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研究成果の概要（和文）：希少がん・肉腫に有効な治療法は限られており、新しい抗がん剤が求められている。
新しい抗がん剤の開発のためには、抗がん剤の肉腫症例における薬効を予測する実験系が必要である。in vitro
抗がん剤感受性試験は薬効予測の有望な技術だが、その臨床的な有用性は未だ確立されていない。本研究では臨
床腫瘍組織を用いたEx vivoの患者由来がんモデルの構築を目的として、申請者が開発したバイオリアクターの
有効性を検討し、新しい治療法の開発に資する成果を得ることを目的とした研究を行った。患者由来肉腫細胞株
を用いてスフェロイドを作成し、還流培養の条件下でのプロテオームの変化を調べ、本システムの有効性を評価
した。

研究成果の概要（英文）：The effective treatments are limited in rare cancers such as sarcomas, and 
novel therapeutic strateiges have been required. The chemosensitivity assay is mandatory to predice 
the response to treatments in patients. In vitro chemosensitivity assay is one of the candidate 
methods, while its efficucy has not been established yet. We aimed to evaluate the effectiveness of 
our original bioreactor, in which tumors are involved, and obtain the ideas for novel treatiments. 
We examined the effects of perfusion culture system using patient-derived sarcoma cell line, and 
evaluated the effects on proteome.

研究分野： 腫瘍学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
希少がん・肉腫に有効な治療法は限られており、新しい抗がん剤が求められている。希少がんにおいて、既存の
抗がん剤の適応拡大は、新しい治療法への有効なアプローチである。そのためには、既存抗がん剤の肉腫症例に
おける薬効を予測する実験系が必要である。in vitro抗がん剤感受性試験は薬効予測の有望な技術だが、その臨
床的な有用性は未だ確立されていない。本研究では申請者が開発したバイオリアクターを用い、脱細胞化された
組織サンプルを用いて肉腫の組織を維持することでEx vivoモデル系の構築に資する成果を得ることを目的とし
た。本研究の成果は新しい治療法の開発に有用である。

※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 
 

希少がん・肉腫では、臨床的な有効性が確立された抗がん剤は限られている。例えば骨肉腫にお

いては、1970 年代以降、新しい治療法は導入されておらず、治療成績は横ばいである。肉腫の

症例数は少なく、抗がん剤の市場規模は小さい。そのため、新規に肉腫の抗がん剤を開発するこ

とは製薬企業の経営判断としては難しい。実際、保険承認されている抗がん剤は、乳がんが 37

剤、肺がんが 35剤であるのに対し、肉腫ではわずか 9剤しかない。肉腫には 50種類以上の組織

型があり、それぞれに異なる治療応答性を示すことを考えると、抗がん剤をもっと開発する必要

がある。新規に抗がん剤を開発することには多大なコストとリスクが伴うため、既存の抗がん剤

の適応拡大は現実的な戦略である。すなわち、腫瘍細胞の増殖や浸潤などの基本的な分子機構は

肉腫も他の悪性腫瘍も同様であり、既存の 100 種類以上の抗がん剤の中には、肉腫に適応拡大可

能なものが存在するはずである。実際、肉腫に適応拡大されつつある抗がん剤はいくつも存在す

る。したがって、既存の抗がん剤の肉腫における効果を in vitro で効率よく予測することがで

きれば、適応拡大に向けて臨床試験を行い、新しい治療法を開発することが可能になると考えら

れる。しかしながら、肉腫においては、患者由来がんモデルが得難いなどの理由から、前臨床研

究の確たるデータを得ることは困難である。 

申請者は、臨床検体を用いた網羅的解析によって、肉腫の発生や進展の分子機構の解明そし

てバイオマーカーの開発を行ってきた。肉腫では既存のがんモデルがないことが多いため、手術

時に得られる腫瘍組織を用いて動物移植モデルや細胞株を樹立してきた。現在までに肉腫 240 症

例を対象に実験を行い、ゼノグラフトを 44株、細胞株を 30株樹立した。申請者の構築した患者

由来肉腫モデルのライブラリーは、数と種類の点で世界最大であり、国内外に比肩するものは存

在しない。申請者は、抗がん剤の奏効性を予測するバイオマーカーを網羅的解析から同定し、そ

の臨床応用を試みてきた。しかし、長年にわたり検証実験を重ねた経験から、限られた数のタン

パク質で奏効性を予測することの限界を感じていた。そのため、抗がん剤に対する腫瘍組織の生

物としての応答性を調べることに可能性を見出すようになった。そこで、樹立した肉腫モデル系

を用いて 160 種類の既存の抗がん剤をスクリーニングする実験系を構築し、肉腫に適応拡大可

能な抗がん剤の同定を始めた。さらに、申請者は腫瘍組織を体外で維持するためのオリジナルな

バイオリアクターを考案した。バイオリアクターを用いて腫瘍組織に安定して栄養や酸素を供

給することで、腫瘍組織を体外で数週間維持することが可能である。臨床的には抗がん剤は数週

間にわたって投与されるため、バイオリアクターを抗がん剤感受性試験に用いることができれ

ば、画期的な薬効予測システムを構築することができると考えるに至った。 

 

２．研究の目的 

患者から採取した腫瘍組織をバイオリアクター内で長期間維持し、臨床に近い条件で抗がん剤

感受性試験を行うために、実験系を最適化していくことが本研究の目的である。バイオリアクタ

ー内で最適な培養環境を構築できるようにし、生体内の環境に近い状態で腫瘍に投与し、適応拡

大可能な抗がん剤を同定できるようにすることを、最終目的として設定した。本研究課題では、

バイオリアクターに使用する腫瘍組織の代替え試料としてスフェロイドを使用し、還流培養を

行った際のプロテオームの変動を調べることにより、その有用性を検討した。 

 
３．研究の方法 

（１）低速ポンプによるバイオリアクターを用いた実験を行った。バイオリアクターでは、アク



リルで作られた小部屋の中に腫瘍組織が位置づけられ、新鮮な培養液を低速ポンプで送り込み、

腫瘍組織を通過した培養液は廃棄される。還流培養によって新鮮な培地を腫瘍に供給し、同時に

老廃物を排除することで、長期間の安定した培養を目的とした。使用したのは、患者由来肉腫細

胞株であり、未分化多型肉腫（undifferentiated polymorphic sarcoma, UPS）より樹立された

細胞株（NCC-UPS4-C1）を使用した。UPS は軟部肉腫の中では頻度が高く、高率に転移を来す予

後不良な悪性腫瘍である。多剤併用療法が行われているが、抗がん剤治療の有効性は明らかでは

ない。そのため、腫瘍組織を模した状態を作るために UPS 細胞株を使用してスフェロイドを作成

し、スフェロイドをバイオリアクターで還流培養した。培養液としては 10 %ウシ胎児血清 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)および 1 %ペニシリン-ストレプトマイシン溶液  (ナ

カライテスク、京都、日本)を含む DMEM/F12 (Thermo Fisher Scientific)を使用した。スフェロイ

ド作製は、96 well Clear Round Bottom Ultra Low Attachment Microplate (Corning Inc., 

Corning, NY, USA)に 1×105個/well の細胞を播種することで実施した。3日間の培養後、顕微

鏡観察（キーエンス、大阪、日本）によりスフェロイド形成を確認した。スフェロイドの静置培

養は、10 %ウシ胎児血清および 1 %ペニシリン-ストレプトマイシン溶液を含む DMEM/F12 培

地中で 3 日間の培養を行った。灌流培養は、装置中の内腔にスフェロイド 80 個を充填した。灌

流培養装置とシリンジポンプ(アズワン、大阪、日本) をシリコンチューブを用いて接続した。シ

リンジ中の 10 %ウシ胎児血清および 1 %ペニシリン -ストレプトマイシン溶液を含む

DMEM/F12 培地を灌流培養装置内に送り込み、3 日間の灌流培養を行った。 

 

（２）バイオリアクターに潅流するための培養液の条件および条件を変えたときの腫瘍の分子

背景の変化を調べることで、最適な培養条件を検討した。培養後のスフェロイドに相間移動溶解

剤（Phase transfer surfactant, PTS）を加え、超音波破砕機で溶解しタンパク質を抽出した。

タンパク質を酵素消化し質量分析（LC-MS/MS）を用いたプロテオーム解析を行った。潅流培養に

影響され形質の変化に貢献するタンパク質を同定するために、発現が有意に変化するタンパク

質を探索した。 

 

４．研究成果 

（１）還流培養によるスフェロイド細胞の培養 

スフェロイドは三次元に細胞が位置されることから、平面培養よりも生体に近い培養系である

と考えられている。バイオリアクターを用いた研究では、最終的には臨床検体を使った研究を行

うのだが、予備実験として貴重な臨床検体を使用することは避けるべきだと考えている。その意

味でスフェロイドは簡便に再現性良く細胞を準備することができるため本研究に適している。

形態的に安定してスフェロイドを作成し、還流培養に使用できることを確認した。患者由来がん

モデルは、予備実験レベルで臨床検体を用いた研究を行うことはためらわれるが、少しでも臨床

的な腫瘍に近い条件で実験をしたい、というときに有用であることを認識した。 

 

（２）還流培養によるタンパク質の発現の変動 

質量分析（LC-MS/MS）によって 2400 種類のタンパク質の発現を確認し、その中からとりわけ精

度高く比較解析することが可能だった 1000 種類のタンパク質を今回の研究の対象とした。スフ

ェロイドを還流培養することで発現が亢進したタンパク質の例を挙げると、Signal recognition 

particle receptor subunit beta、Mitochondrial import receptor subunit TOM40 homolog、

Prolyl 4-hydroxilase subunit alpha-2、E3 ubiquitin-protein ligase HUWE1 などがある。逆



に減少したものとしては、RRP12-like protein、carnitine O-acetyltransferase、Mannose-6-

phosphate isomerase、Vitamin D-binding protein、Mitochondrial antiviral-signaling 

protein などが挙げられる。統合的な理解は難しいが、個々のタンパク質については以前の研究

から機能について報告されている。たとえば、Signal recognition particle receptor はリボ

ソーム-mRNA-ポリペプチド複合体が小胞体の膜に定着する機構に関与している。Mitochondrial 

import receptor subunit TOM40 はミトコンドリアタンパク質の交通を調整している。また、

Prolyl 4-hydroxilase はプロリン水酸化酵素とも呼ばれる酸化還元酵素である。さらに、E3 

ubiquitin-protein ligase HUWE1 はタンパク質の分解制御に関わる。RRP12-like protein はリ

ボソームの構成を制御し、carnitine O-acetyltransferase は脂質代謝に関与する。また、どの

タンパク質も細胞内の局在は異なりタンパク質の変動から統合的な解析は困難だった。Mannose-

6-phosphate isomerase は小胞体輸送に含まれており、Vitamin D-binding protein はビタミン

Ｄの細胞内への吸収を促進する。さらに、Mitochondrial antiviral-signaling protein はウイ

ルス感染に対する防御機構に関わる。いずれのタンパク質も機能は調べられているものの、これ

らの変動を統合的に理解することはできなかった。変化しているタンパク質として観察したも

のは氷山の一角であり、統合的な理解のためにはプロテオーム解析の網羅性を高めたり、タンパ

ク質だけでなく mRNA の発現変動を調べるなどの工夫が必要だと考えられる。 
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