
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６２６

若手研究(B)

2013～2012

抗癌剤の薬効評価のための癌微小環境を模倣した擬似癌組織の構築

Fabrication of novel culture system composed of cancer cells and cancer stromal cell
s for in vitro evaluation of anticancer drugs

００４０２７９３研究者番号：

山添　泰宗（YAMAZOE, HIRONORI）

独立行政法人産業技術総合研究所・健康工学研究部門・主任研究員

研究期間：

２４７００４８９

平成 年 月 日現在２６   ５ ２６

円     3,500,000 、（間接経費） 円     1,050,000

研究成果の概要（和文）：　個々の癌患者に適した抗癌剤を高い精度で判別できる試験法の開発を目指し、癌細胞と間
質細胞（癌間質線維芽細胞と単球）を用いて癌微小環境を模倣した擬似癌組織を構築した。同擬似組織を用いた検討に
より、間質細胞の存在によって癌細胞の抗癌剤に対する感受性が著しく変化することが分かった。また、基板上に固定
化した単球と癌細胞から成る培養系を確立し、単球の影響により抗癌剤の薬効が促進されること、および、単球近傍に
存在している癌細胞のみがその影響を受けることを明らかにした。これら、間質細胞の影響を考慮した本培養システム
は、抗癌剤試験の精度向上に大きく寄与すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：  In order to develop the methods for the selection of effective drugs for differe
nt patients with high accuracy, we fabricated a multi-component co-culture system, in which cancer cells w
ere co-cultured with two types of stromal cells, stromal fibroblasts and monocytes, recreating the in vivo
 cancer microenvironment. It was found that the sensitivity of cancer cells to anticancer drugs was signif
icantly changed by the presence of stromal cells. We also fabricated the co-culture system composed of imm
obilized monocytes and cancer cells, and it was found that monocytes enhanced the cancer drug sensitivity 
and cancer cells located near monocytes were only affected by monocytes. Our culture system which takes ac
count of cancer stromal cells is thought to contribute to improve the accuracy of in vitro drug evaluation
.
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１．研究開始当初の背景 
癌治療において、抗癌剤が広く用いられて
いるが、癌の性質は患者ごとに異なるため、
同じ抗癌剤であってもその効果は個人差が
非常に大きい。そこで、投与前に効果が有る
のか、無いのかを個々の患者ごとに判別し、
効果があると期待される抗癌剤のみを投与
することが求められている。抗癌剤の判別は、
患者の癌の一部を採取して体外で培養を行
い、様々な種類の抗癌剤に暴露した後、癌細
胞の生存状態を調べる、という手順で行われ
る。癌細胞が死滅した場合、その抗癌剤は患
者の癌に対して有効であり、癌細胞が生存し
ている場合は、無効であると判断される。こ
のような患者の癌細胞を用いた抗癌剤の判
別試験法は、抗癌剤感受性試験と呼ばれ、現
在実施されている代表的なものとしては、I) 
平面で培養（２次元）した癌細胞を使用する
SDI 法、II) コラーゲンゲルで包埋し３次元
で増殖できる環境下で培養した癌細胞を使
用する CD-DST 法、III) 癌の組織切片を使用
する HDRA 法がある。しかし、これら従来の
方法においては、的中率が低いという問題が
あり広く普及していない。 
癌組織には癌細胞に加えて、間質細胞、血
管系、細胞外マトリックスなどが存在し、癌
の微小環境を形成している。生体内において、
癌細胞はこれら微小環境と相互作用してお
り、抗癌剤の効き方に関しても癌微小環境が
大きな影響を及ぼすことが多数の報告によ
り指摘されている。従来の試験法において的
中率が低い大きな要因の一つは、このような
微小環境が十分に考慮されていない培養系
で抗癌剤の判別試験を実施している点にあ
る。よって、試験精度の向上のためには、生
体内において癌細胞がおかれている環境、す
なわち、３次元的に癌細胞が増殖できる状態
や間質細胞の存在、を考慮した培養系を構築
することが重要であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、個々の癌患者に適した抗癌剤
を高い精度で判別できる新規の薬剤評価法
の開発を目指し、癌微小環境を模倣した擬似
癌組織を構築すること、ならびに、癌細胞の
周囲に存在する間質細胞が抗癌剤の薬効に
及ぼす影響を検証することを目的に研究を
行った。具体的には以下の3項目を計画した。 
（１）癌細胞と二種類の間質細胞（癌間質線
維芽細胞と単球）から成る擬似癌組織を構築
する。また、同擬似組織を用いて、線維芽細
胞や単球が、抗癌剤の薬効に及ぼす影響を検
証する。 
（２）基板上に接着しない浮遊細胞である単
球（免疫細胞）を人為的に操作して基板上の
望みの位置に固定化する方法を確立する。 
（３）固定化した単球と癌細胞から成る共培
養系を構築し、単球による影響がどの程度離
れた癌細胞にまで作用し、抗癌剤の薬効を変
化させるかを検証する。 

 
３．研究の方法 
（１）擬似癌組織を用いた抗癌剤の薬効評価 
癌細胞と一種類の間質細胞の組み合わ
せ：肺小細胞癌細胞株（WA-ht）をコラーゲ
ンゲルで包埋し、このゲル上に癌間質線維芽
細胞株(WA-mFib)を接着させたプレートを配
置することで共培養系を構築した（図１）。
抗癌剤シスプラチンを添加し、72 時間培養後、
alamarBlue®試薬を用いて生細胞数を求めた。
共培養有り、または、無しの状態においてそ
れぞれ癌細胞の生存率を算出し、共培養の有
無における抗癌剤の薬効の違いを比較した。
また、コラーゲンゲルに包埋した癌細胞の上
に単球（THP-1）を付着させたプレートを配
置することで別の共培養系を構築した。抗癌
剤のプロドラッグであるドキシフルリジン
を添加し、上記と同様の手順により、共培養
による薬効の変化を検証した。また、リアル
タイムPCRを用いて、遺伝子発現解析を行い、
単球との共培養によって引き起こされる癌
細胞内のピリミジンヌクレオシドホスホリ
ラーゼ（PyNPase）の発現量の変化を調べた。 

癌細胞と二種類の間質細胞の組み合わ
せ：コラーゲンゲルで包埋した癌細胞の上部
に線維芽細胞を、また、下部に単球を配置す
ることで擬似癌組織を構築した（図１）。同
擬似組織を用い、上記と同様の手順により、
シスプラチンやドキシフルリジンの薬効の
評価を行った。 
 
（２）浮遊細胞の基板上への固定化法の確立 
ウシ血清アルブミンをエチレングリコー
ルジグリシジルエーテル(EGDE)で架橋後、反
応液をキャストし、一晩風乾することで架橋
アルブミンフィルムを基板上に形成させコ
ーティングを行った。また、細胞膜への親和
性 を 有 す る Biocompatible Anchor for 
Membrane(BAM)試薬とアルブミンを結合し、
BAM-アルブミン複合体を作製した（図２）。
反応は中性条件下で両者を1時間混合するこ
とで行った。BAM 試薬の反応率はアミノ基定
量法である TNBS 法により算出した。 

架橋アルブミンフィルムを正電荷ポリマ



ーであるポリエチレンイミン(PEI)溶液に暴
露することでタンパク質が吸着する表面を
作り出し、BAM-アルブミン複合体をフィルム
上に吸着させた。アルブミンフィルム上への
BAM-アルブミン複合体の吸着挙動は、水晶発
振子マイクロバランス（QCM）を用いて調べ
た。図３に示すように、BAM-アルブミン複合
体を吸着させたアルブミンフィルム上に
種々の浮遊細胞（32D細胞、Jurkat細胞、THP-1
細胞）を播種し、BAM 試薬の細胞膜へのアン
カーリングを介して浮遊細胞の基板上への
固定化を行った。また、インクジェットプリ
ンターを利用して、アルブミンフィルム上の
特定の領域に PEI 溶液を打ち込み、その領域
にのみ浮遊細胞を固定化することで、細胞の
パターニングを行った。 
 

 
（３）固定化単球と癌細胞の共培養 
 浮遊細胞である単球を（２）で確立した方
法により、基板上に固定化した。図４に示す
ように、単球を固定化した基板とヒト大腸癌
Caco-2 細胞を接着させた基板を合体し、全体
をコラーゲンゲルで包埋することで共培養
系を構築した。 

同共培養系の癌細胞をドキシフルリジン
に暴露後、生細胞染色試薬（Calcein-AM）と
死細胞染色試薬（Propidium Iodide）を用い
て、癌細胞の生死染色を行い、単球の影響に
より死滅した癌細胞を可視化し、死滅した癌
細胞の位置と単球からの距離を比較した。 
 
４．研究成果 
（１）擬似癌組織を用いた抗癌剤の薬効評価 
本研究では、間質細胞として、癌間質線維
芽細胞と単球を用いた。線維芽細胞は、転移
や抗癌剤に対する感受性など、癌細胞の種々
の挙動に影響することが知られている。また、
癌細胞からの走化性因子により、免疫細胞
（単球、マクロファージ、リンパ球）が癌組
織に積極的に誘引されていること、ならびに、
末梢血単核球との共培養によって癌細胞の
抗癌剤に対する感受性が大きく変化するこ
とに着目し、免疫細胞の一種である単球を研
究に用いた。本研究では、抗癌剤の薬効評価
に特化した擬似癌組織を構築することを考
えており、癌組織の完全な模倣を目指す他の
研究とは異なる。このため、本擬似組織では、

抗癌剤の効き方が容易に判断できるように
癌細胞をコラーゲンゲルで包埋し、増殖する
ためのスペースを十分に確保している。ゲル
で包埋することで癌細胞が3次元的に増殖で
きるというメリットもある。また、培地中で
培養するため、O2や栄養の供給、CO2や老廃物
の除去などの血管の役割は必要としない。し
かし、血管内や癌細胞周囲に存在する血液細
胞から分泌される種々の生理活性物質は、抗
癌剤の薬効に影響を及ぼすと考えられるの
で、血液細胞（本研究においては単球）を癌
細胞の周囲に固定することでこれらの環境
を模倣することにした。 
まずは癌細胞と一種類の間質細胞との共
培養を行い、その影響を検証した。癌細胞と
線維芽細胞の組み合わせで共培養を行った
場合、共培養無しの場合と比較して 1.5 倍癌
細胞が増殖することが分かった。線維芽細胞
から分泌される血管内皮細胞増殖因子
（VEGF）や肝細胞増殖因子（HGF）など種々
の増殖因子が癌細胞の増殖に寄与したと考
えられる。また、線維芽細胞の存在により、
シスプラチンの殺細胞効果が弱まることが
分かった。塩基性線維芽細胞増殖因子（bFGF）
による抗癌剤耐性効果について幾つか報告
があることから、bFGF を添加した培養液中で
癌細胞を培養し、同様の薬剤試験を行ったが、
顕著な耐性効果は見られなかった。線維芽細
胞との共培養による薬剤耐性のメカニズム
は不明であるが、線維芽細胞より分泌された
bFGF 単独の作用では無いと考えられる。 
癌細胞と単球を共培養した場合、共培養無
しの場合と比較して癌細胞の増殖は減少し
た。また、単球の存在により、ドキシフルリ
ジンの殺細胞効果が非常に強められること
が分かった。抗癌剤のプロドラッグであるド
キシフルリジンは、癌細胞内の酵素 PyNPase
により、抗癌作用を示す活性型のフルオロウ
ラシル（5-FU）に変換される。リアルタイム
PCR を用いた検証により、単球との共培養に
よって PyNPase の遺伝子発現が 10 倍上昇す
るという結果が得られた。ELISA 法により単
球から TNF-や IL-1などの炎症性サイトカ
インが分泌されていることを突き止めてお
り、これら炎症性サイトカインが癌細胞の
PyNPase を活性化されるとの報告も多数ある。
これらを考え合わせると、単球から分泌され
た炎症性サイトカインにより、癌細胞内の
PyNPase が活性化され、より多くのドキシフ
ルリジンが 5-FU に変換されたためにドキシ
フルリジンの殺細胞効果が増強されたと考
えられる。 
In vitro における培養系の利点の一つは、
共培養を行う細胞や暴露する抗癌剤の組み
合わせを自在に変えて実験系を組むことが
できることであり、様々な間質細胞や多種の
抗癌剤など複数の要因がどのように絡み合
うのか検証することができる。図１に示した
培養デザインで、癌細胞と二種類の間質細胞
（線維芽細胞と単球）との共培養を行い、複



数の間質細胞が存在する場合における抗癌
剤の薬効を検証した。結果としては、主に線
維芽細胞の作用によりシスプラチンの殺細
胞効果が抑制され、また、主に単球の作用に
より、ドキシフルリジンの殺細胞効果が促進
された。二種類の間質細胞が存在することに
よる相乗的な薬効促進や抑制などの効果は
見られなかった。臨床現場では、通常複数の
薬剤を同時に投与して癌治療が行われるの
で、シスプラチンとドキシフルリジンの二種
類の抗癌剤に同時に暴露する実験を行った。
その結果、二種の抗癌剤の相乗効果によって、
単独の薬剤に暴露した場合と比べてより多
くの癌細胞が死滅することが分かった。 
以上のように、線維芽細胞や単球の存在が、
抗癌剤の薬効に大きく影響を及ぼすことが
分かった。生体内においては、癌細胞が種々
の間質細胞に取り囲まれて存在しているこ
とや血液中の細胞から分泌されたサイトカ
インに暴露されていることを考慮し、より生
体の環境に近い擬似癌組織を構築して抗癌
剤試験を行うことが重要であることを示唆
している。 
 
（２）浮遊細胞の基板上への固定化法の確立 
BAM 試薬は、細胞膜に親和性を有する疎水
性のオレイル基、スペーサーのポリエチレン
グリコール(PEG)鎖、アミノ基と反応する NHS
基から成る試薬である。この BAM 試薬とアル
ブミンを様々な濃度で反応させることで、沈
殿を生じることなく BAM-アルブミン複合体
を作製する条件を見出した。BAM 試薬はアル
ブミン分子内のアミノ基と反応することか
ら、TNBS 法を用いて反応率を算出した結果、
アルブミン 1分子対して BAM試薬が約 3.2個
結合していることが分かった。天然のアルブ
ミンと BAM-アルブミン複合体の円偏光二色
性（CD）測定を行った結果、両者のＣＤスペ
クトルにおいて、差が見られなかった。この
ことから、BAM 試薬との反応に伴う、アルブ
ミンの大きな高次構造変化は起こっていな
いと考えている。また、蛍光物質によりラベ
ル化した BAM-アルブミン複合体と浮遊細胞
を混合して 10 分間静置後、共焦点顕微鏡を
用いて観察を行ったところ、細胞膜の位置に
おいてのみ BAM-アルブミン複合体に由来す
る蛍光シグナルを観察することができた。こ
の結果は、作製した BAM-アルブミン複合体が
細胞膜に良好にアンカーリングされている
ことを示している。一方、架橋したアルブミ
ンの溶液をキャストすることで、タンパク質
吸着を抑制する性質を有する水に不溶性の
フィルムを基板上作製した。このフィルムは、
PEI 溶液に暴露するだけで容易にタンパク質
の吸着を促進する性質に変換することがで
きる。QCM 測定により、PEI 溶液に暴露した
フィルム上への BAM-アルブミン複合体の吸
着挙動を調べた結果、30 分以内に BAM-アル
ブミン複合体がフィルム上に著しく吸着す
ることが分かった。 

次に、アルブミンフィルムと BAM-アルブミ
ン複合体を用いて浮遊細胞を基板上へ固定
化する方法や基板上の望みの位置に配列さ
せる方法を確立した。図３に示すように、ア
ルブミンフィルムを PEI で処理した後、BAM-
アルブミン複合体を吸着させ、多種の浮遊細
胞（32D 細胞、Jurkat 細胞、THP-1 細胞）を
播種したところ 15 分以内に播種した全ての
細胞が基板上に良好に固定化されることが
分かった。8 日間培養を行ったところ、固定
化された浮遊細胞が固定化状態を維持しな
がらコンフルエントになるまで増殖するこ
とが分かった。ただし、培養期間中、一部の
細胞がフィルム表面から脱離する現象が観
察された。次に、基板上の望みの位置に浮遊
細胞を配列させることを試みた。フィルム上
の所望の領域にのみPEI溶液を滴下するため
に、市販のインクジェットプリンターを改造
し、インクの代わりに PEI 溶液をインクタン
クに充填した。このプリンターを用いてフィ
ルム上の所望の領域に PEI 溶液を打ち込み、
BAM-アルブミン複合体を吸着させることで、
浮遊細胞のパターンニングを行うことに成
功した（図５）。 

アルブミンフィルムは UV 光を照射するこ
とでもPEI溶液を用いた場合と同様にタンパ
ク質の吸着を促進する性質に変換すること
ができる。しかし、フィルム上の特定の領域
に BAM-アルブミン複合体を吸着させるため
には、フォトマスクを利用して特定の領域に
のみ UV 光を照射する必要がある。この方法
では、パターンのデザインを変更するたびに
フォトマスクを新規に作製することになり
煩雑である。一方、インクジェットプリンタ
ーを用いた本方法においては、コンピュータ
ー上でデザインの変更を行うだけで容易に
パターンの変更を行うことができるという
メリットがあり、本研究では、インクジェッ
トプリンターを利用してパターンの作製を
行った。 
以上のように、アルブミンフィルムと BAM-
アルブミン複合体を利用することで、浮遊細
胞を人為的に操作し、基板上の望みの位置に
配置させることができた。 
 
（３）固定化単球と癌細胞の共培養 
単球により、ドキシフルリジンの殺細胞効
果が非常に強められることが（１）の研究に
より明らかになった。次に、単球の影響がど
の程度離れた癌細胞にまで作用し、抗癌剤の
薬効を変化させるかを明らかにするために
本項の研究を行った。方法としては、（２）



で確立した手法により単球（浮遊細胞）を固
定化した基板と癌細胞を接着させた基板を
並べて配置し、共培養系を確立した（図４）。
このような培養系を用いて実験を行うこと
で、単球が影響を及ぼす距離を正確に検証す
ることができる。単球と共培養を行わず癌細
胞単独で培養したサンプルでは、ドキシフル
リジンに暴露後においても癌細胞は全て生
存していた。一方、共培養を行ったサンプル
では、癌細胞の死滅が観察され、死滅した癌
細胞は、多少のばらつきはあるものの主に単
球近傍の 1mm 以内に集中していた。（１）の
項において考察したように、単球から分泌さ
れた炎症性サイトカインによりドキシフル
リジンの殺細胞効果が促進され癌細胞が死
滅したと考えている。培地中における炎症性
サイトカインの半減期は 30 分から数時間程
度との報告があり、サイトカインの生理活性
が一定時間で失われるために単球近傍の癌
細胞のみが死滅したと考えられる。以上のよ
うに、単球が影響を及ぼす距離に関して有用
な情報を得ることができた。本研究結果は、
擬似癌組織を構築する場合、癌細胞と間質細
胞の間の距離が抗癌剤の薬効を左右する重
要な因子であることを示唆しており、培養デ
ザインを決定するうえで貴重な指針となる。 
本研究では、多様な細胞や多種の抗癌剤を
自由に組み合わせることができる in vitro
系の利点、ならびに、人為的に細胞を操作し、
複雑な培養系を構築する組織工学の手法に
より、「組み立てながら理解する」というア
プローチを通して、間質細胞の存在により癌
細胞の抗癌剤に対する感受性が著しく変化
することを明確に示したデータを得ること
ができた。本結果は、より生体の環境に近い
擬似癌組織を用いて抗癌剤の薬効評価を行
うことの重要性を示唆する貴重な知見であ
り、個々の患者の癌に対して最も効果を発揮
する抗癌剤を正確に判別できる新規の抗癌
剤感受性試験法の開発において重要である。
抗癌剤感受性試験の的中率の向上やその普
及は、効果が無い無駄な抗癌剤の投与やそれ
に伴う副作用を避けることができ、医療費削
減や癌患者の QOL 向上に大きく貢献する。 
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