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研究成果の概要（和文）：本研究では、がん周辺に存在する間質組織の細胞外マトリックスに着目し、その物理
化学的および生物学的因子を制御したin vitro三次元培養法を構築し、遺伝子情報の維持に必要な要因の解明に
取り組んだ。
間質の弾性率と血管内皮細胞増殖因子濃度等の条件を最適化することで3継代まで遺伝子発現が維持されること
を見出した。また、96ウェル三次元培養を確立し、抗がん剤や分子標的薬の薬効試験を行った結果、抗がん剤の
奏効性を判断可能であることが確認された。さらに、これまで大腸がん細胞を用いて検討を行ってきたが、患者
初代膵がん細胞にも同様に展開できる可能性が確認された。
以上より、本研究を予定通り遂行することができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the extracellular matrix of the stromal tissue 
surrounding cancer and established an in vitro three-dimensional culture method in which 
physicochemical and biological factors were controlled to elucidate the factors necessary for the 
maintenance of genetic information.
They found that gene expression was maintained for up to three passages by optimizing conditions 
such as the elastic modulus of the stroma and the concentration of vascular endothelial cell growth 
factor. In addition, they established a 96-well three-dimensional culture and conducted drug 
efficacy tests of anticancer agents and molecular-targeted drugs, and confirmed that it is possible 
to determine the response to anticancer agents. In addition, the possibility that the same approach 
can be applied to patient primary pancreatic cancer cells was confirmed, which has been investigated
 using colon cancer cells.
Based on the above, we were able to carry out this study as planned.

研究分野： バイオマテリアル

キーワード： がん細胞　三次元培養　物理化学的因子　生物学的因子　遺伝子発現　組織工学　薬物感受性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果より、がん微小環境を制御する間質組織の物理化学的および生物学的因子がどのようにがん細胞の
性質維持に重要であるか、遺伝子情報の維持に必要な要因を明らかにすることができた。また、動物実験との比
較により薬剤感受性試験に応用できることが確認されたため、がん個別化医療への応用可能性が示された。2023
年度より臨床研究を開始するに至ったことは、社会的意義が極めて大きいことを示している。大腸癌以外の癌種
への展開も期待される。以上より、本研究で得られた成果は、社会的にも産業的にも有意義であると考えられ
る。

※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（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 がんは、発症に関わる遺伝子変異が多数存在するため、個体間だけでなく腫瘍内のが

ん細胞間の性質も異なる。この「がんの不均質性」が、根治を困難にしている大きな理

由である。がんの個別化医療を実現し、個々の患者に最適な治療法を見つけるためには、

患者腫瘍の特徴、特に遺伝子情報を保持した状態で増幅させる必要がある。一般的な培

養法では、培養過程で遺伝子変異が起こるため、遺伝子情報を維持した培養は困難であ

る。現在、唯一可能な方法は、高度免疫不全マウスにがん細胞を移植する PDX マウス

法である。しかし、PDX マウスは高額で死にやすく、1 個体で 1 条件しか見られないた

めスループット性が低いという課題を有する。なぜ、一般的な培養法では維持されず、

PDX マウスでは維持されるのか。その原因は明らかにされていなかった。 

 

２．研究の目的 

 本研究ではがん間質組織の ECM に着目し、「硬さ」、「密度」、「組成」の 3 つの物理化

学因子を制御した三次元培養法により、遺伝子情報の維持に必要な因子の解明を目的と

した。 

 

３．研究の方法 

本研究では大別して、①遺伝子情報維持に必要な間質組織の物理化学的因子の解明、

②物理化学的因子と生物学的因子の融合による遺伝子情報維持の最適化、③遺伝子情報

を維持したハイスループット化三次元培養法の創製、の 3 点に取り組んだ。 

 

４．研究成果 

①遺伝子情報維持に必要な間質組織の物理

化学的因子の解明： 

がん間質ECMの主成分はがん関連線維芽

細胞が産生するI型コラーゲンである。研究

代表者の松崎は、コラーゲンの低い溶解性の

課題を解決するため、コラーゲンをホモジナ

イザーで解繊したコラーゲンマイクロファ

イバー（CMF）と、CMFを更に超音波処理で

解繊したコラーゲンナノファイバー（CNF）

を作製した（Fig. 1）。位相差顕微鏡観察より

CMFの直径は5.0 ± 2.8 µm、透過型電子顕微鏡

観察よりCNFの直径は80 ± 38 nmであること

が確認された。CMFおよびCNFの濃度を0.5 

～3.0 wt%まで変化させることで、1~80 kPaの

幅広い圧縮弾性率を有するコラーゲンゲル

の作製に初めて成功した（Fig. 2a）。コラー

ゲンゲルは、加温に伴う線維間の疎水的な物

理架橋により形成される。疎水環境において

短波長シフトと蛍光強度の増大を示す8-ア

Fig. 1. Schematic illustration of (a) collagen 
fiber structure and (b) fabrication process of 
CMF and CNF gels with phase contrast (Ph) 
and transmission electron microscope 
(TEM) images. 



ニリノナフタレンスルホン酸ナトリウム

（ANS-Na）を用いて各ゲル中の疎水環境を評価

した。0.5 wt% CMFおよびCNFゲルに1 mMの

ANS-Naを添加し、励起波長405 nmで共焦点レ

ーザー走査型顕微鏡によりゲル表面を観察し

た（Fig 2b）。CMFゲルでは幅42 ± 14 µmの疎水

性ドメインが均一に確認された。一方、CNFゲ

ルでは1 µm以下の微細なドメインが全体に観

察された。次に0.5 wt% CMFおよびCNFゲルに

20 µMのANS-Naを添加し、励起波長380 nmで

測定した蛍光スペクトルをFig. 2cに示した。

CMFおよびCNFゲルはともに510 nmにおいて

最大蛍光強度を示し、疎水環境に起因する20 

nmの短波長シフトが確認された。また、510 nm

においてCNFゲルがCMFゲルの2倍の蛍光強

度を示したことから、ゲル中により多くの疎水

環境が形成されていることが示された。 

その表面で患者由来大腸がん株化細胞

（PDC）を培養した。その結果、通常はコラー

ゲンコート培養皿の上での倍化時間が50時間

以上であるのに対し、ある弾性率のゲル表面で

は倍化時間が劇的に早くなる現象を見出した。

その弾性率ががん細胞にどのような影響を与

えているか知見を得るため、弾性率の異なるゲ

ル上で培養したがん細胞マーカーの発現量を

調べた。その結果、がん幹細胞関連のマーカー

の発現量がその弾性率上において増加する傾

向を見出した。各弾性率の異なるコラーゲンゲ

ルの内部で3次元培養した結果、ゲル表面での

2次元培養とは全く異なる結果が得られた。 

また、コラーゲンの弾性率を劇的に変化させ

る手法として遷移金属イオンで架橋されることを見出した。遷移金属イオンをコラーゲ

ン水溶液に混合することで、コラーゲンが5分以内に速やかにゲル化して透明なゲルを

形成できるだけでなく、1 MPaを超える弾性率を有することを新たに見出した。遷移金

属イオンとコラーゲンの濃度を制御することで、数 kPaから1.8 MPaまで1000倍の幅で

弾性率を制御できることが明らかとなった。また、一般的なコラーゲンの架橋剤として

知られるグルタルアルデヒドと比較して白金イオンは細胞適合性が高いことが確認さ

れた。本ゲル内で大腸がんオルガノイドを培養すると、1 kPaでは何も変化は示さなかっ

たが、160 kPa以上ではオルガノイドがcollective migrationと呼ばれる集団移動挙動を示

すことを見出した。本ゲルは、広範囲で弾性率を制御可能なコラーゲンゲルとして応用

が期待される。 

 

Fig. 2. (a) Comparison of elastic moduli 
of CMF and CNF gels at room 
temperature (n=3). Statistical analysis 
was performed using a two-tailed students 
t-test. *p value < 0.05 was considered to 
be statistically significant, *p < 0.05, 
**p< 0.01, ***p<0.001. (b) Fluorescence 
images of 0.5 wt% CMF and CNF gels 
with 1 mM ANS-Na (c) Fluorescence 
spectra of 0.5 wt% CMF and CNF gels 
with 20 µM ANS-Na in PBS at room 
temperature, excitation wavelength was 
380 nm. 



②物理化学的因子と生物

学的因子の融合による遺

伝子情報維持の最適化： 

細胞増殖因子として血

管 内 皮 細 胞 増 殖 因 子

（VEGF）、塩基性線維芽細

胞増殖因子（bFGF）、肝細

胞増殖因子（HGF）の濃度

を変えて血管網形成に対

する影響を評価した。線維

芽細胞存在下では、どの増

殖因子も血管密度の向上

などの効果を明確に示さ

なかった。これは、線維芽

細胞自身が大量の増殖因

子を産生していたためと考えられる。そこで、血管網密度が減少するくらい線維芽細胞

の数を減らすと、VEGFが最も高い血管網密度の増加効果を示した。VEGFによる効果は

株化がん細胞や患者由来がん細胞（PDC）存在下でも確認された。 

 また、物理化学的因子と生物学的因子の融合として、弾性率と血管網形成を評価した。

足場材料の弾性率が増加すると血管網の密度分布が低下した。これは細胞が遊走しにく

い状態にあったためと考えられる。一方、高い弾性率の方がある方向性をもって血管が

形成されやすいことが分かった。これは、等方的な遊走よりも酵素による分解で一方向

に異方的に遊走しやすいことを示していた。以上より、弾性率が血管網形成に影響する

ことを見出した。 

 さらに、弾性率と血管網形成を最適化した条件でPDCを培養すると、遺伝子発現が少

なくとも3世代は大きな変化なく維持されることが確認された。これはPDXマウスの3世

代による遺伝子発現維持と匹敵する機能であり、スクリーニングアッセイに有効と期待

される。 

 

③遺伝子情報を維持したハイスループット化三次元培養法の創製： 

ハイスループットスクリーニングへ応用する目的で、96ウェル内での弾性率制御がん

モデルの構築に関して最適化を行った。CMFの量と細胞数を制御することで、96ウェル

の小さな体積でも培養維持できる条件を見つけることができた。そこで、抗がん剤や分

子標的薬の薬剤感受性試験を行った。患者が受けた抗がん剤を添加してIC50値を算出出

した結果、患者の治療成績とIC50値の強弱により抗がん剤の奏効性を判断可能であるこ

とが示唆された。以上より、本ハイスループット三次元培養は、がん個別化治療の実現

に大きく貢献できると期待される。 

また、これまで大腸がん細胞を用いて検討を行ってきたが、患者初代膵がん細胞にも

同様に展開できる可能性が確認された。CMFにより弾性率を制御することで、初代膵が

ん細胞に最適な弾性率の傾向を見出すことができた。現在、8つの膵がん細胞の培養が

可能であり、株の樹立と遺伝子発現解析を検討中である。今後、他のがん種にも展開す

る予定である。 

Fig. 3. Schematic illustration of transparent tough collagen gels 
crosslinked by coordination bonding of transition metal ions. 
Tough gels only showed collective migration phenomena of 
cancer organoid cultured inside the gels. 
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