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研究成果の概要（和文）：過重力付加と作用時間を最適化することで、ヒト癌由来細胞から安定なシート状構造
を有する高密度充填組織化したがん前駆組織体（がん細胞パッチ）を作製した。パッチ作製時に使用するシリコ
ーン製チャンバーの形状・サイズおよび添加細胞数を変化させることで、サイズ形体および組織厚が異なる多様
な細胞パッチを得ることが可能であった。またがん細胞パッチを免疫不全モデル動物に移植することで、細胞注
入法と比較して、効率的に腫瘍形成できることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Well-defined cancer progenitor tissues (cancer cell patches) with a stable 
sheet-like structure and high-density packing organization of human cancer-derived cells were 
prepared by optimizing the hypergravity addition and the duration of action. While clarifying the 
structural and functional characteristics of cancer cell patches, we will construct cancer models 
that more closely resemble living cancers to pursue new cancer tissue engineering that is highly 
productive, versatile, and low-cost for application in drug discovery research and personalized 
medicine. Various cell patches with different sizes, shapes, and thicknesses were able to be 
effectively obtained by changing the silicone inserts used and the number of applied cells. In 
addition, the transplantation of the cancer cell patches into immunodeficient animal models resulted
 in more efficient tumorigenesis compared to the general cell injection method.

研究分野： バイオマテリアル、高分子化学、組織工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト癌由来細胞から作製したシート状高密度細胞組織であるがん細胞パッチは、形状やサイズの調節や３次元組
織化も容易であり、高い汎用性と生産性を有することが明らかとなった。また、生体内移植により高い腫瘍形成
能を有しており、新しい生体外がん前駆体としての特徴が示された。今後、がん細胞パッチの構造的・機能的特
徴を明らかにしながら、より生体がんに近いがんモデルを構築することで、創薬研究や個別化医療への応用に向
けた高い生産性と汎用性、低コスト化を実現する新しいがん組織工学が期待された。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 がん創薬研究では、がん細胞培養系や担がん動物を用いた薬物感受性試験をおこなうがその
精度は高くなく、ヒト疾患に対する効果の予測と信頼性には問題がある。in vitro 評価系では、
同質がん細胞の単層培養系を使用するが、生体内組織と異なるため、限定的なデータしか得られ
ない。一方、前臨床試験で利用される担がん動物（in vivo 腫瘍モデル）の作製では、簡便であ
るのに対して細胞生着率に問題がある、がん細胞懸濁液の皮下注入法を主に利用する。薬物スク
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・機能的特徴を有する組
織モデルを効率的に作製する新しい技術が必要である。我々はこれまでに温度応答性培養皿を
用いて、がん細胞の単層組織であるがん細胞シートを作製し、生体組織への貼付による in vivo
腫瘍形成能の改善や、生体に近い薬物応答性を示す in vitro モデルの構築など、その有用性を
明らかにした。その反面、強接着性を示す細胞の利用において、シート化が困難なケースがある
ほか、3次元（3D）組織化に数日間にわたる操作が必要など、創薬研究や個別化医療への応用を
考えた場合、高い生産性と汎用性、低コスト化を実現する技術開発が望まれた。 

 
２．研究の目的 
既往研究において、がん細胞シートの in vivo 移植による腫瘍形成能の改善や in vitro がん

組織の生体模倣性の点でその有用性を明確にした反面、創薬研究や個別化医療への応用に向け
て依然解決すべき課題があった。まず、強接着性細胞の場合、温度のみで細胞シートを剥離回収
できないケースが多い。また、3D組織構築では、「接着培養→シート化→積層化」の数日間のプ
ロセスが必要となる。この打開策として、最近我々は、第２の細胞組織化法として、過重力付加
により作製するシート状高密度充填細胞組織「細胞パッチ」に関連する技術を開発した[1]。細
胞パッチは短時間で作製でき、心筋細胞パッチでは組織的機能を数時間で発現することがわか
っている。移植技術などを含む細胞シート関連技術と高速組織化が可能な細胞パッチ法を融合
させることで、高い汎用性と生産性をもつヒト腫瘍モデルの構築が期待された。 
本研究では、過重力付加によりヒト臓器がん由来の細胞株を用いて、がん前駆組織体となる

「がん細胞パッチ」を作製し、以下の項目を中心とする基礎検討により、新しいヒトがん組織工
学の基盤技術の提案・実現を目的とした。 
（1）各種ヒト臓器がん由来細胞株を用いて、安定な細胞パッチの作製について、過重力付加と

作用時間を含めた最適化と、培養チャンバーの形状・底面積や細胞数の調節による細胞パ
ッチのサイズ形体と組織厚の制御に関する検討。 

（2）生体組織への移植等に必要ながん細胞パッチのマニピュレーション法に関する検討。 
（3）がん細胞パッチ移植による生体組織への細胞生着率、がん組織増殖性、および形成する腫

瘍の組織学的評価。 
 
３．研究の方法 
（1）過重力付加によるがん細胞パッチの作製条件 
各種ヒト臓器がん由来細胞株は、JCRB 細胞バンクより入手した凍結細胞を継代培養したもの

を使用した。基本操作としては、温調機能付きのスイング型遠心機による過重力付加を利用して
細胞パッチを作製した（図 1）。過重力は、35℃で 5分間、270G を付加した。またサイズ形体が
異なる細胞パッチを作製するために、サイズと形状が異なる孔を形成できるポリアセタール製
モールドを用いて、シリコーン樹脂製(KE-1308/CAT-1300L-3、信越化学工業)のさまざまな細胞
培養チャンバーを作製した（図 2）。この培養チャンバーを 35-mm 細胞培養皿上に設置し、ウェ
ル内に細胞懸濁液を添加後、過重力付加をおこなった。その後、37℃、5% CO2環境下で任意時間
培養後、チャンバーの除去と培地交換をおこなった。培養 1日後にピペット操作により細胞パッ
チを剥離回収した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 1 温調機能付きスイング型遠心機を利用した細胞パッチ作製法 



（2）各種がん細胞パッチの作製と形態学的評価 
①ヒト結腸腺癌由来細胞株（HCT-116 clone#2-
Luc/JCRB1408、以下 HCT-116 とする） 
 McCoy's 5A (Modified) Medium（10％ FBS、100 
units/mL penicillin-100 μg/mL streptomycin 含
有）を培養液とした。細胞培養表面処理済みの 35-
mm ポリスチレン製培養皿にシリコーン製チャンバ
ーを設置し、任意細胞数を含む懸濁液をウェル内
に添加し、遠心処理をおこなった。次に 37℃で 12
時間程度培養後、チャンバー除去と培地交換をおこなった。 
②ヒト肝がん由来細胞株（HuH-7/JCRB0403） 
 Dulbecco's Modified Eagle Medium（10％ FBS、100 units/mL penicillin-100 μg/mL 
streptomycin 含有）を培養液とした。表面未処理の 35-mm ポリスチレン製培養皿にシリコーン
製チャンバーを設置し、任意細胞数を含む懸濁液をウェル内に添加し、遠心処理をおこなった。
次に 37℃で 4時間培養後、チャンバー除去と培地交換をおこなった。 
③ヒト子宮頸部類上皮がん細胞株（HeLa/JCRB9004） 
 Dulbecco's Modified Eagle Medium（10％ FBS、100 units/mL penicillin-100 μg/mL 
streptomycin 含有）を培養液とした。両親媒性ブロック共重合体である poly(butyl 
methacrylate)-b-poly(4-acryloylmorpholine)溶液（400 μg/mL）を細胞培養表面処理済みポリ
スチレン製培養皿上にスピンコート（3000 rpm）した低細胞吸着性基材[2]にシリコーン製チャ
ンバーを設置し、任意細胞数を含む懸濁液をウェル内に添加し、遠心処理をおこなった。次に
37℃で 4 時間培養後、チャンバー除去と培地交換をおこなった。 
いずれの細胞パッチ作製においても、培地交換後に任意期間 37℃で培養し、ピペット操作に

より細胞パッチを剥離回収した。細胞パッチは、ヘマトキシリン・エオジン(HE)染色した薄切切
片による組織学的観察と添加細胞密度（cells/cm2）による組織厚の違いについて光干渉断層撮
影(OCT)により評価した。 
（3）in vivo 腫瘍形成能の評価 
 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おこなうた
めに、HCT-116 細胞から作製したがん細胞パッチ（8-mm 径、細胞数 8 x 105 cells で作製）を免
疫不全ラット（F344/NJcl-rnu/rnu、8週オス）に皮下移植した。まず溶解した 8％ゼラチン溶液
を 17-mm 径 CellShifterTM支持膜に付与し、培養皿上に付着した細胞パッチ上に被覆させ、20℃
で 10 分間静置した。支持膜で剥離した細胞パッチを切開したラット背部皮下組織に貼付し、37℃
で 5分間程度温めた。その後、支持膜のみを除去し、皮膚を縫合した。また、細胞パッチ法によ
る細胞移植効率の有効性を検証するために、トリプシン/EDTA 処理した細胞パッチから調製した
がん細胞懸濁液を同様の箇所に皮下注入する手法と比較した。がん増殖能に関しては、ノギスに
よるサイズ計測に加え、形成した腫瘍について薄切切片による組織学的解析をおこなった。 
 
４．研究成果 
（1）過重力付加によるがん細胞パッチの作製と形態学的評価 
 各種ヒト臓器がん由来細胞株を過重力付加で細胞パ
ッチ化するためのプロトコールの最適化を検討した。既
報の細胞パッチ作製では、80G で 30 分間の過重力付加
を適用していた[1]が、270G で 5 分間処理後、細胞種に
応じて任意時間 37℃で培養をおこなうことでピペット
操作により崩壊しない安定なシート状組織を作製でき
ることがわかった。しかしながら、筋芽細胞等の細胞-
細胞間結合が安定した細胞種を用いて作製した細胞パ
ッチと比較して、細胞-細胞間結合が脆弱ながん細胞の
場合、最低 1 日程度の 37℃における培養が必要であっ
た。特に HuH-7 細胞や HeLa 細胞では過重力付加後に 3
時間程度でチェンバー除去と培地交換が可能であった
のに対して、HCT-116 細胞では組織が崩壊しないように
12 時間程度の培養が必要であった。 
 細胞パッチを作製する際に使用する培養基材の表面
特性は、パッチ組織をピペット操作で剥離回収する上で
きわめて重要な要素であった。これは過重力付加後の培
養時に細胞パッチ組織が基材に接着する強度が大きく
異なるためであると推測された。本研究で使用した細胞
では、HeLa 細胞が最も強い表面接着性を示し、HCT-116
細胞が最も弱い性質を示した。そこで、マイルドなピペ
ット操作でパッチ組織を剥離させるために細胞種に応
じたベース基材の検討をおこなった。弱接着性を示す
HCT-116 細胞では細胞接着処理済みポリスチレン表面、

図 2 パッチ作製に使用するチャンバー 

図3 各種ヒトがん細胞株から作製
した細胞パッチの薄切切片（HE染
色像） 



中接着性を示す HuH-7 細胞では未処理ポリスチレ
ン表面が最適であった。一方、強接着性を示す HeLa
細胞では、両親媒性ブロック共重合体をスピンコー
トした低接着性ポリスチレン表面を作製すること
で安定な細胞パッチを剥離回収することに成功し
た。各種がん細胞株から作製したパッチ組織の HE
染色像より高密度に細胞が充填されたシート状構
造を有していることが明らかになった（図 3）。また
各細胞から構成されるパッチ組織の厚さは各細胞
の大きさに依存するものと考えられた。 
過重力付加の有無による細胞パッチ組織の違い

を OCT 像で比較した結果、過重力非付加で作製した
HuH-7 パッチは、過重力付加で作製したパッチ組織
と比較して細胞充填度が比較的低く、パッチ組織表面の円滑性が乏しく、部分的な欠陥部を生じ
ていることが確認された（図 4）。この結果より、安定なパッチ組織の構築には過重力付加が必
要であると考察した。 
ウェルの形状と底面積が異なるシリコーン製チャンバーを用いることで、生体組織への移植

等のアプリケーションに応じ
て、細胞パッチのサイズ形体
を設計できることが明らかと
なった（図 5）。本研究では、
特に４穴のシリコーン樹脂製
チャンバーを利用すること
で、パッチ組織を均一に複数
個同時に作製できることを明
らかとなり、将来的ながん細
胞パッチの高い生産性が期待
された。一方、細胞パッチ作
製時の添加細胞密度を調節す
ることで、細胞パッチの組織
厚を任意に制御することが可
能であった（図 6）。従来の温
度応答培養皿を利用した細胞
シート法では、3Dがん組織モ
デルの構築に数日にわたるプ
ロセスが必要であった。これ
に対して、細胞パッチ法では
短期間で 3D 組織を作製でき
ることが示された。 
 
（2）in vivo 腫瘍形成能の評価 
HCT-116 細胞から作製した 8-mm 径細胞パッチを用いて、免疫不全ラットへの皮下移植実験を

おこなった。作製した細胞パッチを酵素処理後に細胞数計測をおこなった結果、24 時間後では
パッチの構成細胞数は 1.2 x 106 cells であり、添加細胞数より増殖してている結果となった。
本研究では、生体組織への効率的な細胞パッチ移植を実現するために、溶解したゼラチン溶液で
湿らせた支持膜を利用した。この手法では、培養皿表面に付着した細胞パッチをゼラチン付与支
持膜で被覆し、低温で細胞パッチを支持膜と一体化させる。これによりピンセット操作により伸
展状態の細胞パッチを基材表面より移送させることが可能となった。細胞パッチ/支持膜をラッ
ト皮下組織上に貼付し、37℃で 5 分程度温めることで支持膜のみを容易に除去することに成功
した。 
移植 3 週間後にパッチ移植部において、顕著な腫瘍形成が観察された（長軸/短軸/高さ：

17mm/13mm/9mm）。これに対して、皮下組織に同細胞数を注入移植した場合では、きわめて小さい
腫瘍（細胞パッチ移植法の 1/200 以下の腫瘍体積）あるいは非形成が確認された（図 7）。移植
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 EDTA 処理によって回収した細胞群では、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た。一方、細胞パッチ
は安定なシート構造のために移植後に皮下に生着しやすいため、移植効率が極めて高いと考え
られた。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た。本技術を応用することで、将来的には、ヒト同所がん移植モデ
ルの構築への応用が期待された。 

図 4 過重力付加の有無による HuH-7
パッチ(8-mm 径)の OCT 像 

図 5 (A)形状とサイズが異なる細胞パッチと(B)パッチ表
面の位相差顕微鏡像（HCT-116, 2 x 106 cells/cm2適用） 

図 6 細胞数とがん細胞パッチの組織厚の関係（HCT-116） 
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図 7 (A)移植法による腫瘍形成の違い(左)細胞パッチ皮下移植と(右)細胞皮下注入移植 
(B)細胞パッチ移植で形成した腫瘍薄切切片(HE 染色) 
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