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研究成果の概要（和文）：抗がん剤開発においては、細胞株と実際の腫瘍のギャップを埋めるスクリーニング系の開発
が大きな課題となっている。本研究ではヒトプライマリリンパ腫細胞を免疫不全マウスに移植しPDXマウスを作成し、
リンパ腫ニッチを探索した。PDXマウスから取り出したPDX細胞は細胞株に比べて、プライマリ腫瘍細胞の形質が高度に
保存された細胞で、これの体外培養法を確立し、それを用いたハイスループットな薬剤スクリーニング方法を確立した
。スクリーニングで選別された薬剤を解析することで、リンパ腫細胞は間質細胞から還元型グルタチオンの供給を受け
酸化ストレスから保護されているという新しい腫瘍生存機序が発見された。

研究成果の概要（英文）：Cell lines have been used for drug discovery as useful models of cancers; 
however, they do not recapitulate cancers faithfully, especially in the points of rapid growth rate and 
microenvironment independency. Here, we developed a novel high throughput drug screening system using 
patient-derived xenograft (PDX) cells of lymphoma that maintained primary cancer cell phenotype more than 
cell lines. Pyruvinium pamoate showed the highest activity, and its strong anti-tumor effect was 
confirmed also in vivo. We extensively investigated its mechanism of action and found that it inhibited 
glutathione supply from stromal cells to lymphoma cells, implying the importance of the stromal 
protection from oxidative stress for lymphoma cell survival and a new therapeutic strategy for lymphoma. 
Our system introduces a primary cancer cell phenotype into cell-based phenotype screening and sheds new 
light on anti-cancer drug development.

研究分野：血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
従来、抗がん剤のスクリーニング方法とし
ては、既存のがん細胞株を培養し、その増殖
を抑制する化合物を探索することが行われ
てきた。最近では、特定のがん活性化分子を
標的とするスクリーニングが主流となり、細
胞株、動物モデルでの Proof-of-Conceptなら
びに有効性を確認し、前臨床試験へと開発が
進められる。しかし、一般的に「がん」には
多数の変異が蓄積しており、「がん」のドラ
イバー経路のみを阻害しても、エスケープ経
路による耐性化が生じること、「がん」組織
には枝分かれした多くのサブクローンが併
存している上、治療抵抗性を示す微小環境依
存的な「がん幹細胞」が存在することなどが
観察されている。このため抗がん剤開発にお
いては、細胞株（Ex vivo）と患者組織（In 
vivo）のギャップを埋めるスクリーニング系
の開発が、大きな課題となっている。 
研究代表者らはこれまでに、悪性リンパ腫
（多くは再発 DLBCL）組織を免疫不全マウ
ス（NOG）に異種移植し、少なくとも 6つの
ラインを樹立した。このようなラインを
Patient derived xenograft (PDX)マウスと呼
ぶ。この DLBCL PDX マウスでは、腫瘍細
胞の組織浸潤性や CD20 発現、染色体異常、
発現プロフィールなどに関して、primary腫
瘍細胞の形質を保持しながら、数代以上にわ
たって継代移植することが可能である。この
ような PDX マウスは白血病、または乳がん
などの固形腫瘍で作成され、がん幹細胞の研
究や、がん細胞ニッシェの探索、あるいは細
胞株で効果が証明されるなどある程度開発
の進んだ新規抗がん剤候補化合物の薬効試
験などに用いられている。リンパ腫の PDX
マウスはこれまでにも報告が少なく、これを
用いたリンパ腫ニッシェの探索の報告はな
い。また PDX マウスを薬剤開発のハイスル
ープット一次スクリーニングに用いるとい
うのは腫瘍の種類を問わずこれまでに例が
ない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、NOG マウスを用いてヒトび
まん性大細胞型 B 細胞リンパ腫（DLBCL）
におけるホーミングと治療後残存に関わる
微小環境（ニッチ）を探索する。また、既に
成功した線維芽細胞様細網細胞（FRC）株と
の共培養による DLBCL PDX 細胞の体外培
養系用いて、ニッチ依存性における分子メカ
ニズム解明とハイスループット薬剤スクリ
ーニングシステムの開発を目指す。 

 
３．研究の方法 
（1）悪性リンパ腫検体を NOG マウスに移植
し、PDX マウスを作成する。腫瘍細胞をマウ
スに移植後経時的にマウスを解剖し、ヒト
CD45 抗体などによる免疫染色を行いリンパ
腫細胞のホーミング部位を検索し、リンパ腫
ニッチに関わる細胞候補を絞り込む。 

（2）リンパ腫 PDX 細胞を FDC・FRC 細胞株と
共培養し Ex vivo で持続可能にできる組み合
わせを探索するとともにその評価を行う。 
（3）(2)で確立した共培養系を用いて薬剤ス
クリーニングシステムを開発する。重要な点
はリンパ腫細胞の生死と、共培養している間
質細胞の生死を区別して評価することであ
るが、この問題を PI あるいは Hoechst 染色
し た 細 胞 を イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー
（ArrayScan VTI HCS reader:サーモサイ
エンティフィック社）を用いて解析すること
で、細胞の大きさにより両細胞区別してそれ
ぞれの死細胞率を計測することで解決した。
スクリーニングする薬剤ライブラリとして
東京大学創薬オープンイノベーションセン
ター提供の、Off-patentの承認済み薬剤、薬
理活性既知の物質からなる 2613 種類の化合
物を用いた。 
 
４．研究成果 
（1）研究期間中に 7 例の新たなリンパ腫
PDXマウスを樹立した。累計で、DLBCL６
例、血管内リンパ腫３例、マントル細胞リン
パ腫 1例、末梢性 T細胞リンパ腫 1例となっ
た。DLBCLの 1例に関して腫瘍細胞移植後、
3, 7, 14, 21, 28日後にマウスを解剖し腫瘍細
胞生着を観察したところ、14日後に脾臓リン
パ濾胞杯中心に相当する部位（NOG マウス
にはリンパ球がほとんど存在せずリンパ濾
胞は明瞭ではない）に最初の生着が観察され、
同部位がこのリンパ腫細胞のニッシェであ
る可能性が示唆された。 
（2）リンパ濾胞におけるリンパ腫支持細胞
として濾胞性樹状細胞（FDC）や線維芽細胞
様細網細胞（FRC）あるいは濾胞性ヘルパー
T 細胞（FHT）が想定されたが、NOG マウ
スには T細胞は存在しないことから、FDC、
FRCの細胞株を用いて、各種 PDX細胞の体
外培養における生存支持能力を比較した。全
ての PDX 細胞は単独では体外培養できなか
ったが、一部の DLBCL PDX細胞は FRC細
胞株 BLS4により死細胞率が低下し、1例で
は 80%近い高い生存率を維持して培養が可
能であった（図 1A）。このシステムにおける
腫瘍細胞の増殖は細胞株に比して遅く、ダブ
リングタイム９日であった。（図 1B）。 

 
（3）上記で良好な体外培養を行うことがで
きた PDX 細胞と BLS4 を用いて図２に示した
手順でスクリーニングを行った。１匹の PDX
マウスから約1X108個のPDX細胞が採取でき、



１化合物の解析は 1X104個の PDX 細胞で行っ
た。もっとも時間を要するのはイメージアナ
ライザーでの解析で、１プレート 96 検体の
解析に約 20 分を要した。2613 種類のライブ
ラリの解析に要した時間は約 10 時間で、ハ
イスループットな解析が可能であった。 
 

各化合物を添加後の PDX 細胞の死細胞率を Y
軸に、BLS4 単独培養に対する増殖抑制効果を
X 軸にプロットしたのが図 3 である。既存の
抗がん剤に比して著明な殺細胞効果をリン
パ腫細胞に対しては示しながら、BLS4 細胞の
増殖抑制は軽度であった化合物としてパモ
酸ピルビニウム（PP:承認済み抗蟯虫薬）が
選択された。PP の効果は体外培養系で再確認
され(GI50=137 nM)、マウスモデルでも腫瘍の
退縮効果が認められた。 
 

 
(4) PPの作用機序を明らかにするために各種
解析を行い以下の結果を得た。 
①PDX との共培養を開始する前に BLS4 を PP
で処理すると、その後はPPを取り除いても、
処理後の BLS4 は PDX 細胞の生存を支持でき
なくなっていた。 
②PPへの曝露でBLS4内部には活性酸素(ROS)

が産生され、還元型グルタチオン(GSH)が減
少していた。 
③PDX細胞内部のGSHはBLS4と共培養するこ
とで著明に上昇するが、PP 処理後の BLS4 と
の共培養では上昇しなかった。 
④培養液中に GSH を添加すると PDX 細胞は
BLS4 が存在しなくても生存を維持できた。 
以上のことから、リンパ腫細胞と FRC の間に
は FRC が GSH を産生し、リンパ腫細胞に供給
することでこれを酸化ストレスから保護す
るという関係があることが推測された。さら
に、PP は FRC 内部で ROS を産生させ、FRC の
GSH 消費を亢進させることで、リンパ腫細胞
への GSH の供給を障害し、抗リンパ腫効果を
示していると考えられた。 
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