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研究成果の概要（和文）：ヒト非癌胃粘膜での３次元初代培養(以下3D-PC)・継代、凍結保存後の再培養を確認
した。作成した3D-PCは免疫・蛍光免疫染色で、胃形質を有することを確認した。ヒト癌胃粘膜で同手法の3D-PC
を行ったが、(1)正常胃由来に比べ培養成功率が低い、(2)3D-PCが癌由来か判定する必要がある、(3)進行胃癌で
の3D-PCの対象症例が少ない、という問題が明らかとなった。
ヒト胃粘膜由来3D-PCから必要用のRNAを回収し、阻害薬を利用した薬剤スクリーニングで解析可能であった。ま
た胃癌バンク組織を用いた次世代シークエンサーでの網羅的遺伝子・胃癌ドライバー変異の検索から、解析に必
要なDNA量を検討した。

研究成果の概要（英文）：　We confirmed three-dimensional primary culture, passage, and re-culture 
after cryopreservation using human gastric mucosa. The three-dimensional primary culture had gastric
 character by immunostaining and fluorescent immunostaining analysis. And we tried three-dimensional
 primary culture using human gastric cancer tissue. However, there are problems using human gastric 
cancer tissue compared to gastric mucosa: (1) low success rate of three-dimensional primary culture,
 (2) needs for confirm origin whether cancer or normal, (3) there are many early gastric cancer ESD 
cases, but advanced gastric cancer cases applicable for three-dimensional primary culture are 
limited.
 RNA collected from three-dimensional primary culture was adoptable for drug screening analysis with
 inhibitor. And to investigate the required DNA amount, we performed next-generation sequencer 
analysis for comprehensive gene search and gastric cancer driver mutation search using gastric 
cancer tissue bank.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌組織を用いた３次元初代培養は正常胃由来の三次元初代培養より培養に時間を有することが報告されており、
多くの場合癌以外の正常胃由来の組織も培養系に入ってしまうと想定され、その場合は正常胃由来の三次元初代
培養が主体となってしまう。培養した状態のまま癌由来の３次元初代培養であることを確認することは難しいた
め、この点の解決が三次元腫瘍バンクを胃癌個別化医療に活用する場合の課題であることが明らかとなった。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

 
胃癌は本邦において罹患率・死亡率とも上位を占めるきわめて予後不良な悪性腫瘍である。内視
鏡治療、外科治療、および抗癌剤による化学療法の進歩は著しいがその発癌機序にはいまだ不明
な点が多く、また根治に至る有効な抗がん剤の誕生には至っていない。近年、次世代シークエン
サーの登場で胃癌の発生機序が体系化され、生物学的製剤や抗がん剤として臨床応用されてき
たが、ヒト胃癌を再現できるマウスモデルはない。 
 
２． 研究の目的 

 
根治に至る抗がん剤の開発や選定を本研究の最終目標とし、その基本となる胃癌の発癌機序を
明らかにするため、我々は本学バイオバンクなど利用可能な臨床検体から腫瘍細胞を３次元初
代培養・バンク化し、従来型のマウス発癌モデルと融合させ胃癌の腫瘍・宿主因子を明らかにし、
胃がん診療のトータルスクリーニングシステムを確立する。 
 
３． 研究の方法 

 
(1)ヒトの非癌胃粘膜を用いて３次元初代培養を行った。 
(2)(1)の確立後に癌胃粘膜を用いて３次元初代培養の培養方法の検討を行った。 
(3)ヒトの非癌胃粘膜を用いた３次元初代培養を用いて阻害薬を利用した薬剤スクリーニング解
析を行った。 
(4)胃癌バンク組織を用いた網羅的遺伝子検索・胃癌ドライバー変異の分子生物学的検索につい
て次世代シークエンサーを用いて行った。 
 
４．研究成果 
(1)3 次元初代培養・継代、凍結後の再培養を確認できた。ヒト胃粘膜３次元初代培養は病理学
的な免疫染色、蛍光免疫染色で評価を行い、胃の形質を有することを確認した。 

  (図１：ヒト胃粘膜３次元初代培養) 

   (図２：継代後のヒト胃粘膜３次元培養) 
 
(2)正常胃由良いに比べて癌胃粘膜由来では培養の成功率が低かった。各種培養条件の検討を行
ったが、癌胃粘膜由来の最適な培養条件を決定するまでには至らなかった。癌胃粘膜を用いて培
養を行った場合でも、正常胃組織が混入してしまうため、作成された３次元初代培養が癌由来で
あるのか正常胃由来であるかを判定する必要があるが、培養を継続したまま確認する方法は確



立できず、課題となった。早期胃癌 ESD 症例が多く、進行胃癌での３次元初代培養の対象症例が
少なく、バンク構築が予定通り進まなかった。 
(3)ヒト胃粘膜由来３次元初代培養から必要量の RNA を回収し、阻害薬を利用した薬剤スクリー
ニングが解析可能であった。癌胃粘膜由来３次元初代培養を用いた同様な系の確立が課題とし
て残った。 
(4)解析に必要な組織量、DNA 量の検討を行うことができた。癌以外の組織の混入を減らすこと
が重要であり、癌由来の３次元初代培養と正常胃由来の３次元初代培養の混入下では解析が難
しくなり、癌由来のみを培養できる培養条件の設定が重要であることがわかった。 
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