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研究成果の概要（和文）：我々は、簡便で再現性のある手技で、患者のミニジュアモデルとしての初代培養を確
立することを目的として研究をおこない、大腸癌においては樹立効率が８割程度と非常に成績が良い手法を確立
した。また、この方法を他癌腫へも応用拡大させることに成功した。我々の樹立した初代培養細胞（isolated 
tumor-derived Cancer Cells, iCC）は基本的な培養方法を２次元培養としており（two-dimensional (2D) 
cultured organoid, 2DO）、非常に汎用性がある手法で、薬剤感受性試験を含む様々な研究手法において簡便に
用いることを可能とした。

研究成果の概要（英文）：Tumors and primary cultured cells show phenotypic heterogeneity, and 
two-dimensional (2D) cultured cells are useful for various assays used to study these cells. In this
 study, we developed a primary cultured organoid in 2D culture (2D organoid; 2DO) that maintained 
the clinical phenotypic heterogeneity of tumor samples. The parental tumor differentiation was 
preserved in our system, with gene expression similar to that in the parental tumor. In vitro drug 
sensitivity analysis can be conducted using the 2DO to reflect individual clinical courses. The 2DO 
developed in this study is an in vitro personal cancer model. This approach may be useful for 
producing clinical chemotherapy agents as personalized medicines.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々の樹立した初代培養細胞は基本的な培養方法を２次元培養としており（two-dimensional (2D) cultured 
organoid, 2DO）、非常に汎用性がある手法で、薬剤感受性試験を含む様々な研究手法において簡便に用いるこ
とができるマテリアルである。２DOを用いることで、より臨床の腫瘍に近い細胞挙動の解析が行え、多くのがん
研究や個別化医療における有用なソースとなり得る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
多くの基礎研究で用いられているのは細胞株と呼ばれる増殖能を獲得した比較的均一な癌細

胞の集団であり、実際の個体内での多様性を持つ癌組織とは異なる。実際の個体内での癌は多
様性に富むことはよく知られており、癌のミニチュアモデルとなりえるものが、臨床の癌に近
い形質を保っている可能性のある初代培養細胞であると考えられる。初代培養細胞を用いて、
より生体内の癌に近い、癌組織を研究することは、癌の増殖や転移に関わる新しいメカニズム
の解明や新規治療薬の開発につながる非常に新規性の高い研究が行える可能性がある。 
しかしながら、初代培養は技術的に困難で、古くから取り組まれているにもかかわらず、未だ

に確立された方法がないのが現状であった。大腸癌の初代培養の成功率は１割〜３割程度と報
告（CancerRes 1976, BrJCancer 1986, CancerRes 1987）され、３次元培養での初期培養成
功率が 6 割という報告（Cell 2015）が出ているものの、その手技は煩雑で再現が難しく、また
解析などが可能な程度まで細胞を増殖させることができたのは 5 割程度であった。細胞を継代
して安定的に増殖させることができなければ、解析や研究に用いるマテリアルとして利用する
ことが難しく、臨床応用には至っていない。 
 
 

２．研究の目的 
 
現在消化器癌において確立された初代培養細胞樹立の手法はないため、本研究では、簡便で汎
用性の高い初代培養法を確立し、臨床応用へつながるプラットフォームを構築することを目的
とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
先行研究により、２次元培養での初代培養を模索し、大腸癌においては樹立効率が８割程度と
非常に成績が良い手法を確立することが可能となってきた。この手法では従来の細胞株とは異
なり、臨床と非常に近い病理像を示す癌組織を得ることが可能である。この培養細胞の解析を
行い、生体における癌の多様性の模倣に必要な培養環境の探索、また臨床応用を目指した培養
細胞の利用について研究を進めていく。また、他の癌腫への拡大を図る。 
①.他癌腫における培養効率の検討  
②.臨床癌と培養細胞の相同性の解析（遺伝子変異解析、遺伝子発現解析） 
③.個々の患者モデルとしての検討 （培養細胞の薬剤感受性試験結果と臨床での抗がん剤の治
療効果判定） 
 
 
４．研究成果 
我々の樹立した初代培養細胞（isolated tumorderived Cancer Cells, iCC）は基本的な培養

方法を２次元培養としており（two-dimensional (2D) cultured organoid, 2DO）、非常に汎用
性がある手法で、薬剤感受性試験を含む様々な研究手法において簡便に用いることが可能とな
った。 
大腸癌にて確立してきた初代培養方法の他癌腫へ拡大すべく、検討を行い、現在、胃癌、膵臓

癌、胆管癌、乳癌、肺癌、小児神経系腫瘍、などに関して同手法を用いての in vitro での培養
が可能であることを確認した。個々のがん腫により培養細胞を維持する環境に必要な因子は異
なっており、個々の癌腫に応じた、がん微小環境を構築することが重要であると考えられた。 
また、臨床癌と培養細胞の相同性の解析においては、癌の遺伝子変異解析にて元の臨床検体と
の相違の検討を行った。大腸癌検体において、KRAS、NRAS、BRAF の遺伝子変異について解析を
行ったところ、KRAS は 85％,NRAS, BRAF は 100％一致していた。希少変異の解析を行なった結
果、遺伝子変異細胞が培養により検出感度以上になる可能性が考えられた。 
 ２DO の解析において、２DO は遺伝子発現や病理組織像においても臨床の腫瘍をよく反映して
いた。血清を含む従来の細胞株の培養環境では細胞が比較的単一な集団になること比較し、
basic fibroblast growth factor や transforming growth factor-b を含む我々の iCC 培養液
においては、幹細胞を維持培養され、多様なキャラクターを含む細胞集団の維持が可能になっ
ていることが重要であると考えられた。 
個々の患者モデルとしての検討に関して、培養細胞の薬剤感受性試験結果と臨床での抗がん剤

の治療効果判定について解析を行うため、in vitro の薬剤感受性試験で用いることのできる、
臨床での抗がん剤パネルと、パネルを用いた感受性試験のプラットフォームを作成した。２DO
を利用した薬剤感受性予測は、臨床における抗がん剤の治療効果を反映していた。 
本研究においては、より臨床の腫瘍に近い細胞挙動の解析が可能になる初代培養細胞（２DO）

を確立し、その解析をおこなった。また生体における癌のミニチュアモデルとしての応用の可
能性を示した。 
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