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研究成果の概要（和文）：2015年2月17日現在、臨床経過が確実に追跡可能な症例の腫瘍組織から単離培養を試み、19/
20例においてCTOS培養が可能となった。抗癌剤や分子標的治療薬に対する感受性に関して、培養下CTOS間で検出された
個体差が、マウス皮下移植モデルで検出された個体差と一致した。臨床では、大腸癌の術後XELOX + Bevによる化学療
法が施行され、肝転移巣の腫瘍抑制効果が確認されている症例の大腸原発巣から単離培養したCTOSにおいて、in vitro
培養系の検討において5-FU、SN-38に対する感受性が確認された。万一現治療が奏功しなくなった場合、irinotecanの
有効性が期待でき、検討する予定。

研究成果の概要（英文）：Nineteen CTOS were isolated and cultured from 20 colorectal cancer cases of which 
chemosensitivities were confirmed on clinical course at the date of February 17, 2015.
Regarding sensitivity to chemotherapy or molecular target drugs, it was confirmed that in vitro 
variability detected between individual CTOS coincided with individual difference of subcutaneously 
implanted CTOS. In a colon cancer case where the growth of liver metastasis was inhibited by XELOX and 
Bevacizumab, it was shown that the CTOSs derived from primary colon cancer tissue were chemosensitive to 
5-FU and SN-38 in vitro culturing system. Even in the worst case of failure of the present XELOX therapy, 
it is deduced that irinotecan hold promise for treating and its effect is planning to be investigated.

研究分野： 消化器がん
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１．研究開始当初の背景 
   癌の個別化医療・医療経済的観点から、抗癌剤・

分子標的治療薬に対する有効性を事前に予測するバイ

オマーカーの必要性が高まっている。例えば大腸癌に対

する cetuximab の有効性が期待できるのは KRAS 変異

を持たない症例であることや、肺癌に対する erlotinib
は EGF 受容体の変異を有する症例において効果が期待

されるなど、既にバイオマーカーによる効果予測が臨床

に用いられている。しかし、多くの治療薬においては未

だバイオマーカーは開発されていない。 
一方、一般的に用いられる臨床検体は、採取され直ちに

固定や凍結をされた組織や血液で、薬剤刺激への細胞応

答を検討することは非常に困難である。また、癌細胞の

初代培養法は個々の患者腫瘍の性質を反映するため癌

の個別化医療に有用であると期待されてきたが、煩雑な

取り扱い、癌以外の細胞混入、癌細胞の低い生存率や増

殖率、再現試験が困難など多くの技術的な問題が障害と

なり、広く臨床応用されるには至っていない。 
 我々はこれまでに、大腸癌の臨床検体を用いた研究を

行い、高い成功率で培養が可能となる手法（CTOS
（Cancer Tissue-Originated Spheroids）法）を開発し

報告した（Kondo J, Tsujii M, et al., PNAS 2011）。従来

は組織を単細胞化して培養してきたが、細胞-間質接着の

喪失からアノイキスと呼ばれるアポトーシスが惹起さ

れる。CTOS 法は大腸癌手術検体・生検組織を機械的に

細断後、細胞間接着を維持したまま培養することで、ア

ノイキスを回避し高い生存性を保った癌細胞塊として

回収する分離培養法で、これにより 95％以上の症例にお

いて、100％癌細胞のみ分離し、さらに無血清培地にお

いて長期間培養することが可能となった。 
 
２．研究の目的 
 まず、大腸癌組織から CTOS 法により分離培養した細

胞塊 CTOS を用いて、培養、および動物移植モデルでの

大腸癌に対する薬物治療の治療効果の相関を検討し、さ

らに実際の臨床経過と比較することで、培養細胞を用い

た効果予測技術を開発、最適化することを目的とした。

さらに、患者検体から得られた CTOS を薬剤耐性群と感

受性群に分け、遺伝子発現、シグナル伝達などの分子病

態を網羅的に解析することで、新しい効果予測バイオマ

ーカーの探索を試みることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
①� CTOS を用いた in vitro での薬剤感受性： 

外科手術もしくは生検検体より得られた各症例の CTOS

を 5-FU、oxaliplatin、SN-38、cetuximab 等の標準的に

臨床で用いられている抗癌剤や分子標的薬で処理し、そ

の薬剤感受性を細胞増殖、アポトーシスの検出により評

価する。また分子標的薬については、PI3K/AKT 経路、

RAS/MAPK 経路等の阻害効果を解析し、抗腫瘍効果の予測

を行う。 

②� マウス皮下移植モデルを用いた in vivo での薬剤感

受性：マウス皮下に CTOS を移植した腫瘍に対して上記

の抗癌剤もしくは分子標的薬による治療を行い、抗腫瘍

効果を判定する。 

③� in vitro および in vivo での薬剤感受性の相関： in 

vitro-in vivo 間で CTOS 治療効果のプロファイルを比

較し統計的解析を行い、CTOS を用いたアッセイが生体内

の抗腫瘍効果と相関するかを確認する。 

④� 臨床経過と上記アッセイによる感受性プロファイル

の相関：化学療法を受けた症例において、臨床経過か

ら判定される治療効果のプロファイルと CTOS を用い

た in vitro、in vivo の検討結果との相関を検討する。 

⑤� バイオマーカーの開発：感受性症例、耐性症例の

CTOS の遺伝子発現、シグナル伝達経路を網羅的に解

析し、新たなバイオマーカーの探索を行う。 

４．研究成果 

2015 年 2月 17 日現在、大阪大学消化器センターで治

療を行い、臨床経過が確実に追跡可能な症例の腫瘍組

織から腫瘍細胞の単離培養を試み、19/20 例において

CTOS 培養が可能となった。抗癌剤や分子標的治療薬

に関しては、細胞培養下の CTOS 間で薬剤感受性に個

体差が検出され、マウス皮下移植モデルにおける薬剤

感受性の個体差と一致することを確認した。 
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