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研究成果の概要（和文）：婦人科癌の患者に対し予め薬剤感受性を調べることにより効果の期待できる薬剤の選択がで
きれば大きなメリットがある。本研究は手術で摘出した癌細胞を塊のまま培養するCTOS (cancer tissue-originated s
pheroid) を用いて薬剤感受性試験を確立し、治療方針決定に役立てることを目的として研究を行った。その結果子宮
体癌のうち漿液性腺癌は高率にCTOSが作製・維持されることが明らかとなった。また癌の増殖に関係するシグナルを阻
害する薬のうち、mTOR阻害剤、NF-kB 阻害剤による増殖抑制効果が認められた。

研究成果の概要（英文）：Drug sensitivity test for the patient of gynecology cancer by checking beforehand 
may give a merit. The aim of this study is establishment of a drug sensitivity examination using CTOS (can
cer tissue-originated spheroid) which cultured the cancer cell extracted by an operation. As a result, it 
was revealed that among endometrial cancer, CTOS derived from the serous adenocarcinoma was prepared and m
aintained with high success rate. In addition, among the drugs which inhibit a signal related cancer growt
h, mTOR inhibitor, NF-kB inhibitor showed moderate activity.
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１．研究開始当初の背景 
婦人科領域の難治性癌の治療戦略において
抗癌剤治療および分子標的治療は重要な役
割を果たしている。現在、治療薬の選択は過
去の臨床データの蓄積によって行われてい
るが、個々の患者に対し予め感受性試験を行
うことにより効果の期待できる治療薬が投
与できれば患者および医療サイドの双方に
大きなメリットがある。 
 
２．研究の目的 
当研究は、新たに開発された初代培養法：
CTOS(cancer tissue-originated spheroid)を
婦人科腫瘍に応用し、薬剤受性試験を確立し
難治性婦人科悪性腫瘍患者の治療方針決定
に役立てることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
腫瘍から得られた組織を細胞-細胞間の接着
を保持したまま無血清培地で上皮塊のみを
調製・培養することで CTOS を調整する。 
すなわち手術検体より得られた組織を機械
的、酵素的に処理し、細胞塊を調製する初代
培養法であり詳細は近藤らにより報告され
ている(PNAS, 2011)。これらの細胞塊は、24
時間以内に spheroid を形成し、これを無血
清培地内で培養・増殖させる。 
培養液に癌増殖に関連したシグナル伝達阻
害剤を加えて、96well plate に分注し、浮遊
培養している CTOS を 1well に 1 個ずつ移し
て 1週間培養する。Cell Titer-GloTM を使用
して蛍光 assay により それぞれの細胞の生
物活性を測定し、薬剤暴露時の断面積により
標準化して、薬剤感受性を測定した。 
 
４．研究成果 
９９例の子宮体がん組織から９３例（94％）
と高率に CTOS 形成が認められた。２週間以
上の培養が維持できたものは６３例（64％）
であった。これら調整した CTOS は HE 染色、
アルシアンブルー染色、estrogen receptor, 
p53, の免疫染色では摘出腫瘍と同じ染色形
式を示した（図１）。その中でも早期から進
行が早く、予後不良な組織型である漿液性腺
癌由来の CTOS においては２週間以上の培養
が維持できたものが 12/13（92％）と高率で
あった。この結果から子宮体部漿液性腺癌あ
るいは低分化型類内膜腺癌などの TypeII 子
宮体癌と呼ばれる高悪性度の子宮体癌に対
象を絞って研究を進めた。 
 
図１． 

 また、マウス皮下へ移植された CTOS49 例
中２２例（49％）で腫瘍形成が認められ、そ
の CTOS 由来移植腫瘍は患者本来の摘出腫瘍
と同じ形態を保っていた。PCR および免疫染
色を用いてマウスに移植し増殖した腫瘍の
上皮がヒト由来であり間質はマウス由来で
あることも確認している。 
 
抗癌剤感受性試験 
CTOS 培養液に抗癌剤（シスプラチン）を添加
し ATP 法を用いて感受性試験を行った。この
方法は細胞の viability の判定を細胞内の
ATP を定量することにより行い抗癌剤非投与
の CTOS と比較する。ATP 活性は専用のルミノ
メーターで測定を行った。子宮体部漿液性腺
癌あるいは低分化型類内膜腺癌などの
TypeII 子宮体癌由来の CTOS を用いて抗癌剤
感受性試験を行った。その結果シスプラチン
の用量依存的に増殖抑制が認められた（図
２）。これらの結果から高率に CTOS が維持さ
れる TypeII 子宮体癌においては抗癌剤感受
性試験が成立すると考えられた。 
図２． 

 
阻害剤の実験 
作製した CTOS のうち最も増殖速度の速い
CTOS(類内膜腺癌 G3 由来)を用いて種々のシ
グナル経路を標的とした阻害実験、すなわち
NF-kB,mTORC1,mTORC1+mTORC2,RAF,HER2,Src
,EGFR,PI3K を 標 的 と し た 阻 害 剤 ：
BMS345541,RAD001,OSI-027,Sorafenib,Lapa
tinib,Dasatinib,Erlotinib,LY294002 を用
いて増殖抑制効果を検討した（図３）。阻害
実験は薬剤投与１週間後にルシフェラーゼ
活性を用いて ATP 活性を測定し、day0 の断面
積を用いて標準化し、比較・検討した。この
うち NF-κB 阻害剤である BMS345541 の用量
依存性に細胞増殖を抑えることが確認され
た。増殖抑制効果の認められた CTOS および
抑制効果の認められない CTOS を比較検討す
ることによりバイオマーカーの同定ができ
ると考えられ、現在 NF-kB 経路関連分子の
Western Blot を施行している。他の薬剤につ
いても子宮体癌 CTOS に対して増殖抑制効果
を示すものがあり、バイオマーカーを同定す
ることにより治療法を個別化できる可能性
がある。 



 

図３． 
 
 
mTOR 阻害剤 
子宮体癌 CTOS のうち mTORC1,mTORC1+mTORC2
の阻害剤である RAD001,OSI-027 による増殖
抑制効果が認められたものと増殖抑制効果
の認められない CTOS が存在することが明ら
かとなった（図 4）。それらを用いてバイオマ
ーカー探索の目的で阻害剤投与後経時的な
シグナル伝達経路の分子のリン酸化を
Western Blot で解析した。その結果 AKT, ERK
は阻害剤投与でも脱リン酸化を認めず、また
S6 は増殖抑制効果とは関連なく阻害剤によ
って脱リン酸化した。我々の結果からは子宮
体 癌 CTOS 増 殖 に 対 す る
mTORC1,mTORC1+mTORC2 阻害剤のバイオマー
カーは同定されなかった。 
すなわち mTOR 伝達経路への依存性は症例に
より異なっており、標的（下流分子の活性化）
の阻害効果では治療効果を予測できないと
考えられた。 
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