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研究成果の概要（和文）：がんには、制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。
そこで本研究では、これまで研究代表者らが研究してきた正常肝細胞の三次元培養技術を肝がん細胞に適用し、薬剤耐
性などのがん細胞の諸性質を生体外で発現させることを試みた。結果として、通常用いられる96ウェル培養プレートを
用いて、肝がん細胞(HepG2)の三次元培養を利用した新規アッセイ系の開発に成功した。また、このアッセイ系を利用
して、脂質分子とミセル分子から成るハイブリッドリポソームが、薬剤耐性克服薬として有効であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Intrinsic or acuired multidrug resistance (MDR) of cancer cells is one of the majo
r obstacles in the chemotherapeutic treatment of solid tumors. We have investigated three-dimensional cult
ures for the maintenance of various biological characteristics of normal hepatic cells.
In this research, we have succeeded in the expression of drug resistance phenomena of hepatic cancer cells
 and the development of the new assay system for screening of anticancer drugs using 96 well three-dimensi
onal culture plate. Furthermore, we found that hybrid liposomes composed of dimyristoylphophatidylcnoline 
and polyoxyethylene dodecyl ether have remarkable inhibitory effect on the drug efflux activity of hepatic
 cancer cells which cultured in three-dimensionally. Consequently, hybrid liposomes will be a new anticanc
er drug to overcome the multidrug resistance of hepatic cancer cells.
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１．研究開始当初の背景 
がんには、制がん剤（抗がん剤）を使って
治療を続けるうちに、がん細胞が薬剤耐性を
獲得し、薬が効きづらくなって再発するケー
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（T. Tsuruo et al, 
Cancer Sci., 94:15-21, 2003） 。 
 現在、制がん剤の開発には、大きく分けて、
【候補化合物の探索・合成】→【細胞レベル
での有効性試験とスクリーニング】→【動物
レベルでの有効性・安全性試験】→【臨床試
験】の各段階があり、この【細胞レベルでの
スクリーニング】には、これまで主に 96 ウ
ェルプレートの各ウェル底部に平面的に二
次元単層培養した細胞アッセイ系が用いら
れてきた。研究代表者の松下らは、最近、肝
がん細胞を用いて、この細胞を三次元に培養
すると、薬剤耐性の原因の一つである薬物排
出活性が、従来の二次元単層培養よりも亢進
されることを見出した（図 1 参照，DOX；ド
キソルビシン）。またこの活性亢進の原因が、 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
薬剤排出タンパク質（MDR1）の発現量の増加
にあり、その細胞当たりの発現量は、生体内
のがん組織中の細胞当たりの発現量とほぼ
同等であることを突き止めた（図 2 参照）。
また研究分担者の石田らは、三次元培養によ
って、薬剤耐性のもう一つの原因である薬物
代謝活性の亢進に関連する遺伝子の発現が
上昇することを遺伝子の網羅的解析によっ
て報告している(S.Ishida et al, Biochem. 
Biophys.Res.Commun.,378:558, 2009)。これ
らの結果は、がん細胞を三次元培養すること
で、薬剤耐性を再現した新しい細胞レベルの
アッセイ系が構築できることを示唆してい
る。すでに申請者らは、96ウェルプレートの
ウェル内部で、肝がん細胞（HepG2 細胞）
を三次元培養させる手技を確立し、MDR1で

排出される制がん剤（DOX）及び排出されな
い制がん剤（5-FU）による増殖抑制濃度（IC50

値）を、二次元培養と比較した。その結果、
5-FU では、両培養系で差が出なかったもの
の、MDR1で排出される制がん剤(DOX)では、
二次元培養において、より低い IC50値が得ら
れ、従来のがん細胞の二次元単層培養では、
がんの薬剤耐性を再現できていないことが
示唆された（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、がん細胞の薬剤耐性を低下させる薬
剤の開発は、制がん剤の効果を回復させ、ま
た副作用の出ないより低い濃度で制がん剤
を作用させることも可能となるため、現在制
がん剤開発のターゲットの一つとなってい
る（T.Ochiya et al, Nature Med., 14:939, 
2008）。研究分担者の松本らは、がん細胞と
正常細胞を識別し、がん細胞膜にのみ融合蓄
積するハイブリッドリポソーム（HL）を開
発している。このHLは、細胞膜の流動性を
変化させることで、デスレセプター（Fas）
などの膜タンパク質の活性を変化させ、HL
のみによってがん細胞のアポトーシスを誘
導し制がん効果を発揮することが実証され、
臨床応用が進んでいる。 
 
２．研究の目的 
本研究の主な目的は次の２つである。 
(1)申請者らが独自に開発したがん細胞の
薬剤耐性を生体外で再現できる三次元培養
法を利用し、新しい制がん剤のアッセイ系を
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図１ 肝がん細胞における単層培養（◆:monolayer）

と三次元培養（■:spheroid）の薬物排出活性の違い 
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図２ 肝がん細胞における薬物排出タンパク質
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図３ 肝がん細胞の三次元培養(spheroid)
による薬剤耐性（IC50値の上昇）の再現 

 



開発する。この時、研究分担者の石田との共
同で、がん細胞の薬剤耐性発現の機構を、細
胞活性と遺伝子の網羅的解析を含めて詳細
に検討する。 

(2)このアッセイ系を用いて、がん細胞の薬
剤耐性を低下させる新しいタイプの制がん
剤（薬剤耐性克服薬）を探索する。この耐性
克服薬として、研究分担者の松本らが開発し
た、がん細胞膜に選択的に融合蓄積し、膜タ
ンパク質に作用するハイブリッドリポソー
ム(HL）の効果を検証し、最適な脂質組成・
有効濃度についての知見を得る。 

 
３．研究の方法 
(1)がん細胞の薬剤耐性を in vitroで再現でき
る制がん剤の新規スクリーニング系の開発 
 申 請 者 ら が 独 自 に 開 発 し た
poly-L-glutamic acidを被覆した96ウェルプ
レートを用いて、肝がん細胞（HepG2, 
HuH7）及び、腎がん細胞（OS-RC-2）など
の薬物排出活性の高い細胞の三次元培養技
術を確立する。この時、がん細胞の薬剤耐性
発現の機構を、細胞活性（ドキソルビシンの
排出活性）と網羅的遺伝子発現解析
（GeneChip利用）を含めて詳細に検討する。 
(2)ハイブリッドリポソームの薬物排出活性
に与える影響の検討 
この系を用いて、がん細胞の薬剤耐性を低下
させる新しいタイプの制がん剤（薬剤耐性克
服薬）として、がん細胞膜に選択的に融合蓄
積し、膜タンパク質の活性に作用するハイブ
リッドリポソーム(HL)の効果を検証し、最適
な脂質組成・有効濃度についての知見を得る。 
 
４．研究成果 
(1)がん細胞の薬剤耐性を in vitroで再現でき
る制がん剤の新規スクリーニング系の開発 
 申 請 者 ら が 独 自 に 開 発 し た
poly-L-glutamic acidを被覆した96ウェルプ
レートを用いて、肝がん細胞（HepG2）の三
次元培養を利用した新規アッセイ系を開発
した。このアッセイ系を用いて、肝がんに効
果のある様々な制がん剤の増殖抑制試験
（IC50 値の測定）を行った。その結果、三
次元培養によって薬物排出タンパク質
（MDR1）の発現の増大が確認されるととも
に、MDR1によって排出されるドキソルビシ
ン（DOX）やエピルビシンなどの薬剤に対し
て、肝がん細胞の三次元培養によって、薬剤
耐性の発現が確認された。また、研究分担者
の石田との共同で、がん細胞の薬剤耐性発現
の機構を、細胞活性と遺伝子の網羅的解析か
ら検討するための遺伝子抽出などの準備を
行い、基礎的知見を得た。 
(2)ハイブリッドリポソームの薬物排出活性
に与える影響の検討 
 このアッセイ系を用いて、がん細胞の薬剤
耐性を低下させる新しいタイプの制がん剤
（薬剤耐性克服薬）の探索を行った。その結
果、研究分担者の松本らが開発した、がん細

胞膜に選択的に融合蓄積し、膜タンパク質に
作用することでがん細胞のアポトーシスを
誘導するハイブリッドリポソーム（HL）が、
本肝がん細胞の MDR1 タンパク質による薬
物排出活性を阻害し、DOX に対する薬剤耐
性を低下させる効果を見出した。このことは、
HL が制がん剤としての効果だけでなく、薬
剤耐性克服薬としての効果を有しているこ
とを示している。また、脂質分子として、L-
α-Dimyristoylphosphatidylcholine(DMPC)
が 、 ミ セ ル 分 子 と し て 、
Poly(oxyethylene)laurylether(C12(EO)23) が
有効であることを見出した。また DMPC 濃
度は 150μMで効果を発揮すること、作用時
間としては 48 時間で適当であることを見出
した。 
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