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研究成果の概要（和文）：がんには、抗がん剤を使って治療を続けるうちに、細胞の薬物排出活性の亢進による
薬剤耐性を獲得するケースがあり、この薬剤耐性の克服は、がん治療の大きな課題となっている。
本研究では、これまで研究代表者らが研究してきた肝臓がん細胞の三次元培養技術を、膵臓がん細胞に適用し、
薬剤耐性などのがん細胞の特性を生体外で再現することを試みた。その結果、膵臓がん細胞(BxPC-3)の三次元培
養により抗がん剤に対する薬剤耐性現象を再現することを見出した。また、この薬剤耐性現象には薬剤排出トラ
ンスポーターが関与している可能性が示唆された。従って、膵臓がん細胞の三次元培養を利用した新規スクリー
ニング系の開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：Intrinsic or acquired multidrug resistance in cancer cells is one of the 
major obstacles in cancer chemotherapy.
In this study, we examined the application of 3D culture technology for liver cancer cells to 
pancreatic cancer cells and attempted to reproduce the characteristics of cancer cells, such as drug
 resistance, in vitro. As a result, we found that the three-dimensional culture of pancreatic cancer
 cells (BxPC-3) reproduced the phenomenon of drug resistance to anticancer drugs. We also showed 
that a drug efflux transporter may be involved in this drug resistance phenomenon. Therefore, we 
succeeded in developing a novel screening system using three-dimensional culture of pancreatic 
cancer cells.

研究分野： 工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、薬剤耐性が問題となっているヒト膵臓がん細胞の3D培養による薬剤耐性現象の再現することを見出
した。最近、患者腫瘍組織移植モデル（PDX）に対するin vivoでのがん治療薬の試験が行われている。このin 
vivo (PDX)試験の代替法として、今後、患者由来の初代がん細胞の本3D培養によるスクリーニングによって、が
ん患者に対して効果のある抗がん剤を治療開始前に選別することが可能になり、個別化医療にも波及する可能性
がある。本研究で得られた技術は、ヒトでの効果の予測性の向上が望まれるとともに、動物愛護の点から、動物
実験の代替法となることが予想され、本研究の学術的意義は大きいものと考える。

※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 
 がんは、抗がん剤を使って治療を続けるうちに、細胞の薬剤排出活性の亢進などにより薬剤

耐性を獲得することがあり、この薬剤耐性の克服は、がん治療の大きな課題となっている 1)。 
現在、抗がん剤の開発試験では、がん細胞を単層培養した 2次元（2D）培養が一般的に行われ

ているが、この培養法では薬剤耐性を再現できないことが報告されている 2）。このため、現在、
抗がん剤の薬剤耐性を含むがんの生物学的な機能発現を再現す
るスクリーニング系の開発が望まれている。 
研究代表者は、これまでにヒト肝臓がん細胞(HepG2)をシリカ

ファイバー三次元細胞培養担体（Cellbed®,Fig.1 A,B) で三次元
(3D)培養することで、抗がん剤の薬剤排出活性を制御できるこ
とを示し、抗がん剤のスクリーニングの基礎研究を進めてきた
3,4)。しかし他の組織由来のがん細胞については不明であった。 
 
２．研究の目的 
現在、抗がん剤の開発試験では、がん細胞を単層培養した２次

元培養が一般的に行われているが、薬剤耐性を再現できている
とはいえない。そこで本研究課題では、これまで研究代表者らが
行ってきた“がん細胞の三次元(3D)培養技術に関する知見”と
“高純度シリカファイバー(Cellbed)に関する知見”を組み合わ
せて、がん細胞を 3Ｄ培養し、生体外で薬剤耐性現象を再現・制
御し、薬剤耐性の克服に向けた新しい抗がん剤スクリーニング
系への応用に関する知見を得ようとするものである。具体的には、HepG2 細胞の Cellbed で確立
した薬剤耐性に関する知見をもとに、抗がん剤に対する薬剤耐性が問題となっているヒト膵臓
がん(BxPC-3)細胞の Cellbed 培養による薬剤耐性現象の再現について in vitro で検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト膵臓がん細胞(BxPC-3)に対する DOX の 50 %増殖抑制試験 
Cellbed は、研究協力者の川部博士が所属する日本バイリーン社製のものを使用した。BxPC-3 細
胞を monolayer 培養 (96well-plate, 2.0×103 cells/well)、Cellbed 培養 (96well-plate, 
1.0x105 cells/ well) で 7日間前培養を行った。培地交換は 2日毎に行った。7日後、DOX 含有
培地、もしくは DOX 及び Ko143 (10 µM) 含有培地を添加し 48時間培養した。48時間後、既存培
地を除去し、新鮮培地と WST-8 溶液を加え、30 分の呈色反応後に吸光プレートリーダーにより
吸光度を測定 (450 nm) し、Prism9 を用いて IC50値を算出した。 
 
(2) MDR1、MRP2、BCRP、Bcl-xl の免疫染色 
免疫染色には、monolayer 培養には 35 mm glass bottom dish を、Cellbed 培養には 24well-
plate を用いた。BxPC-3 細胞では、monolayer 培養では播種密度 2.0×104 cells/dish、Cellbed
培養では播種密度 6.0×105 cells/well で 7 日間培養を行った。HepG2 細胞の monolayer 培養で
は播種密度 2.0×104 cells/dish で、Cellbed 培養では播種密度 3.0×105 cells/well で 7日間
培養を行った。培養後、室温で細胞を 4%中性ホルマリン液で固定した。その後、膜透過処理、ブ
ロッキング処理を行った後に、MDR1(MDR1/ABCB1 (E1Y7B) Rabbit mAb)、MRP2 (MRP2/ABCC2 (R260) 
Antibody)、BCRP1 (Anti-BCRP/ABCG2 抗体)、Bcl-xl (Bcl-XL Rabbit Polyclonal antibody) の
一次抗体を反応後、二次抗体 (Anti-Rabbit IgG (H+L),F(ab´)2 Fragment) を添加し染色し、
共焦点レーザー顕微鏡 (TCS-SP)で観察を行った。 
 
(3) BxPC-3 細胞に対する DOX 排出活性抑制試験  
BxPC-3 細胞を Cellbed 培養 (24well-plate, 6.0×105 cells/well) で 7日間前培養を行った。
その後、DOX (50 µM) 含有培地を添加し、1時間細胞内に DOX を取り込ませた。1時間後、Ko143
含有新鮮培地 (10 µM) に交換し、経過時間ごとに培地を回収し、培地中に排出される DOX 濃度
をそれぞれの well からサンプリング (0, 60, 120, 180 min) を行い、蛍光分光光度計を用い
て測定した。 
 
４．研究成果 
(1) BxPC-3 細胞に対する DOX の 50 %増殖抑制試験 
BxPC-3 細胞に対する DOX の IC50値は、monolayer 培養で 7.5 µM、Cellbed 培養で 11.8 µM

と、Cellbed 培養は monolayer 培養に比べ有意に高い値を示した。従って、Cellbed を用い
た培養系は HepG2 細胞外の細胞においても薬剤耐性現象を再現できる可能性が示された。  
 

Fig.1 Cellbed 培養によるがん
細胞培養(A：Cellbed；
B：がん細胞の多層化) 

Ａ 

Ｂ 



(2) BxPC-3 細胞の MDR1、MRP2、 BCRP の免疫染色 
BxPC-3 細胞の MDR1、MRP2 は、monolayer 及び

Cellbed 培養ともに、発現は確認されなかった
(Fig.2)。一方で、BCRP は、monolayer 培養・Cellbed
培養において確認された(Fig.2)。これらの結果よ
り、上記の薬剤耐性の上昇の要因として BCRP の発
現が関わっている可能性が示唆された。 
 

(3) BxPC-3 細胞に対する DOX の IC50 値に及ぼす
BCRP 阻害剤 Ko143 の影響 
BCRP の特異的阻害剤であることが知られている

Ko143 5)の、BxPC-3 細胞の DOX に対する IC50値への
影響について検討した。Ko143 によって、monolayer
培養・Cellbed 培養ともに、DOX に対する IC50値が
有意に低下したことから(データ未掲載)、DOX に対
する薬剤耐性には、BCRPによる薬剤排出活性が関与
していることが示唆された。 
 
(4) BxPC-3 細胞に対する BCRP 阻害剤 Ko143 によ
る DOX 排出活性抑制試験  
 BCRP に対する Ko143 の作用を検証するために、
Cellbed 培養した BxPC-3 細胞に対し DOX を取り込
ませた後 Ko143 を添加し、細胞からの DOX 排出活性
を調べたところ、0～60分までは薬剤耐性克服薬の
有無に関わらず排出量はほぼ同じであった。一方、
60 分以降は、Ko143 の添加によって DOX 排出が阻害された(データ未掲載)。この結果より、BxPC-
3 細胞の DOX に対する IC50値の Ko143 による低下は、BCRP の活性阻害によるものであることが
示唆された。 
 
(5) Cellbed 培養した BxPC-3 細胞の抗アポトーシスタンパク質(Bcl-xl)免疫染色 
がん細胞の抗がん剤に対する耐性メカニズムの中に、細胞死に対する抵抗性がある。また、薬

剤耐性機構の抗アポトーシス作用に関わることが報告されている Bcl-xl の発現 6)について、
HepG2 細胞も含めて検討した。その結果、HepG2 細胞及び BxPC-3 細胞に Cellbed 培養を行うこ
とで、抗アポトーシスタンパク質である Bcl-xl の発現が monolayer 培養と比べて、より強く発
現することが確認された(データ未掲載)。 Cellbed 培養における Bcl-xl の発現と薬剤耐性と
の関連性については、今後更なる検討が必要であると思われる。 
 
(6) Cellbed 培養した HepG2 細胞の低酸素誘導因子の関連遺伝子発現 
Cellbed 培養による薬剤耐性における低酸素誘導因子 HIF-1αの関与について明らかとするた

め 3)、HIF-1αの下流の遺伝子(LDH, PDK-1, SLC2A1)について検討したころ、HepG2細胞の Cellbed
培養では monolayer 培養と比べ、遺伝子発現が増加することを示した(データ未掲載)。Cellbed
培養では細胞が多層化することで、Cellbed 内部がより低酸素状態となり HIF-1αが誘導される
可能性が示唆された。 
 
(7) Cellbed 培養した HepG2 細胞のがん幹細胞マーカーの免疫染色 
近年、がん幹細胞は抗がん剤による薬剤耐性機構の一つであることが知られている。そこで、

がん幹細胞マーカーの一つである CD133 の発現について検討した。その結果、HepG2 細胞の
Cellbed 培養では、monolayer 培養と比べ増加することが示され(データ未掲載)、Cellbed 培養
による薬剤耐性機構の一つにがん幹細胞が関連する可能性が示唆された。 
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