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研究成果の概要（和文）：本研究では抗悪性腫瘍薬の評価を行うモデルとして、従来の2D培養ではなく3D培養の
系を確立することを目的とした。より具体的には、我々の先行研究の結果を基に脂肪幹細胞との3D共培養の確立
を目指したが、研究者の異動やCOVID-19パンデミックの影響もあり当初の目標は達成できなかった。一方で、3D
培養系を用いた分子標的薬の耐性やその克服法に関する研究成果は論文報告ができた。また、循環血液中癌細胞
（CTC）の培養には至らなかったが、CTCをイメージングフローサイトメトリーを用いて評価する系の検討を行
い、成果を論文報告した。

研究成果の概要（英文）：The objective of this study was to establish a 3D culture system instead of 
the conventional 2D culture as a model for evaluating anti-cancer agents. More specifically, we 
aimed to establish a 3D co-culture system with adipose stem cells based on the results of our 
previous study, but we could not achieve our initial goal due to the change of researchers and the 
COVID-19 pandemic. On the other hand, we were able to report in a paper the results of our research 
on resistance to molecular-targeted drugs and methods to overcome such resistance using a 3D culture
 system. In addition, although we were not able to culture circulating blood cancer cells (CTCs), we
 studied a system to evaluate CTCs using imaging flow cytometry and reported the results in a paper.

研究分野： 実験治療学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
2D培養は腫瘍の生体内での環境を正確に再現しておらず、そのことが薬効試験の大きな壁とされてきた。近年、
様々な3D培養技術が提唱されているが、薬効試験のプラットフォームとしてゴールドスタンダートとなったもの
はない。今回、体腔液中癌細胞やCTCといった非侵襲的に患者から採取可能な癌細胞から効率的に3D培養を行う
べく脂肪幹細胞との共培養を試みた。残念ながら当初予定通りの成果は挙げられなかったが、3D培養を用いた薬
効試験や、CTCを確保しキャラクタライズする研究においては一定の成果を出せた。今後、さらに研究体制を見
直し、3D初代培養系の確立を目指したい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
乳癌の治療において、患者個々の情報を基に正確な治療薬の選択し提供する医療 （precision 
medicine）の実現が急務である。近年、次世代シークエンサーを用いた腫瘍のゲノム解析のみで
は、その達成度は限定的であることが明らかにありつつあり、経時的に腫瘍を採取し、ex-vivo
で細胞レベルの薬効試験や耐性機序解析のできる基盤開発が望まれる。そのためには、非侵襲的
な方法で採取した癌細胞を培養、特に in vivo 環境に近い 3次元（3D）培養する技術の開発が必
須である。その観点から、悪性体腔液中癌細胞や循環血液中腫瘍細胞（circulating tumor cell 
[CTC]）を 3D培養し個別化治療や耐性研究のための基盤として構築することは、臨床的意義が深
い。 
 
２．研究の目的 
本研究の当初の目的は、体腔液中癌細胞または CTC と脂肪幹細胞との 3D 共培養技術を開発し、
個別化治療や耐性研究のための基盤を構築することであった。 
 
３．研究の方法 
(１）予備研究として、乳癌患者由来腫瘍ゼノグラフト（PDX）化した腫瘍細胞の 3D 脂肪幹細胞
との 3D共培養を試みた。3D 培養用の培養プレートとして NanoCulture Plate® (MBL)を用いた。 
 
(２）3D培養下の薬効試験の有用性を探索するために、HER2 増幅乳癌細胞株である BT474 および
MDA-MB-361 細胞を NanoCulture 96-well Plate に 7500 細胞/ウェルおよび 10000 細胞/ウェルの
密度で播種した。スフェロイドを顕微鏡で確認した後、標記濃度の薬剤で処理し、Cell Titer-
Glo 2.0 発光細胞生存率測定法にて 0日、2日、4日、8日目の腫瘍細胞量を定量した。相対的な
ATP レベルは、DMSO 処理対照と比較した発光に基づいて計算した。 
 
 
４．研究成果 
(１）PDX 化した乳癌細胞の増殖は脂肪幹細胞との共培養によって促進することが分かった（下
図左）。また、脂肪幹細胞をあたかも「核」として腫瘍細胞が成長する様子が観察された（下図
右）。 
 

 
 
(２）BT474（PIK3CA 野生型）株、MDA-MB-361（PIK3CA 変異型）株とも NanoCulture Plate 上で
スフェロイドを形成した（下図左）。BT474 では、lapatinib (HER2 阻害薬)単独で十分な増殖抑
制効果がえられた一方で、MDA-MD-361 では lapatinib に AKT 阻害薬である ipatasertib を併用
した場合にのみ有意な増殖抑制効果がえられた（下図右）。 
 



 
PIK3CA 変異は抗 HER2 療法の耐性機序として、臨床的に強固なデータが蓄積されており、3D培養
が生体内での腫瘍の薬剤への反応を近似している可能性が示唆された。 
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