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研究成果の概要（和文）：名古屋大学呼吸器外科で治療された胸部悪性腫瘍の切除標本や胸水を用いて初代培養を開始
した。２年間で20症例から切除標本を得ることができ、そのうち中皮腫と胸腺腫3症例で細胞株の樹立に成功した。し
かし、予定していた2年間の間にEGFR-TKIに対する耐性を獲得した肺癌臨床症例の組織標本を得ることができず、予定
していた耐性細胞株の樹立ができなかった。初代培養に成功したのは中皮腫と胸腺腫のみであり、細胞株を用いたEGFR
に関連する遺伝子異常の有無の解析を行うことができなかった。しかしながら肺癌以外の胸部悪性腫瘍細胞株は比較的
稀であり、免疫染色などを行い細胞株の樹立を確認した。

研究成果の概要（英文）：We started primary culture using surgical specimens or pleural effusions from the 
patients with malignant tumors treated in Nagoya University. We could get surgical specimens from 20 patie
nts in two years and succeeded in the establishment of the cell lines from a mesothelioma and 3 thymic tum
or cases. However, We can not able to establish a cell line harboring acquired resistance to epidermal gro
wth factor receptor-tyrosine kinase inhibitor (EGFR-TKI) which I planned since we could not get the specim
ens from the patients who were resistant to EGFR-TKI. Thus, we could not able to analyze any gene alterati
ons associated with the EGFR gene using those cell lines. However, several cell lines from mesothelioma an
d thymoma was successfully primary cultured and established. The cell lines from thoracic malignant tumors
 except the lung cancer was relatively rare and we performed immunostaining or the graft making with the m
ouse and confirmed the establishment of the cell lines.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 近年、悪性腫瘍の増殖・転移の鍵となる分
子を標的とした分子標的治療の研究はめざ
ましい進歩を遂げている。肺癌に関しては日
本人の約 40-50%に上皮成長因子受容体
（EGFR）遺伝子の活性型変異が認められ、
変異を有する症例では高率に EGFR チロシ
ンキナーゼを阻害する薬剤（EGFR-TKI）が
有効であることがわかり、各癌細胞の多様性
により個々の症例に対応した治療を選択で
きるテーラーメイド治療の幕開けとなった。
また従来、染色体転座による切断点遺伝子の
脱制御は肺癌では報告が無かったが、2007
年に肺癌で EML4 と受容体チロシンキナー
ゼ ALK の融合遺伝子が「形質転換を誘導す
る癌遺伝子」として同定された。すでに肺腺
癌の3-5%の割合でこのALK融合遺伝子を有
する症例が存在することがわかっている。 
 このような受容体チロシンキナーゼ異常
を伴う肺癌症例に対する治療に関しては
EGFR 変異陽性例に対しては Gefitinib, 
Erlotinib が 臨 床 応 用 さ れ て お り 、
EML4-ALK 融合遺伝子陽性例に対しては
MET, ALK阻害剤であるCrizotinibの有効性
が現在証明されつつある。しかし、臨床上の
大きな問題として、TKI治療にて初期には奏
効したほとんどすべての症例が、後には抵抗
性となることがわかっている。奏効している
期間は症例によって異なるが、中央値は６ヶ
月程度である。このような耐性のある症例の
一部には TKI 感受性のある遺伝子変異に加
えて、コドン 790のスレオニンからメチオニ
ンへの変異（T790M）が二次的に加わってい
るという報告がされている。T790M 変異に
よる耐性獲得機序としては、EGFR の
Gefitinib結合部位の変異により Gefitinibへ
の親和性が変化するためと考えられている。
それ以外には MET遺伝子の増幅と肝細胞増
殖因子(HGF)の過剰発現などがある。 
 
２．研究の目的 
 上皮成長因子受容体(EGFR)遺伝子変異陽
性肺癌のチロシンキナーゼ阻害剤(TKI)に対
する耐性獲得機序に関しては、まだその全容
が明らかとなったわけではない。また近い将
来臨床応用が期待されるCrizotinibに関して
も EGFR-TKI と同様に一定の奏効期間の後
に耐性を獲得する可能性が高いと考えられ
る。そこで、受容体チロシンキナーゼ異常を
伴う肺癌症例あるいは、TKI治療後に耐性と
なった肺癌症例の検体から細胞株を樹立し、
これを利用して耐性獲得機序などを解析す
ることにより、TKI治療に抵抗性となった肺
癌をふくむ胸部悪性腫瘍に対する治療戦略
を立てることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)耐性細胞株の樹立 
 対象は当初、Gefitinib または Erlotinib
を投与して一旦奏効が得られたものの獲得

耐性をきたした EGFR 遺伝子変異肺癌を有す
る患者、または、Crizotinib を投与して一旦
奏効が得られたものの獲得耐性をきたした
EML4-ALK 転座肺癌を有する患者とした。診断、
または治療目的で得られた胸水や生検検体
が余った場合、患者本人の同意を書面で得た
上で細胞株を樹立する予定とした。しかし、 
初年度は EGFR-TKI に対する耐性を獲得した
肺癌症例の切除標本を得ることができず、耐
性細胞株の樹立ができなかった。そこで、ま
ずは胸部悪性腫瘍由来の細胞株の樹立にと
りかかった。名古屋大学呼吸器外科で治療
（手術）された胸部悪性腫瘍の切除標本ある
いは胸水を用いて液体培地を用いた初代培
養を開始した。 
 次年度も引き続き症例の集積、初代培養を
継続し耐性獲得した細胞株の樹立を目指し、
また樹立に成功した細胞株をもちいて EGFR
に関係する遺伝子異常の有無の解析を行う
予定を立てた。 
 
(2) 胸腺上皮性腫瘍由来細胞株樹立の試み 
 胸膜播種を有するIVa期あるいは再発例な
どの進行胸腺腫や胸腺癌に対しては集学的
治療が行われるものの、治療成績は未だ十分
とは言えない。上記腫瘍に対する治療戦略確
立のために生物学的特性の解明が望まれる
が、基礎研究に有用な胸腺腫細胞株は世界で
わずかに 3細胞株(type AB 、type B1、type 
C 各 1 株)が報告されているのみである。そこ
で、当科で手術を施行した胸腺上皮性腫瘍患
者から腫瘍組織、胸水を採取し初代培養を開
始した。培養液は RPMI または DMEM にウシ胎
児血清(FBS) 1-10%と抗生剤を加えたものを
用い、37oC、5% CO2 下で静置培養した。培養
液は 3-4 日ごとに更新し、位相差顕微鏡によ
り細胞の状態を毎日観察、60-90％コンフル
エントの時点で継代し、以降 75cm2 フラスコ
内で継代培養した。 
 
４．研究成果 
 (1)平成 24年度 
 （当年度より研究代表者の勤務先が愛知県
がんセンターから名古屋大学医学部附属病
院に異動となった。これに伴い、研究体制（指
導、研究設備）も大きく変化し、特に研究室
は大幅な縮小となった。研究継続のためまず
環境整備から開始し細胞培養を開始するた
めに５，６ヶ月を要した） 
 平成 24 年度から細胞株の樹立に取りかか
った。名古屋大学呼吸器外科で治療された胸
部悪性腫瘍の切除標本あるいは胸水を用い
て従来の培養法あるいは新しく開発された
細胞培養法である CTOS 法を用いて微量な献
体から細胞株樹立を試みる予定であったが、
CTOS 法は物品の整備が間に合わず、従来の液
体培地を用いた初代培養を開始した。約 1年
間で胸部悪性腫瘍6症例から切除標本を得る
ことができ、そのうち中皮腫と胸腺腫それぞ
れ１症例ずつで細胞株の樹立に成功した。ま



た現在も継代し続けている細胞もある。 
しかし、当施設において予定していた EGFR- 
TKI に対する耐性を獲得した肺癌臨床症例の
組織標本を得ることができず、予定していた
耐性細胞株の樹立ができなかった。 
 
(2)平成 25 年度 
 引き続き細胞株樹立に向けた初代培養を
継続した。当年度で 14 症例、合わせて 20 症
例の手術検体を獲得し、培養を開始した。初
代培養に成功したのは中皮腫と胸腺腫のみ
であり、細胞株を用いた EGFR に関連する遺
伝子異常の有無の解析を行うことができな
かった。しかしながら肺癌以外の胸部悪性腫
瘍細胞株は比較的稀であり、免疫染色やマウ
スでの移植片作成などを行い細胞株の樹立
を確認した。(図 1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 胸腺上皮性腫瘍由来細胞株樹立の試み 
 2012 年 9 月から 2013 年 12 月までに 20 例
の胸腺上皮性腫瘍検体を得た。組織型は A：1
例、AB：3例、B1：4例、B2：6例、B3：2例、
C：4 例であった（表 1）。開始当初は細胞培
養が困難であったため、培養液および様々な
FBS 濃度を検討した結果 DMEM + 10% FBS にお
いて最も活発な腫瘍細胞の増殖を認めたた
め同条件下で培養することとした。これまで
に 10 代以上の継代培養を 4 検体(AB：1 例、
B1：2 例、C：1 例)で施行し得た。安定して
培養を継続しているものとしては 2 例あり、
type C 由来の 1 例においては術後 4 か月で

12 代まで培養し、倍加時間は約 48 時間であ
った。(図２) B1 由来の 1例では術後 9か月
で 23 代まで培養し、倍加時間は約 60 時間。
免疫染色では原発巣、培養細胞とも
AE1/AE3(陽性), CD3(弱陽性), CD20(陰性)で
タンパク発現パターンが類似していた。（図
３） 
全 20 例の培養継代数を図 4 に示す。初期の
頃は5代程度で細胞が死滅することが多かっ
たのもの、培養液の選択や FBS 至適濃度を探
求することで徐々に安定した培養が可能に
なった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) マウスでの腫瘍組織形成実験 
ヌードマウス（KSN/Slc）の左側腹部皮下に
胸腺腫細胞株を注入し腫瘍形成能の確認お
よびゼノグラフトモデルの確立を試みる。ま
た、腹腔にも注入し皮下と同様に腫瘍形成能
の評価、臨床上も問題となる播種モデルの確
立を試みる。 
過去の報告では SCID マウス皮下に投与した
場合で胸腺腫では 1x107注入した場合で腫瘍
組織が形成されるまでの期間は100-150日と
報告されおり、本研究でも同等から倍程度の
日数を予測して実験を施行した。 
経過：10 代以上継代できた細胞株 2株を用い
て 2匹ずつ計 4匹のマウスに上記の通り皮下、
腹腔に細胞を注入した。最も長いもので現在
まで 5ヶ月程度（約 150日）経過しているが、
これまで腫瘍の形成は確認できていない。胸
腺腫は臨床においても増大が緩徐であるの
と同様に、in vivo での増殖速度が遅いこと
が考えられ、今後も胸腺腫組織形成について
の検討が必要であると考えられる。 
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