができるよう
になった。その結果、従来想定されていなかったCD４５陽性・CD326陽性（CD326+/CD45+DPC）の細胞集団を発見
した。これらのがん細胞にはEGFR変異を有することを確認し、がん細胞の多様性があることを確認した。また、
この新規の細胞集団の多寡が肺がん患者の治療効果と予後に影響を及ぼす可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Cancerous pleural fluid specimens from lung cancer patients were collected 
during the study period.
Using the collected specimens, we established a method to efficiently collect cells from pleural 
fluid and also established a method to separate normal viable cells from cancer cells by cell 
sorter.This has enabled us to divide cancer cells into subgroups using the cell surface markers 
CD326 and CD45.As a result, we found a previously unidentified population of CD45-positive and 
CD326-positive cells (CD326+/CD45+DPC). These cancer cells were found to have EGFR mutations, 
confirming that there is a diversity of cancer cells.It was also suggested that the abundance of 
this novel cell population may affect the therapeutic efficacy and prognosis of lung cancer 
patients.

研究分野： 呼吸器

キーワード： 肺がん　胸水　EGFR　薬剤耐性　TKI　多様性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
申請者は無血清培養の「オンタイム法」を開発した。がん細胞を不死化する必要がなく、患者の病態を反映する
がん細胞を入手できるようになった。NOGマウスを使ったゼノングラフ(PDX)と併用することで約90%近い成功率
で患者由来の細胞株を樹立することが可能になった。
トランスレーションナルリサーチとして研究成果を迅速に患者治療にフィードバック可能である。究極的には患
者ごとの細胞株(薬剤非耐性株、耐性株)を制作し、安定供給する事で患者本人の癌細胞株を蓄積し、セルバンク
化することが可能である。これらの研究資源は患者本人の治療のみならず、さらなる治療薬の開発研究にも有用
である。

※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 

 

肺癌は 5年生存率が 30％以下で他の癌腫と比べ生存率は低く、悪性度の高い疾患である。 

近年癌ゲノム研究が盛んに行われ、肺癌研究においても多くの新しい知見が得られ、次の２点

が広く知られている。 

第一に癌細胞の多様性が存在する。肺癌組織には細胞生物学的、分子生物学的多様性が存在し、

従来の病理学分類では分類できない。同じ遺伝子変異でも変異エクソンの場所が違うと同一薬

剤でも効果が異なることがあり、抗癌剤を投与する際には考慮する必要がある。第二に癌遺伝情

報に基づく薬剤選択が重要である。癌患者の治療前に癌の遺伝情報を調べることにより副作用

の少ない薬剤の選択が可能である。例えば分子標的治療薬のゲフィチニブ（イレッサ）は EGFR

変異の患者には有効であるがそうでない患者に投与しても患者の予後は改善されない。以上の

ように癌遺伝情報は薬剤の選択、治療効果、予後の予測の点で、極めて重要である。 

一方で分子標的治療薬は万能ではなく、一旦奏功した薬剤であっても高頻度に薬剤耐性が治療

経過中に出現する。新薬があっても、経過中に耐性が生ずるという難題が待ち構えている。耐性

機序は不明なケースが多く、治療を困難にしている。以下の３点が問題として考えられる。第１

点、各患者の病態を反映する細胞株が存在しないこと、第 2点、患者由来の細胞株の樹立に長い

時間がかかること、そして第 3点として、治療を受けた患者の組織培養の成功率が低いことが挙

げられる。しかし、薬剤耐性の機序の解明は患者のみならず病態の理解にも有益である。患者間

それぞれ遺伝子的差異があり、従来の細胞株では個々の患者の病態を反映しないため患者由来

の細胞株の確保が重要な課題である。 

そこで申請者は細胞株樹立の成功率を格段に向上させ、肺癌組織から効率よく細胞株を樹立で

きる「オンタイム細胞株樹立法」の開発を試み、効率よく各患者由来のがん細胞、組織を作り出

すことができるようにした。 

 

２．研究の目的 

 

本研究ではこの開発した手法を用いて患者由来の肺癌細胞株を作製し、今まで不可能であった

患者の治療と同時進行で個々の患者の病態に即したドラッグスクリーニングや薬剤耐性の機序

を究明するシステムの開発を目的とした。  

 

３．研究の方法 

 

肺癌分子標的治療及び耐性研究において患者由来の癌細胞株は患者本人遺伝情報を有するため

他の細胞株で代替できない。従来の細胞株樹立法では成功率が低いことがボトルネックとなっ

ていたが、我々はがん細胞の初代培養法を改良し、肺癌細胞株の樹立を容易にした。 

このことにより研究成果をベンチサイドからベッドサイドへ移行しやすくした。研究期間中計

画に従い、1、２年目は多くの患者由来の肺癌細胞株を樹立し安定供給できるようにした。集め

た細胞株はバンク化することで研究試料の確保を試みた。 

薬剤耐性株を用いることで、すでに治療を受けた患者由来細胞株も樹立し、抗がん剤耐性の機序



研究を行った。薬剤耐性の機序解析についてはセルソーティング及び細胞分子的技術を駆使し、

治療に結びつくようなターゲットを絞り込めるよう検索を行った。 

この際には患者由来の検体を用いるのでサンプル間の個性が大きく異なるため検体数が少ない

場合に同一検体間の薬剤非耐性耐性株間の比較検討を行うよう心がけ、サンプル間の誤差を最

小限に抑え、エンリッチメントターゲットを効果的に絞り出せるようにした。また、有望な結果

が得られた検体についてはさらに次世代シークェンスを含め網羅的検索を実行できるように計

画した。 

 

４．研究成果 

固形がん組織由来の初代細胞培養は難しく、従来の培養法では癌関連線維芽細胞等の間質細胞

の存在が二次元培養の大きな障壁になり、成功率は低く 20-30%である。 

 我々は無血清条件下で培養液を工夫し、従来の課題を克服できるようにした。そこで、我々は

新しい無血清での細胞培養法を開発した。具体的には磁気分離法（MACS）を使用し肺癌細胞を純

化し無血清細胞培養液を用いて、成長因子を添加することで成功率が飛躍的に高まった。この方

法では細胞の不死化する必要がなく、より患者の状態を反映する。また、免疫不全マウス（NOG）

を使ったゼノグラフト法と組み合わせることで 90％近い成功率で患者由来の細胞株を樹立可能

となった。この方法により実際の臨床で使用されている分子標的薬の治療効果判定が可能とな

った。無血清培養は FBS 添加培養より細胞株は患者状態を反映する利点がある。この方法を用い

れば、たとえ針生検のような少量の検体でも細胞株を樹立が可能である。さらに免疫不全マウス

を用いたゼノグラフト法と組み合わせることで患者治療と同時に細胞株樹立できる。 

本研究はこの画期的な細胞株樹立法を用いて細胞株をバンク化することによって薬剤耐性研究、

次世代シークェンサーを含めた最先端の技術を活用し、患者の診断、治療のためのバイオマーカ

ーの開発を可能にする。オンタイム細胞株樹立は患者オーダーメード治療につながるとともに

細胞検体のバンク化で癌のビッグデータを蓄積することで新規の癌患者治療の参考にできるた

め、今後の肺癌治療に大きく貢献するであろうと期待できる。 

また、研究期間中に肺がん患者の癌性胸水検体をも集取した。集取した検体を用いて、 胸水か

ら細胞を効率よく回収する方法を確立し、正常細胞とがん細胞をセルソーターで分離する方法

も確立した。この事により細胞表面マーカーCD326 と CD45 を用いて、がん細胞をサブグループ

に分けることができるようになった。その結果、従来想定されていなかった CD45 陽性・CD326 陽

性の新規の細胞集団を発見し、同定した。これらのがん細胞は同一個体と同じ変異（EGFR）を有

することを確認し、がん細胞の多様性があることを確認した。また、この新規の細胞集団の多寡

が肺がん患者の治療効果と予後に影響を及ぼす可能性が示唆された。 

研究期間中計画していたドラッグスクリーニングはサンプル数と予算的制限あり、研究の大規

模展開ができなかった。耐性機序の一端を垣間見ることができたが、それに対応する治療薬への

アプローチまではたどり着けなかった。しかし、解析技術が進化しており、今後、少ない細胞数

でも短時間に解析が可能になってきている。日本からのさらなる研究成果を期待しつつ、研究シ

ステムの改良が必要と思われる。効率の良い研究室間、研究者間の協力体制の構築も大学のバッ

クアプサポートが不可欠な課題である。 
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