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研究成果の概要（和文）：創傷治癒と同様に、癌細胞集団の構造破壊とそれに伴う再生が癌の進展に関与している可能
性がある。我々が開発した患者癌組織から癌細胞を三次元培養する新しい方法（CTOS法）を用いて、CTOSの構造破壊と
その後の再生に着目し、破壊・再生過程を病理学的・分子生物学的に解析した。破壊再生過程で増殖能と幹細胞性が亢
進した。破壊再生過程で発現上昇する遺伝子群（破壊再生シグナチャー）は大腸癌患者の予後を反映していた。WNTシ
グナルとERBBシグナルが重要な役割を果たしていた。以上より腫瘍内の炎症などによる破壊的環境は癌細胞集団の破壊
再生連鎖を惹起することで癌の悪性化に寄与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Similar to wound healing, disruption of cancer cell-clusters and afterward 
regeneration might ignite malignant conversion of cancer cells. We recently developed a novel primary 
culture system (CTOS method), which enables us 3D culture of cancer cells retaining patient tumor 
characteristics. In this study, we focused on the process of disruption/remodeling. After disruption, 
CTOS quickly recovered its shape (remodeling). Stimulation by disruption rendered more proliferation and 
stemness to the cancer cells. Gene signature, which upregulated after disruption, predicted prognosis of 
colorectal cancer patients. WNT signaling as well as ERBB signaling was critical in the process. Taken 
together, destructive microenvironment in a tumor such as inflammation might contribute to the malignant 
conversion of cancer cells.

研究分野： 腫瘍生化学
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１．研究開始当初の背景 

癌は創傷治癒と類似しており、癌細胞集団

の構造破壊とそれに伴う再生(破壊・再生連

鎖)が癌の進展に関与している可能性がある。 

正常組織では上皮細胞は集団として組織

を形成する。つまり、正常上皮細胞は集団と

して組織化することではじめて極性や分化

を示し、さまざまな機能を発揮する。一方、

癌は正常細胞の秩序をむしろ破壊する側面

を持つため、これまで細胞集団としての特性

はあまり注目されてこなかった。正常上皮に

おいては上皮構造の破壊である創傷と、再生

過程である治癒は密接に関連している。癌に

おいては、これまで癌幹細胞や上皮間葉移行

など再生過程については注目されてきたが、

それを破壊・再生の連鎖として捉える視点に

欠けていた。 

我々は患者癌組織から癌細胞を培養する

新しい方法を開発した。細胞―細胞間接着を

維持したまま無血清・浮遊培養すると、純粋

な 癌 細 胞 か ら な る 細 胞 塊 （ cancer 

tissue-originated spheroid, CTOS）を調製で

きる。CTOS は癌細胞集団の三次元的特徴を

維持している上に、機械的破壊後に短時間に

再生することから、癌細胞集団の破壊・再生

連鎖の研究に最適である。CTOS を長期間培

養すると増殖能は低下するが、分割操作を加

えることにより増殖能の低下を回避できる。

このような癌細胞集団の機能は、癌の三次元

的性質の多くを失った細胞株の凝集塊を用

いた実験では研究しえない。 

これまで治療感受性は癌細胞自身の細胞

増殖抑制や細胞死の誘導で規定されている

と考えられてきた。癌治療自体は癌細胞にと

っては破壊的操作であり、それに応じて再生

過程が惹起される可能性がある。本研究によ

って治療による破壊・再生連鎖が明らかにな

れば、再生能力が治療感受性を規定する新た

な因子として浮かびあがる可能性がある。 

 

２．研究の目的 

CTOSを長期間培養すると増殖能は低下す

るが、分割操作を加えることにより増殖能の

低下を回避できることから、癌細胞スフェロ

イドの構造破壊は何らかの質的変化をもた

らすと予想した。本研究では CTOS の構造の

破壊によって惹起される再生に注目して、破

壊・再生連鎖の過程を病理学的・分子生物学

的に明らかにし、そのマーカーを同定するこ

と、さらに癌の進展・悪性化や治療応答と破

壊・再生連鎖の関係を明らかにすることを目

的とした。 

 

 

３．研究の方法 

以前に発表した方法に従って、大腸癌

CTOS を調製した。ヒト腫瘍あるいはマウス

移植腫瘍を機械的に細断し、さらにコラゲナ

ーゼ含有培地で分散した。メッシュフィルタ

ーを利用して、直径 40-100 マイクロメート

ルの腫瘍断片を回収し、hStemPro 培地で培

養し CTOS を得た。１週間培養した CTOS

を注射針を装着したシリンジに CTOS を含

む培地を吸引し吐出する操作を繰り返すこ

とによって CTOS を部分的に破壊した。 

CTOS のサイズは位相差顕微鏡写真から

CTOS 面積を算出するか、ATP 含量を測定す

ることで評価した。増殖能の変化は BrdU の

取り込み、Ki67 の染色陽性細胞比で評価し

た。幹細胞性は CTOS を単細胞に分散して、

単細胞からのスフェロイド形成能を評価し

た。少数の一定数（10-50）の CTOS をマウ

ス皮下に移植し、腫瘍形成能を評価した。遺

伝子の網羅的発現解析は Agilent 社のマイク

ロアレイを用いて行った。PigyBac プラスミ

ドはエレクトロポレーションで導入した。免

疫染色、ウエスタンブロット、フローサイト

メーターによる解析は以前に発表した方法

に従っておこなった。 

 



４．研究成果 

まず、CTOS の機械的破壊に関して同期

性・再現性のよい実験プロトコールを確立し

た。単細胞化せず、細胞塊として部分的に破

壊されるように機械的破壊を行い、破壊後の

細胞塊のサイズと細胞死を指標に手技の均

一化に成功した。次に CTOS 破壊後の継時的

変化を時・空間的に解析した。CTOS は輝度・

透明度が高く、表面が平滑であるが、破壊後

表面が粗な不定形の断片となる。破壊後２４

時間以内に急速に球状に復し、数日をかけて

再び輝度・透明度が高く、表面が平滑なCTOS

になる。 

未破壊の CTOS と比較して、破壊後再生し

た CTOS は一部増殖能が増加するものがあ

ったが、すべて臨床病気 IV の患者腫瘍由来

のものであった。一方、スフェロイド形成能

は調べた１０例の CTOS すべてで破壊後に

亢進した。また、破壊後に有意にマウス造腫

瘍能が亢進した。さらに既報の癌細胞マーカ

ーの発現変化をフローサイトメーターで解

析したところ、total CD44 および CD44v9

の発現が破壊後に上昇した。 

破壊後の再生過程にある CTOS を経時的

にサンプリングし、マイクロアレイ法により

遺伝子発現を網羅的に解析し、再生過程で増

加する遺伝子群を破壊再生応答遺伝子群と

した。次に公共のデータベースを利用して、

大腸癌患者のクラスタリング解析を行い、予

後不良群で増加する遺伝子群を破壊再生シ

グナチャーとした。破壊再生シグナチャーは

増殖や発生、生体防御に関与する遺伝子を多

く含み、正常細胞における創傷治癒過程で上

昇する遺伝子群と類似していた。別の大腸癌

患者セットで予後解析をしたところ、破壊再

生シグナチャーの顕著な患者群は予後不良

であった。さらに破壊再生シグナチャーを

GSEA 解析したところ、WNT 経路の活性化

と有意に相関した（図１）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 破壊再生シグナチャーの WNT シグ

ナル GSEA 解析 

 

そこで、破壊再生過程における WNT シグ

ナルの意義を検討した。まず、WNT シグナ

ルレポーターを恒常的に発現する CTOS を

作成し、破壊再生過程での経時的変化を観察

した（図２）。 

 

 
図２ 

CTOS破壊後のTOPFLASHの経時的変化 

 

WNT 活性が経時的に上昇することが確認

できた。さらに破壊後２４時間後の CTOS で

は b-catenin が核内に移行することを明らか

にした。WNT 下流遺伝子の発現上昇も観察

された。次に WNT シグナルの増殖と幹細胞

性への関与を明らかにするために、WNT 阻

害剤である XAV を用いて、増殖と幹細胞性

への効果を検討したところ、共に WNT 阻害

剤によって抑制された（図３）。以上から、

WNT シグナルは破壊再生において機能的で

あることが明らかになった。 



 

 

図３ 増殖（左）と幹細胞性（右）に対す

る WNT シグナル阻害効果 
 
これまでに大腸癌をふくむ多くの CTOS

培養で ERBB3 のシグナルを活性化すること

が重要であることを報告してきた。そこで、

破壊再生過程での ERBB3 のシグナルを検討

し た ところ 、 破壊と と もにリ ガ ン ド

（HRG/NRG1）の存在下で ERBB3 のシグナ

ルが劇的に活性化されていた。抗 ERBB3 抗

体は増殖とスフェロイド形成能を抑制した。 

これまで治療感受性は癌細胞自身の細胞

増殖抑制や細胞死の誘導で規定されている

と考えられてきた。本研究によって破壊・再

生連鎖が明らかになったことから、再生能力

が治療感受性を規定する新たな因子として

浮かびあがる可能性がある。事実、CTOS に

さまざまな治療的破壊（抗がん剤、放射線）

を加えた場合、低用量あるいは低線量ではむ

しろ増殖や幹細胞性が増加した。 

前述の破壊再生シグナチャーを用いてヒ

ト腫瘍と CTOS およびマウス移植腫瘍を比

較した場合、試験した例すべてでヒト腫瘍に

おいてシグナチャーが明らかに強い。このこ

とは、ヒト腫瘍でみられる破壊的環境が、破

壊していない CTOS やマウス移植腫瘍では

起こっていないことが示唆された。事実、マ

ウス腫瘍に機械的な創傷を作成した場合、創

傷部周辺細胞は b-catenin の核局在や破壊再

生シグナチャーに含まれるタンパクの発現

が上昇した。 

しかし、本研究期間内には免疫不全マウス

で十分な炎症を惹起する系を確立するには

至らなかった。今後ヒト腫瘍をより反映した

新たなモデルの開発が必要であると考えら

れる。 

以上より、癌細胞塊の３次元構造の破壊と

その後の再生が癌細胞に増殖や幹細胞性な

どの悪性形質を誘導することが明らかにな

った。このような現象は従来の樹立癌細胞株

の２次元培養では観察できないし、樹立癌細

胞株を３次元培養しても観察できない。今後、

CTOSを用いた癌細胞の三次元特性の研究に

より、新たな癌細胞特性が明らかにされてい

くと考えられる。 
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