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研究成果の概要（和文）：シート状がん細胞組織（がん細胞シート）を利用した新しいがん組織工学の構築を追究した
。細胞シート移植法による生体組織への細胞移植効率と腫瘍形成能の向上においてその有効性を明らかにした。さらに
マウス肝組織へのがん細胞シート移植による同所移植肝がんモデルの構築に成功した。また、がん細胞シートを埋包し
たコラーゲン薄状ゲルサンドイッチ複合体を作製し、がん組織に見られる低酸素環境や物質の拡散制御などの生体内微
小環境を模倣した3次元がん組織モデルを提案するとともに、薬物評価ツールとしての有効性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Novel cancer tissue engineering has been developed using sheet-like cancer cell 
structures, cancer cell sheets, to overcome current artificial cancer fabrication methods for anticancer 
drug screening. We transplanted cancer cell sheets to small animals and clarified effective tumor 
formation. In addition, orthotopic liver cancer models were successfully achieved by transplantation of 
hepatocarcinoma sheet to host liver tissue. Moreover, an in vitro tumor model was constructed by 
sandwiching a cancer cell sheet between two collagen layers as a biomimicking tumor tissue. In the 
biomimicking tumor tissue model, hypoxic areas were observed, and the secretion of vascular endothelial 
growth factor increased time-dependently. Cell growth inside the model was slower than that of 
conventional culture system. Cytotoxicity of doxorubicin with the model decreased compared with the 
conventional system, suggesting that the surrounding collagen layer mimicked in vivo tumor structure.

研究分野： バイオマテリアル

キーワード： がん　細胞シート　組織工学　がんモデル　薬剤応答性
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
抗がん剤スクリーニングでは、in vitro 細

胞培養系と in vivo 担がんモデル動物を用い
た前臨床研究により評価される。しかし、こ
れらのスクリーニングの精度はそれほど高
くなく、ヒト疾患に対する薬物効果の予測と
その信頼性には問題がある。現在のがんモデ
ルは、実際のヒト腫瘍の本質的な特徴が明ら
かに欠如しており、これが薬物スクリーニン
グにおいて妨げとなっている。in vitro 系で
は、同質のがん細胞を２次元培養したものを
使用するが、細胞機能や抗がん剤に対する感
受性が異種細胞どうし（がん細胞-間質細胞/
血管内皮細胞等）で構成された生体内組織と
異なるため、限定的な薬物データしか得られ
ない。このため in vitro 系における信頼性
を向上させるには、生体内がん組織の形態学
的・機能的特徴を模倣した３次元組織を構築
する必要がある。一方、in vivo 系における
問題点として、モデル動物の腫瘍形成の移植
場所と免疫系の有無が挙げられる。一般的な
疾患動物の作製では、がん細胞懸濁液を皮下
に注入する手法（インジェクション法：簡便
な手法であるが、細胞生着率に問題がある）
を用いる。皮下という場所により腫瘍成長を
容易に監視できるものの、宿主内で異所性の
部位、すなわち、本来生じる解剖学的な場所
と違っており、組織形態・機能および薬物応
答が異なり、結果的に臨床試験における候補
薬物の効果予測が弱まる。またヒトがん細胞
株で評価する場合、宿主として免疫不全動物
を用いるが、免疫系ががんの増殖性と薬物応
答性に及ぼす影響は十分に評価できない。こ
のように現在利用可能ながんモデルが不十
分で、薬物の臨床的有効性を臨床試験前に正
確に予測することが難しいことは、製薬業界
に毎年数億ドルものコストを負担させてお
り、新規薬物を開発する上で、大きな障害と
なっている。スクリーニングの精度と重要性
を高めるためには、実際のがん組織の形態
的・生物学的機能を有する組織を作製する技
術が必要である。特に（i）同所性移植した
免疫保持型（野生型）担がんモデル動物の作
製技術と（ii）生体系に近い in vitro３次元
がん組織モデルの構築はきわめて重要な課
題である。 
 
２．研究の目的 
 東京女子医科大学の研究グループは、32℃
に相転移温度をもつポリ（N-イソプロピルア
クリルアミド)（PIPAAm）を基板表面に固定
化し、温度変化のみで細胞接着性タンパク質
など細胞表面構造を損なうことなくシート
状細胞組織（細胞シート）として剥離・回収
できる温度応答性培養基材を用いた手法に
世界に先駆けて成功した。細胞シートの特性
を利用し、種々の培養基材への移動やシート
の積層化、非縫合による生体組織への貼付と
いう新しい細胞マニュピレーションを可能
する「細胞シート工学」を提案かつ実現して

いる。本課題では、従来のがん組織モデルの
問題点を大きく克服することを目的として、
これまでに確立した細胞シート工学的手法
を利用することで、より生体環境に近いがん
組織モデルを再現する次世代がん組織工学
について追究する。 
本研究では、温度応答性培養皿を用いて作

製した各種臓器がん由来のがん細胞シート
を利用し、３次元がん組織モデルの構築を行
う。 
（1）各種臓器がん由来の細胞シートの作製 
 がん細胞種としては、マウスおよびヒト由
来の肝臓がん、肺がん、乳がん細胞を中心に
検討した。細胞の接着・増殖性および細胞シ
ートとしての剥離性は各細胞特有の性質で
ある。本研究では、グラフトした PIPAAm 層
の膜厚とグラフト量をさまざまに制御した
温度応答性培養基材を用いて効率的ながん
細胞シートの作製技術の確立を行う。 
（2）がん細胞シートの同所性移植による担
がんモデル動物の作製法の確立と評価 
 担がんモデルマウスを作製する手技とし
て、がん細胞シートを貼付することでがん細
胞を標的とする同所性組織に効率よく移植
する手法を確立する。移植における細胞生着
率、がん組織増殖性、および形成する組織学
的評価について、従来のインジェクション法
と比較検討することで、その違いを明確にす
る。また野生型と免疫不全型動物について同
様の実験を行い、免疫機構が及ぼす移植がん
細胞の生着率と形成するがん組織の違いに
ついて明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1）温度応答性培養表面を用いたがん細胞
シートの作製 
温度応答性培養基材を用いて種々のがん

細胞シートを作製する。温度応答性培養表面
上にがん細胞株を播種後、コンフルエント状
態まで培養した細胞を 20ºC の低温処理によ
り回収する。一方、移植に用いる細胞シート
は、異なる培養面積を有する基材を用いて、
シートのサイズにより細胞数を制御した。作
製した各種がんシートは、薄切切片を作製し、
免疫染色後に組織学的解析を行う。 
（2）がん細胞シートの移植効率とがん増殖
能の検討 
 宿主組織に対するがん細胞シートの生着
率と移植後のがん増殖能の基礎的評価を行
うために、がん細胞シートのマウス皮下組織
への移植実験を行う。ルシフェラーゼ遺伝子
導入型がん細胞シートを支持膜により剥離
し、マウス背部を切開し、皮下に細胞シート
を貼付した後、皮膚を縫合する。細胞シート
法による細胞移植効率の有効を検証するた
めに、酵素処理あるいは浮遊培養により回収
したがん細胞懸濁液を同様の箇所にインジ
ェクションする手法と比較する。がん細胞の
生着率については、in vivo 発光イメージン
グシステム（IVIS）を用いてがん細胞由来の



ルシフェリン発光量を測定することにより
評価する。がん増殖能に関しては、ノギスに
よるサイズ計測に加え、IVIS による撮影像か
ら腫瘍体積を算出することで総合的に評価
する。また形成した腫瘍について組織学解析
を行う。さらに野生型と免疫不全型動物に同
様の操作を行うことで、免疫系の有無が細胞
生着率、がん増殖能等に及ぼす影響について
検討する。 
 一方、マウスがん細胞シートの同所性移植
による担がんモデルマウスを作製・評価を行
った。同所移植臓器としては、肝臓を対象と
する。評価は IVIS やマイクロ CTにより行う。
腫瘍の組織薄切切片を作成し、がん組織の形
態学的特徴を検討する。また抗がん剤ドキソ
ルビシンを用いた薬理効果の評価について、
従来の異種性部位移植で作製した疾患モデ
ル動物と比較し、同所性移植モデルの有効性
を評価する。 
（3）in vitro３次元がん組織モデルの検討 
 ヒト肝臓がん細胞株（HLE）由来の細胞シ
ートを２枚I型コラーゲンからなる薄膜ゲル
の間にサンドイッチし、がん細胞シートを取
り囲むコラーゲンゲルをがん間質の模倣構
造としたがん組織模倣型組織を構築する。構
造体内部における細胞シートの低酸素環境
および血管増殖因子（VEGF）の分泌量を解析
する。また、通常の２次元培養系と比較検討
するとともに、ドキソルビシンに対する薬物
応答性の違いについて検討した。 
 
４．研究成果 
PIPAAm の鎖長やグラフト密度を調整した

温度応答性培養表面などを用いて、マウスお
よびヒト由来の乳腺、肺、肝臓がんの細胞株
からがん細胞シートを作製することが可能
であった（図 1）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 (A)4T1 細胞シートの写真, (B)4T1 細胞
シートの組織切片像, (C)温度応答性培養基
材を用いた細胞シートの作製 
 
がん細胞シートの生体組織への生着率お

よび腫瘍形成能を評価するために、ルシフェ
ラーゼ陽性マウス乳がん細胞（4T1）由来あ
るいはマウス肺扁平上皮がん細胞（KLN205）
由来の細胞シートをマウス皮下組織に移植
した(図 2)。皮下組織に貼付すると 10 分程度
で安定に生着することが明らかとなった。

4T1 細胞シートを移植した系では、ノギスを
用いた腫瘍体積の経日変化を追跡した結果、
細胞注入法と比較して、細胞シート移植法に
おいて明確な腫瘍体積の増加が確認された
（図 3）また、移植 1 日後に in vivo 発光イ
メージングにより移植細胞を観察すると、高
い組織生着力をもつ細胞シート移植では細
胞懸濁液の注入移植よりも 10 倍以上高い発
光強度が観察された（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 マウス皮下へのがん細胞シート移植法
および皮下組織に生着したがん細胞シート
像（細胞核を蛍光染色） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 細胞シート移植法（●）および細胞懸
濁液注入法（○）による形成した 4T1 細胞由
来の腫瘍体積の経日変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 in vivo 発光イメージングによる 4T1
細胞の生着率評価 (A)細胞注入法および(B)
細胞シート移植法 
(C)4T1 由来腫瘍形成挙動の経日変化 細胞シ
ート（●）, 細胞懸濁液（○）, PBS（□） 
 
細胞懸濁液注入により作製した腫瘍組織

は皮下組織のみに結合しているのに対し、細

C 



胞シート法では皮下のみでなく筋層側まで
浸潤した組織を形成することが明らかとな
った。 
KLN205 の系においては、細胞懸濁液注入群

では、投与 5日後に皮下に腫大が観察された
が、この腫大は徐々に縮小していった。この
群のマウスにおける発光量は、移植後急激に
減少し、移植 5日後で PBS 投与群とほとんど
変わらない値となった。また、組織学的検討
から、この腫大は炎症反応による肉芽組織に
基づくものであることが明らかとなり、がん
細胞はほとんど生着していないことが確認
された。これに対して、細胞シート移植群で
は、移植後 5日後程から、移植部位近傍に腫
大が観察され、徐々に増大した。このマウス
を IVIS で測定したところ、発光強度は移植
10 日後まで減少傾向にあったが、移植 14 日
後には、発光強度が増大した。腫瘍周辺部の
組織を採取後、薄切切片を作製し、ヘマトキ
シリン・エオシン（HE）染色およびサイトケ
ラチン 5の免疫染色を行った結果、この腫大
部には、核の異型が観察され、扁平上皮がん
のマーカーであるサイトケラチン5に陽性で
あることから、扁平上皮癌であることを確認
した。このような移植方法による腫瘍形成能
の相違の原因として、移植がん細胞の組織生
着率の違いが考えられた。トリプシン処理に
よって回収した細胞では、酵素処理により細
胞膜の接着タンパク質が分解されてしまい、
移植した細胞が生着せずにほとんど排除さ
れると推察される。これに対し、細胞シート
は接着タンパク質が保持されており、移植後
直ちに皮下に生着することができるため、移
植効率が極めて高いと考えられる。ホスト組
織との連結の結果、細胞増殖に必要な生体成
分・酸素が供給され、腫瘍の増大が誘起され
たものと考察される。 
ホスト動物への移植時の免疫反応の影響

について、免疫保持および免疫不全マウスを
検討した結果、細胞懸濁液注入法では、移植
後数日、移植部位で好中球を主とする免疫細
胞の残存および強い炎症系サイトカインの
発現が観察された。一方、細胞シート移植法
は、細胞移植時の侵襲性が高いことから移植
直後には炎症細胞が確認されるが、移植から
3 日経過するとほとんど炎症系細胞が観察さ
れなくなり、徐々にがん細胞の増殖系遺伝子
の発現が高くなっていくことがわかった。こ
のように、細胞シート移植法は、がん細胞の
組織生着性が細胞懸濁液移植法と比較して
非常に高く、担がんモデルマウスを作成する
のに有効であることが確認された。 
一方、生体組織への効率的かつ定量的な細

胞移植を実現するために、ゼラチン薄膜を支
持体とする細胞シート移植法を開発した。こ
の方法では、温度応答性培養皿上で培養した
細胞上にゼラチン溶液を塗布し、温度低下に
より支持体となるゼラチンゲルを細胞表面
に形成させる。温度低下時に、細胞基底膜と
温度応答性培養皿の相互作用が低下するが、

ゼラチンゲル層の影響により細胞は浮遊・伸
縮せず、培養皿上に伸展した状態で保持され
る。これにより細胞はゼラチンゲルとともに
容易に剥離できるのみでなく、ゼラチンゲル
の大きさを調整することにより移植する細
胞数を規定でき、わずか数ミリ四方の細胞シ
ートも容易にピンセット等を利用して培養
皿から回収することが可能となった。さらに、
ゼラチンゲルは体内で溶解することから、移
植 1日後にはゲルが崩壊し、貼付した生体組
織表面に細胞シートのみを移植できること
が明らかとなった。 
上記の移植法を利用して、マウス肝がん由

来細胞（BW1J）シートの肝表面貼付による肝
臓内腫瘍形成能を検討した。マウス肝臓表面
は中皮膜により組織保護されていることか
ら、細胞死シートの移植が困難であった。こ
のため肝臓表面の中皮膜を除去した後に移
植を行った。具体的には、麻酔下のヌードマ
ウスの皮膜をプルロニックゲルに埋包した
トリプシンで除去処理し、トリプシン除去後
に外側右葉表面に細胞シートを貼付した。次
に移植部位を内側左葉、内側右葉で被覆後、
肝臓を体内に戻し、閉腹した。移植１日後の
マウス肝臓の HE 染色を行ったところ、肝臓
の葉間に移植したがん細胞のみが肝臓表面
に層状に存在すること確認された。また、移
植後の肝臓内の様子を小動物用のマイクロ
CT で確認したところ、移植後 7日で肝臓内に
腫瘍様の像が観察され、肝臓内全体で腫瘍が
成長していく様子が確認された。特に、中皮
膜を除去した肝臓では著しい腫瘍の形成が
確認され、移植した全てのマウスで肝内に腫
瘍を生着させることに成功した。またこの
BW1J（C57L 由来）を免疫保全の C57BL/6 に移
植する他家移植を行った。興味深いことに
BW1J は皮下移植では、一旦腫瘍を形成するが
その後免疫作用により排除され長期に生着
しなかった。しかしながら、肝組織へ同所移
植するとがん細胞は肝臓内で徐々に増殖し、
移植後 42 日には非常に大きな腫瘍を形成で
きることが分かった。同様の方法で HuH7 や
HepG2 などのヒト肝がん由来細胞も免疫不全
マウスの肝臓内に生着させることにも成功
し、細胞シートの肝表面移植法が肝臓内にが
んを形成させるのに非常に有用な方法であ
ることが確認された。一方、肝内腫瘍モデル
と皮下腫瘍モデルを用いて、がん移植部位に
よる抗がん剤の応答性の違いを検討した。ド
キソルビシンを両モデルに投与したところ、
皮下腫瘍では有意な抗腫瘍効果が観察され
るのに対し、肝臓内の腫瘍ではほとんど抗腫
瘍効果が発現されないのみでなく、肝機能低
下による肝毒性の増加による副作用で生存
率が低下する傾向が観察された。皮下腫瘍モ
デルでは肝臓は正常であることから抗がん
剤の毒性が致命的にならないような場合で
も、肝臓のような薬物代謝の中枢となる機能
を持つ臓器ではがんによる機能低下などが
大きく影響したためと考えられる。 



以上の結果より、細胞シート移植法は、効
率的にがん細胞を移植可能であるだけでな
く、高い腫瘍形成を実現することが明らかと
なった。将来的には、大型動物の同所がん移
植モデルの作製への応用は期待される。特に
大型動物を用いることで、マウスなどのげっ
歯類では移植が困難であった食道組織をは
じめとする同所組織移植が可能になると考
えられる。細胞シート移植法による担がんモ
デル動物作成技術を発展させることにより、
有用な抗がん剤のスクリーニングシステム
形成に寄与できると期待される。 
 一方、ヒト肝臓がん細胞株（HLE）由来細
胞シートをI型コラーゲンで作製した薄膜ゲ
ルでサンドイッチした生体がん模倣型の３
次元組織モデルを構築した。ヒト肝臓がん細
胞シートを２枚のコラーゲン薄状ゲル内に
サンドイッチした生体がん模倣型の３次元
構造体（高さ/径：9.8mm/27mm）を構築した
（図 5）。ゲルに埋包された細胞シートはハイ
ポキシア誘導因子 HIF-αの発現に確認され
るように低酸素環境におかれていることが
明らかとなった。これにより低酸素環境によ
り誘導される VEGF 分泌量が通常に 2 次元培
養系と比較して増加するなど生体内がんの
微小環境に類似した状態を再現できること
が明らかとなった。また、がん細胞シートを
取り囲むコラーゲンゲルががん間質のよう
に細胞の活発な増殖と低分子物質の拡散を
制限し、通常の２次元培養系と比較してドキ
ソルビシンに対する薬物応答性が大きく低
減することが分かった。以上の結果より、生
体組織に近い構造と高生理活性を有するが
ん細胞シートを用いることで、in vitro にお
いても生体模倣型の3次元がん組織モデルを
構築し、抗がん剤などの薬物応答性を評価す
る新しいツールとしての応用が期待された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 コラーゲン薄膜ゲルサンドイッチ法を
利用した生体模倣型 3次元がん組織モデル 
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