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研究成果の概要（和文）：大腸癌および膵癌の切除材料を用い、初代腫瘍細胞の継代・増幅を試みた。間質混入の少な
い上皮細胞からなるorganoidを分離し、これを不活化したfeeder細胞上に播種・継代する方法をとった。次世代シーケ
ンサを用いて得られた細胞の遺伝子変異プロファイルを調べたところ、遺伝子変異の種類と比率は継代により変化し、
培養細胞が複数のクローンから構成されることが想定された。NOGマウスへの移植により原発巣と同様の組織構築が得
られ、がん微小環境の再現が可能であった。患者初代腫瘍細胞は、特定の培養条件下で継代数を制御することで、がん
個別化医療における癌抗原、薬剤感受性試験に有用なリソースとなる事が示された。

研究成果の概要（英文）：The application of primary cultures preserving intrinsic property of cancers 
holds promise for serving human resources to uncover core pathway guiding novel therapy and to provide 
patient-specific tumor antigens. In the current study, we sought to develop a culture system that can 
allow pancreatic neoplasia at various stages to adapt in vitro microenvironment without losing tumor 
forming capability in vivo. The primary culture by combining tumor oraganoid isolation and conditional 
reprogramming facilitated to rebuild physiological tumor structure by transplanting to immunodeficient 
mice, whereas most commercially available cell lines did not. Sequencing data of the primary culture 
indicated these tumor cells include heterogeneity of the primary tumors, providing useful model to learn 
clonal evolution of the precursors. These studies demonstrate the general utility of a tractable tumor 
culture for human cancer modeling and therapeutic strategy against pancreatic neoplasms.

研究分野：がん

キーワード： 初代培養
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 がんは過去数十年にわたり日本人の死因
第一位を占めており、予防（先制医療）、診
断、治療のすべての面での対策が国民健康上
の大きな課題となっている。がん薬物治療に
おいては特異的な分子、あるいはこれに制御
される細胞内、細胞間の情報伝達系が標的と
されるようになり、この 10 年で生命予後の
飛躍的な改善が達成できた癌腫も多い。しか
しながら、このようなアプローチによっても
克服ができない癌腫も存在し、これら難治が
んに対して新しい発想に根ざした戦略の構
築が求められている。 
 例えば、難治がん克服のひとつのカギとし
て「がん幹細胞理論」が脚光を浴びており、
これらを標的とする新規治療の実現のため、
がん幹細胞特異的な druggable target の探
索が精力的に行われている。一方で、がんは
免疫監視機構をたくみに逃れる仕組みを有
しており、このような「免疫チェックポイン
ト」も薬物療法における重要なターゲットと
されるようになった。がん免疫療法として、
古くより樹状細胞（dendritic cell; DC）を
用いた開発が進められてきた。DC はがん免疫
の司令塔として働くため、これを用いてがん
幹細胞を標的とすることは画期的な抗がん
作用を発揮する可能性を秘める。heat shock 
protein（HSP）は、腫瘍細胞内で多種多様な
抗原ペプチドと結合するため、「腫瘍抗原の
同定が不要」「DC へ容易に取込まれ、腫瘍特
異的細胞傷害性 T 細胞（ Cytotoxic T 
lymphocyte; CTL）の著しい誘導が可能」と
いう利点を有する。我々は、腫瘍細胞由来の
HSP70 や HSP70・DC の併用免疫が、強力な腫
瘍拒絶を導くことを明らかにした（Blood 
2001, Int J Hematol 2006, Cancer Sci 2008）。
がん細胞・組織には患者によって多様性がみ
られるため、このような戦略を実地臨床にお
いて実現するには、個々のがん患者の細胞・
組織を手にすることが個別化医療という観
点から出発点となろう。すなわち、安定した
がん初代培養の系を確立することが求めら
れる。 
 がん研究には、HeLa 細胞を筆頭とする培養
細胞株が長い歴史のなかで重用されてきた。
このような生きた細胞リソースが、がん細胞
の情報伝達系、薬剤感受性や耐性機構の解明
に果たしてきた役割は極めて大きい。最近は、
世界中で樹立された膨大な数の細胞株が、遺
伝子異常の網羅的解析データを背景として、
がん細胞の生物像の全貌に迫ろうとしてい
る。しかし、がんはがん細胞のみならず、様々
な間質細胞によって構成されることも事実
であり、これらががん細胞に付与する特性は
あらたな治療戦略を考える上で無視できな
い存在となっている。我々はこれまでに低酸
素応答を介した代償経路による治療抵抗性
の存在を明らかにし、がん幹細胞を治療標的
とした戦略をたてるうえで「幹細胞性ニッチ」

を念頭に置く必要性を提唱してきた（Nat Med 
2005, Cancer Res 2010）。すなわち、このよ
うながん幹細胞の特性は、微小環境（ニッチ）
において誘導されるため、がん・間質応答が
維持された初代培養系は、がん幹細胞の特性
や免疫療法といういま最も注目されている
新規治療法の理論基盤を得るために欠かせ
ない。 
 iPS 細胞の誘導・培養技術にヒントを得て
開発された conditional reprogramming 法
（Liu X, Am J Pathol 2012）を用いること
で、ウイルスベクターを用いずにヒト腺癌由
来の初代培養腫瘍細胞に「高い幹細胞性（未
分化性）」を維持しながら増殖させることが
可能となっている。この方法に様々な培養条
件の工夫を加えることで、個々のがん患者か
ら個別に「がん幹細胞」腫瘍特異的抗原を得
ることが可能になると期待される。これらを
新規治療法の開発、さらには創薬や基礎研究
のためのリソースとして活用すべく、本研究
課題に取り組んできた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 難治がんに対する新規治療法を開発する
うえで不足している、患者由来の初代培養細
胞という重要なリソースを得ることを第一
の目的とした。「患者個々人のがんの特性」
すなわち、情報伝達系、薬剤感受性や治療抵
抗性という「個性」を維持しうる、初代培養
細胞系の確立を目指した。 
 原発臓器や組織学的な grade（非浸潤性の
腫瘍病変を含む）によって、これまで株化が
困難であった腫瘍も存在し、このことはがん
の進展機構を分子レベルで解明するうえで
のハードルとなってきた。本研究では、難治
がんの代表格である膵癌をモデルとして、そ
の前駆病変のひとつである膵管内乳頭粘液
性腫瘍（intraductal papillary mucinous 
neoplasm：IPMN）の初代培養細胞系の細胞リ
ソースを確立し、そのことで１）発がんルー
トの多様性、２）悪性形質の獲得過程の分子
機構を解析するためのヒトモデルを確立す
ることを第二の目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
 所属機関ならびに海外連携機関（マサチュ
ーセッツ総合病院がん研究センター）の倫理
委員会の承認、ならびに患者本人による文書
での同意取得のもと、大腸癌および膵癌の切
除材料を得た。Liu らの報告に従い、
Conditional Reprogramming 法（以下、CR 法；
Liu X, Am J Pathol 2012）による初代腫瘍
細胞の調製を行ったが、間質細胞の混入を極
力抑えるため井上らの研究チームが考案し
た cancer tissue-originated spheroids 法
（以下、CTOS 法；Kondo J, PNAS 2010）に準



じ、上皮細胞間の細胞接着が維持された
organoid を分離したうえで、これを不活化し
た feeder 細胞上に播種・継代するという 2
段階方式をとった。 
 外科切除後、可及的速やかに採取した組織
片を PBS で洗浄し、5mm 角程度の細片として
抗 生 剤 、 抗 菌 剤 （ 1x 
Penicillin-Streptomyci-Amphotericin B）
を添加した DMEM 培地に入れ冷蔵保存した。
これを 12 時間以内にブレードを用いて 1mm
角以下にミンスし、Liberase DH 酵素液
（Roche; 0.26U）によりスターラー撹拌によ
る hemogenize 処理した（37℃、1時間程度）。
CTOS 法を用いる場合には、100-200 m スト
レイナーで回収した organoid 分画を ES細胞
用培地（StemPro または StemSure 培地）にて
一晩〜1 日浮遊培養することにより tumor 
sphere を得た。これらを再度ストレイナーに
より回収し、On-feeder 培養した。feeder 細
胞として、マウス線維芽細胞（NIH3T3, Swiss 
3T3）のほか、マウス血管内皮細胞（MS-1）、
ヒト線維芽細胞（NB1RGB）を用いた。これら
の細胞を MMC 1 ng/mL にて 8〜12 時間不活化
処理を行ったものを凍結保存し、解凍後の細
胞をゼラチンコート処理した dish に播種し
て 8時間以上培養後 40-50 % confluent の状
態のものを feeder として利用した。
On-feeder 培養に用いる培地は CR 法（原法）
に準じ、適宜修飾を加えた。なお、培養に用
いる腫瘍量が少ない場合には、NOG や NSG な
どの免疫不全マウスへ皮下移植し、腫瘍体積
の増幅を図った後に、上記の方法により初代
培養を開始した。 
 CTOS-CR 法により得られた初期接着細胞は、
コロニーの大きさが 100-200 m 程度に達し
た時点でトリプシン処理し、feeder 細胞上
（もしくは laminin 処理を施した dish）に播
種し、継代培養した。このようにして得られ
た初代細胞の造腫瘍能、ならびに組織片を採
取した原発巣と同様の組織構築が可能かを
確認するために NOG や NOD-SCID などの免疫
不全マウスへ移植した。 
 また初代培養細胞よりゲノムDNAを抽出し、
次世代シーケンサ（Ion Torrent PGM）を用
いて代表的ながん関連遺伝子の変異プロフ
ァイルを得た。 
 
 
４．研究成果 
 
１）初代培養の成功頻度 
 
 はじめに、比較的豊富な初期腫瘍量の得ら
れる大腸癌での予備検証を行った。局所進行
大腸癌症例 6例の検討では、5-10mm 角の腫瘍
からスタートし、１週間以内に全例で 200um
程度のコロニー形成が得られた。このうち、
微生物の混入のため培養継続が困難であっ
た 2例を除外した 4例で、３回以上の継代培
養が可能で、全例で細胞凍結、解凍後の再増

殖が確認できた。feeder 細胞による、初期コ
ロニー形成に差はみられず、それ以後は
NIH3T3 を用いた。 
 次に、膵腫瘍での検討を合計27例行った。
このうち 4例が浸潤性膵管癌（いわゆる通常
型膵癌）で、23例がIPMN症例であった。IPMN25
例中 9例が組織学的に浸潤性病変が確認され、
残りは high-grade dysplasia の範疇までに
留まる病変であった。ただし、培養に用いた
組織片の採取は病理診断の妨げとならない
ことを優先したため、これらが浸潤部に相当
するものか否かの判定は困難であった。 
 膵癌 5例の培養は、全例で初期コロニーの
形成、さらに継代増幅が可能であった。しか
し、P-2 以降の継代により形成されたコロニ
ーの形態はコロニー毎に異なるケースもみ
られ、なかには線維芽細胞と思われる細胞の
増殖が確認された例もあった。このような場
合には、ピペットチップ等を用いて当該コロ
ニーをスクラッチし、線維芽細胞の増殖阻止
を試みた。 
 次に IPMN 症例 25 例について、前半の 14
例は切除材料全てを直接、初代培養とし、後
半の 11 例は腫瘍片を免疫不全マウス（NOG マ
ウス）へ移植し増殖を確認した後の培養とし
た（patient-derived xenograft; PDX）。前
半 14例中 13例で初期コロニーの確認ができ
たが、3 回以上の継代培養、凍結保存が可能
であったのは 3例のみであった。これらはい
ずれも組織学的に high-grade dysplasia あ
るいは浸潤癌が確認された例であった。後半
11例のNOGマウスにおいてPDXの増殖が確認
できたのは 8例で、このうちマウスでの継代
増殖が可能であったのは 7 例であった。PDX
組織片をソースとした細胞培養に成功した
のは 6 例で、これらの原発腫瘍の組織型は 2
例が high-grade dysplasia、4 例が浸潤癌で
あった。 
 
２）得られた初代培養細胞の特性 
 
 IPMN腫瘍片から直接継代培養に成功した3
株、PDX での増殖確認の得られた 6 株を用い
て、NOG マウスにおける造腫瘍能を検証した。
それぞれ 2 株、6 株で腫瘍形成が確認され、
組織学的には、粘液成分の豊富な嚢胞腔が確
認され、IPMN としての特性が保有されている
ことが確認された。PDX から樹立した浸潤癌
症例由来の株は、NOG マウスへの膵同所移植
により肝転移の形成をみた。なお、膵癌組織
から樹立した 5株においては、全例で NOG マ
ウスにおける腫瘍形成が確認され、豊富な間
質増生を伴う通常型膵癌に類似した病理組
織像が確認された。 
 上記膵腫瘍由来株について、遺伝子変異プ
ロファイルの取得を試みた。通常型膵癌では
全例、原発巣と同タイプの KRAS 変異が確認
され、この他にも Tp53 や Smad4 変異などの
遺伝子異常を周到することが確認された。一
方で IPMN では、初代培養の初期クローンに



おいてKRASならびにGNASのふたつのdriver 
mutation に異なるパターンが確認された例
があり、継代に伴いその含有比率が変化した。
これは間質細胞を含めて、異なる腫瘍クロー
ンが培養により選択されていく過程を示す
ものと考えられた。多クローン性発生を特徴
とする IPMN の特性と矛盾しない結果である
が、癌化、あるいは浸潤癌への進展過程にお
いてみられるクローン進化を捉えるために
は、初期クローンの多様性を維持しうる培養
系の確立が必要と考えられる。同時に、初代
細胞系の研究リソース、あるいは樹状細胞ワ
クチンのめたの癌抗原としての利用に際し
て、細胞の長期培養や大量増殖に伴う形質変
化の有無についてのさらなる検証が必要で
ある。 
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