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要約 

癌細胞は正常細胞と異なり、多くの遺伝⼦変異と、正常細胞とは異なる遺伝⼦発

現プロファイルを持っている。患者由来癌細胞を⽤いると、癌細胞と正常細胞の違

いだけではなく、その結果引き起こされる⽣物学的挙動の変化をも検討できる。

我々は 20⼈の患者から癌性胸膜炎胸⽔を採取、胸⽔から患者由来スフェロイドとオ

ルガノイドを確⽴する培養法を確⽴した。スフェロイドの形態は原発巣が局所進展

する際の形態と類似し、遺伝⼦発現プロファイルは局所進展に有利と考えられるも

のであった。オルガノイドの形態は遠隔転移巣が拡⼤する際の形態と類似し、遺伝

⼦発現プロファイルは遠隔転移巣拡⼤に有利と考えられるものであった。例えば、

炎症反応と TGF-βが引き起こす上⽪間葉系転換に関連遺伝⼦の発現は、スフェロイ

ドでは減弱し、オルガノイドでは増強していた。オルガノイドに免疫細胞作⽤させ

るとアポトーシスが引き起こされた。これは、末梢⾎単核細胞から分化した樹状細

胞が、オルガノイドが有する癌抗原を細胞傷害性 T細胞に提⽰していることを⽰し

ていると推測した。これまでの結果に基づき、オルガノイド mRNAを⽤いたワクチ

ンは、癌治療の有⼒な⼿段になることを期待して、オルガノイド mRNAを免疫細胞

に移⼊する実験が進⾏中である。 
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背景 

現在、癌は⽇本⼈死亡原因第⼀位である。そのうち、肺癌は男性の癌死亡第⼀

位、⼥性の第⼆位を占める（国⽴がん研究センターがん情報サービス「がん統

計」）。癌治療の進歩は、公衆衛⽣上⼤きな意味を持っている。 

癌性胸膜炎は癌細胞を含んだ胸⽔が胸腔内に貯留する重篤な合併症である 1–3。⼤

量胸⽔貯留は呼吸・循環機能を損なうため、胸⽔排液治療が必要となる 4。癌性胸膜

炎は、癌細胞が胸⽔で培養されている状態とも⾔える。排液した胸⽔は、癌細胞と

共に、炎症細胞、腫瘍関連線維細胞など腫瘍関連細胞も含んでいる。胸⽔から分離

した癌細胞を⽤いれば、患者体内での癌細胞の分裂、増殖、薬剤応答性、DNA変

異、RNA発現、各種⽣体因⼦に対する反応を検討できる。さらに、排液胸⽔から癌

細胞、免疫細胞、腫瘍随伴細胞を分離し、再混合することで癌細胞と炎症細胞、間

葉系細胞との相互作⽤を検討できる。 

これまで、研究に⽤いられる癌細胞は、主として細胞株だった。細胞株は重要な

実験系だが、⻑期の継代培養中に⽣じた染⾊体変化、遺伝⼦配列変化、遺伝⼦発現

変化を蓄積しており、必ずしも⽣体内の状況を反映していない可能性がある 5,6。胸

⽔中の癌細胞を直接⽤いた場合、数回の分裂を⾏った後でも、新たに⽣じた変化は

細胞株より少なく、患者体内の状態をより正確に反映していると推測できる 7–9。ま

た、胸⽔排液時に患者から末梢⾎を同時採取して各種免疫細胞を誘導分化すれば、

癌細胞と循環免疫細胞との免疫反応を検討することも可能だろう。 
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我々は、以前の研究で、癌細胞のダメージが最⼩限になるよう物理的刺激を極⼒

押さえた癌性胸膜炎胸⽔からの患者由来癌細胞（Patient-derived cancer cells: PDCC、

以下患者癌細胞）分離⼿法を確⽴した 10。しかし、この⼿法を⽤いて分離しても患

者癌細胞は⼀般的な細胞培養液では培養困難であった。⽣体内では、患者癌細胞は

胸膜中⽪や胸壁間質から作⽤を受けている。我々は、本研究で、胸膜・胸壁を模し

た培養系を試みることにし、γ 線で分裂能を喪失させたマウス胎児線維芽細胞を

feeder cellとする培養系 11–13、また、癌細胞をMatrigel matrixに包埋する培養系を試

みることにした 14–16。両培養系は良好に働き、マウス胎児線維芽細胞を feeder cell

とする培養系からは患者細胞由来スフェロイド（Patient cell-derived spheroid: PDS、

以下スフェロイド）、Matrigel matrixを⽤いた培養系からは患者細胞由来オルガノイ

ド（Patient cell-derived spheroid: PDO、以下オルガノイド）を得ることができた。 

本研究では、スフェロイドとオルガノイドの形成に伴う形態変化、RNA発現パタ

ーンの解析を⾏い、両者の⽣体内癌細胞との類似性を検討した。さらに両者を⽤い

て構築可能な癌進展モデルに関して考察した 17。 
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⽅法 

1. 癌性胸膜炎胸⽔ 

我々は、2018 年 4 ⽉から 2020 年 4 ⽉の間に⾃治医科⼤学附属病院呼吸器内科に

⼊院した 20 名の癌性胸膜炎患者から同意を書⾯で取得し、診断、治療のため採取、

排液された胸⽔の⼀部を収集した。本研究は⾃治医科⼤学倫理審査委員会の承認

（遺第 19-037 号）を受けて⾏った。 

 

2. 患者癌細胞の分離 

癌性胸膜炎胸⽔は、癌細胞、炎症細胞、⾎球など含んでいる。癌細胞は、炎症細

胞、⾎球と⽐較して細胞が⼤きく、従って沈降係数が⼤きい。そのため、粘性の⾼

い⽜胎児⾎清 （fetal bovine serum: FBS）上に重層すると速やかに沈降するが、他の

細胞は⻑時間、重層境界近くに留まる。我々は癌性胸膜炎胸⽔を FBS上に重層し、

重⼒に従って沈降する細胞を採取することで、物理的外⼒を加えず癌細胞を分離、

採取した 10。 

 

3. スフェロイド作成 

マウス胎児線維芽細胞を γ 線で照射することで、増殖能が無く、付着能が保たれ

た線維芽細胞を作成できる。培養フラスコに線維芽細胞を付着させ feeder cell layer

とした。その上に、患者癌細胞数：線維芽細胞が 1:100になるよう患者癌細胞を撒
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き、共培養した。共培養⽤培養液は以下のように作成した。Nutrient Mixture F-12 

Ham (F12; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)と Dulbecco’s modified Eagle Medium 

(DMEM; Sigma-Aldrich)を 2:1で混合し、5 %の Fetal Bovine Serum (FBS; Biowest, 

Nuaillé, France)を添加、さらに以下の物質を記載の最終濃度になるよう添加した。

hydrocortisone (Sigma-Aldrich), 0.4 µg/mL; insulin (FUJIFILM, Wako Pure Chemical Co., 

Osaka, Japan), 5 µg/mL; cholera toxin (FUJIFILM), 8.4 ng/mL; recombinant humen 

Epidermal Growth Factor (rH-EGF; SHENANDOAH Biotechnology, Warwick, PA, USA), 

10 ng/mL; Adenine (Sigma-Aldrich), 24 µg/mL; and ROCK Inhibitor Y-27632 

dihydrochloride (Enzo Lifesciences, Farmingdale, NY, USA), 10 µM。増殖した細胞は、

付着細胞剥離剤を使わずにピッぺティングとフラスコを叩くことで剥離、feeder cell

の無い培養フラスコに移し、上記培養液で培養を継続した。 

 

4. オルガノイド作成 

Matrigel matrixは使⽤ 24 時間前に 4 ºCの冷蔵庫に移して溶解した。三次元培養⽤

培養液 Matrix basement media (MBM)は以下のように作成した。DMEM/F12 -

Dulbecco's Modified Eagle Medium：Nutrient Mixture F-12 (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) を 1:1で混合し、以下の物質を記載の最終濃度になるよう添加

した。Gibco basic Fibroblast Growth Factor (bFGF; Thermo Fisher Scientific), 20 ng/mL; 

EGF, 50 ng/mL; Gibco N-2 MAX Supplement (Thermo Fisher Scientific), 1 ×; Gibco B-27 
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Supplement (Thermo Fisher Scientific), 1 ×; ROCK Inhibitor Y-27632 dihydrochloride, 10 

µM; Penicillin-Streptomycin-Amphotericin B Suspension, 1 × (FUJIFILM)。癌細胞を融解

したMatrigel matrixに 107 cells/mLになるよう懸濁し、24 ウェル培養⽤プレートに

撒いた。そして、37ºCにインキュベートしてMatrigel matrixを固化させ、固化ゲル

上に 500 µLのMBMを添加し、培養した。MBMは 4 ⽇ごとに交換した。 

オルガノイド形成後の継代は以下のように⾏った。ゲル溶解剤 Cell recovery 

solution (Corning)をウェルに加え、4ºCに移して１時間保ち、ゲルを溶解した。4ºC

冷却した phosphate buffer saline (PBS)を加えてゲル溶解剤を中和し、1400 rpm、4ºC

で 5分間遠⼼した。ゲルを完全に除去できるまで、PBSを添加し遠⼼する上記ステ

ップを繰り返した。洗浄後のオルガノイドを新しいMatrigel matrixに包埋し、MBM

を添加して培養を継続した。 

 

5. 形態観察 

5.1 PAP染⾊と Giemsa染⾊ 

患者癌細胞、スフェロイド（第 8から 10 継代細胞）、オルガノイド（第 8から

10 継代細胞）を Cytospin 4 (Thermo Fisher Scientific) で 2000 rpm、3分間スピンダウ

ンし、スライドグラスに固定した。固定した細胞を PAP染⾊および Giemsa染⾊

し、観察した。 
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5.2 免疫染⾊ 

スライドグラスに固定した患者癌細胞、スフェロイド（第 8から 10 継代細胞）、

オルガノイド（第 8から 10 継代細胞）を⼀次抗体 anti-thyroid transcription factor 

antibody (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)最終濃度 10 µg/mL、⼆次抗体

goat anti-rabbit IgG using UltraView DAB Universal kit (Roche Diagnostics K.K., Basel, 

Swiss) 最終濃度 2 µg/mLと反応させて染⾊し、Olympus DP74 (Olympus Corporation, 

Tokyo, Japan)で観察した。 

 

5.3 蛍光免疫染⾊ 

患者癌細胞、スフェロイド（第 8から 10 継代細胞）、オルガノイド（第 8から

10 継代細胞）を⼀次抗体 anti-cytokeratin 7 monoclonal antibody (LifeSpan BioSciences, 

Seattle, WA, USA)最終濃度 10 µg/mL、⼆次抗体 alexa FluorTM 488 goat anti-rabbit IgG 

(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific)最終濃度 2 µg/mLと反応させ、細胞核を Hoechst 

33258 (DOJINDO, Kumamoto, Japan)最終濃度 2 µg/mLで染⾊し、Fluoview FV1000 

(FV10-ASW, Olympus)で観察した。 

 

6. 全 RNAの抽出と⼆本鎖 cDNAの合成 

患者癌細胞（2 × 106 cells）、スフェロイド（2 × 106 cells）（第 8から 10 継代細

胞）、オルガノイド （1500 organoids) （第 8から 10 継代細胞）から、TRIzol 

reagents (Life technologies, Carlsbad, CA, USA)を⽤いて全 RNAを抽出した。 
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1 µgの全 RNAを⽤いて、PrimeScriptTM Double Strand cDNA Synthesis Kit 

(TAKARA-Bio, Shiga, Japan)で⼆本鎖 cDNA を合成し、1.8 × AMPure XP (Beckman 

Coulter, Brea, CA, USA)で cDNAを精製した。 

 

7. cDNA libraryの構築 

合成された cDNAは、NEBuffer 2.1 (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA), 1×; 

ATP (New England Biolabs), 1 mM; dNTP (TAKARA-Bio, Shiga, Japan), 1 mM; T4 

polynucleotide kinase (New England Biolabs), 10 units; Taq DNA polymerase (New England 

Biolabs), 5 unitsを混合した反応液を⽤いて 37ºCで 30分、 70 ºCで 20 min反応さ

せ、末端リン酸化、末端平滑化、dA tailingをした。次いで、cDNA 両端にMiseq 

system (Illumina, San Diego, CA, USA)が必要とする butterflyアダプターをライゲーシ

ョンした。アダプターは K-orgDelA: 5'-Phospho-

GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTC-3’ (100 µM)と H-org H-org: 5'-

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT-3' (100 µM)を使⽤した。最終濃度

1 µMのアダプターミックスを作成し、T4 polynucleotide kinase, 10 unitsと T4 DNA 

ligase (New England Biolabs), 400 unitsとともに cDNAに加え、25 ºCで 12 時間反応し

た。cDNAに結合しなかったアダプターは 0.7 × AMPure XPで除去した。この反応

物を K-AMP primer: 5'-GACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT-3', 200 nM; 

H-AMP primer: 5'-ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT-3', 200 nM; 1 × 

PrimeSTAR GXL buffer (TAKARA-Bio); dNTP, 800 nM; PrimeSTAR® GXL DNA 

Polymerase, 0.625 unitsの条件で、98ºCで 5秒 denatureした後、98 ºCで 5秒、68 ºC
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で 30秒を 25 サイクルの PCRで増幅した。300 bp 以上の産物を 0.7 × AMPure XPで

選択、精製した。⽣成産物の塩基配列をMiseqシークエンサーで決定した。カート

リッジはMiSeq reagent kit v3 (Illumina)を⽤いた。 

 

8. RNAシークエンス結果解析 

出⼒された fastqファイルを CLC genomic workbench version 20.0.4 (Qiagen, Venlo, 

Nederland)で解析し、主成分分析 (Principle Component Analysis: PCA図)、heatmap図

と⽕⼭プロット (Volcano 図)を作成した。heatmapと⽕⼭プロットは p < 0.05を有意

⽔準とした。遺伝⼦注釈ファイルは Ensembl 

(https://asia.ensembl.org/info/docs/tools/vep/script/vep_cache.html) からダウンロードし

た。Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)は Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) 

version 4.1.0を⽤いて⾏った。FDR-q value < 25%と p value < 0.05を有意⽔準とし

た。Gene Set Variation Analysis (GSVA)は TPM (Transcription per million)を⽤い、

molecular signature database C2を遺伝⼦注釈データベースとして参照し、Rで解析し

た。図の処理は Adobe Illustrator 2020 (Adobe, San Jose, CA, USA)と R studio 1.4.1106

を使⽤した。統計解析は GraphPad Prism 9 software (GraphPad Software, Inc., San 

Diego, CA, USA)および Rを使⽤して⾏った。 

 

9. 胸⽔上清単核細胞と末梢⾎単核細胞を⽤いた In vitro免疫反応系の構築 

沈降により癌細胞を除いた胸⽔上清（以下胸⽔上清）（n=1）を 250 × g、10分間
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遠⼼分離し、上清を除き、沈殿した単核細胞を収集した。患者末梢⾎ 6 mL

（n=1）、健康ドナー末梢⾎（n=1）6 mLと PBS 6 mLをそれぞれ混合し、末梢⾎希

釈液を作成した。リンパ細胞分離溶液 (nacalai tesque, Japan) 6 mLを回転数 1000 

rpm、1分間で遠⼼した。末梢⾎希釈液をリンパ細胞分離液の上に滴注し、室温 800 

× g、25分で遠⼼分離し、中間の単核細胞層を新しいチューブに採取、PBSと混合

した。この細胞混合液を 250 × g、10分間遠⼼分離し、リンパ細胞分離溶液を完全除

去できるまで、洗浄を繰り返した。その後、上清を除き、沈殿した単核細胞を収集

した。 

得られた単核細胞に AIM-V (Sigma-Aldrich) 培養液を添加し、24 ウェル培養⽤プ

レートで 24 時間の培養後、浮遊した単核細胞を取り出し、新しい 24 ウェル培養⽤

プレートで培養した。付着した単核細胞は現状のまま培養を継続した。 

付着した単核細胞に AIM-V (10%FBS含有)を添加し、以下の物質を記載の最終濃

度になるよう添加した。Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor GM-CSF 

(Invitrogen), 0.1 mg/mL、Interleukin IL-4 (Invitrogen), 0.1 mg/mL。付着した単核細胞は

上記の培養液で 5 ⽇間培養した。その後 AIM-V (10% FBS含有)を添加し、以下の物

質を記載の最終濃度になるよう添加した。IL-4, 0.1 mg/mL、Interferon IFN-α, 

(Invitrogen) 0.1 mg/mL、Tumor Necrosis Factor TNF-α (Invitrogen), 0.1 mg/mL、

Prostaglandin E2 PGE-2, (Invitrogen) 1 mg/mL。付着した単核細胞は上記の培養液で 3

⽇間培養した。その後、⼀次抗体 Polyclonal Rabbit anti‑Human CD86 Antibody 
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(Proteintech, Chicago, IL, USA)最終濃度 10 µg/mL、⼆次抗体 alexa FluorTM 488 goat 

anti-rabbit IgG (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific)最終濃度 2 µg/mLと反応させ、細胞

核を Hoechst 33258 (DOJINDO, Kumamoto, Japan)最終濃度 2 µg/mLで染⾊し、

Fluoview FV1000 (FV10-ASW, Olympus)で観察した。 

浮遊した単核細胞を AIM-Vに IFN-γ (Invitrogen), 1mg/mLを添加した培養液で 1 ⽇

培養した。翌⽇、培養液を除去し、AIM-Vに IFN-γ, 1 mg/mL; Muromonab-CD3 

(OKT-3; Invitrogen), 0.05 ng/μL; IL-2 (Invitrogen), 0.1 mg/mLを添加し、3 ⽇間培養し

た。次いで、AIM-Vに IL-2, (Invitrogen) 0.1 mg/mLを添加、5 ⽇間培養した。その

後、⼀次抗体 Rabbit - Anti Human CD8 antibody (Proteintech, IL, USA)とMouse - anti 

human CD4 antibody (Biogems, CA, USA)最終濃度 10 µg/mL、⼆次抗体 alexa FluorTM 

488 goat anti-rabbit IgG (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific)と Anti-Mouse IgG, Dylight 

594, Amplified Antibody Kit (Vector Laboratories, CA, USA)最終濃度 2 µg/mLと反応さ

せ、細胞核を Hoechst 33258 (DOJINDO, Kumamoto, Japan)最終濃度 2 µg/mLで染⾊

し、Fluoview FV1000 (FV10-ASW, Olympus)で観察した。 

細胞傷害性アッセイに使⽤した免疫細胞培養液には、以下の物質を、記載の最終

濃度になるよう AIM-V に添加した。IL-2, 0.1 mg/mL; IL-5, (Invitrogen) 0.1mg/mL; IL-

7 (Invitrogen), 0.1 mg/mL。浮遊した単核細胞を 400 × g、3分間で遠⼼し上清を除

去、免疫細胞培養液で懸濁した後、付着した単核細胞と共培養し、細胞傷害性アッ

セイを構築した。培養液は 3 ⽇間ごとに半分を取り出し、400 × g、3分間で遠⼼分
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離した。上清は-80℃で保存した。沈澱した細胞は新しい免疫細胞培養液で懸濁し、

元のウェルに戻して継続培養した。その作業を繰り返し、3週間培養した。保存し

た上清について、３つのウェルを使⽤し、IFN-γの産出量を IFN-γ cockatiel ELISA kit 

(Invitrogen) を⽤いて Biotek Epoch 2 multiplate readerで検出した。 

 

10. オルガノイドと免疫反応細胞の共培養 

オルガノイド：免疫反応細胞が 1:10になるよう 24 ウェル培養⽤プレートで共培

養した。⼀種類のオルガノイド培養液 MBM：免疫細胞培養液が 1:1になるよう共培

養液を作り、上記の培養系に添加した。共培養した細胞に、抗 PD-1抗体 Nivolumab

を 60 μg/mL（治療薬として投与した際に期待される⾎中薬物濃度）添加した 18。細

胞核を染⾊する CellLightTM Nucleus-RFP BacMam 2.0 (Thermo Fisher Scientific)とカス

パーゼを染⾊する CellEvent™ Caspase-3/7 Green Detection Reagent (Invitrogen)を共培

養液に加え、24 時間ごとに蛍光顕微鏡でオルガノイドのアポトーシスを観察し、結

果を撮影した。蛍光写真を⽤いて、ImageJ 1.53Kを⽤いて (Wayne Rasband and 

contributors, National Institutes of Health, USA) RFPと Caspase-3/7の蛍光ピクセルを

横、縦から計算した。RFPと Caspase-3/7のピクセル割合を換算した結果をアポトー

シス係数と定義した。RFP/Caspase-3/7 > = 1の場合、オルガノイドはアポトーシスを

惹起せず、RFP / Caspase-3/7 < 1の場合、オルガノイドはアポトーシスを惹起したと

解釈した。オルガノイドを添加した 120 時間のアポトーシス係数について、統計学
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的有意差を解析するために Rを⽤いて student t検定を実施した。 

 

11. 全⻑ cDNAを含有する plasmidの構築 

11.1 全⻑ cDNAの合成 

 RNA抽出キット（Zymo research, CA, USA）を⽤い、腫瘍オルガノイドから全

RNAを抽出し、全量 20 μLに調製した。抽出した RNAから TELOPRIME Full-length 

cDNA amplification kit v2（Lexogen, Vienna, Austria）を⽤いて全⻑ cDNAを合成し

た。全⻑ cDNAの合成は OligodT primer mv-T7-Forward: 5’-

AGTACTTAATACGACTCACTATAGGGTGGATTGATATCTAATACGACTCACTATA

G-3’ (100 µM) と OligodT primer mv-Reverse: 5’-

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

TTTTTTTTTCTCAGGCGTTTTTTTTTTTTTTTTTT-3’ (100 µM) を使⽤し、最終濃度

10 µMのプライマーミックスを作成した。1× PrimeSTAR GXL buffer、10nM dNTP、

PrimeSTAR GXL DNA Polymerase 1.25 Unit を加え、98℃で 18秒 denatureした後、

98℃で 18秒、50℃で 45秒、68℃で 300秒の PCR 1 サイクル、98℃で 18秒、68℃

で 300の PCR 25 サイクル、25℃で 60秒の PCRで増幅した。 

11.2 全⻑ cDNA plasmid libraryの構築 

Ampicillin耐性で、真核細胞で緑⾊蛍光タンパク質を発現するプラスミド pEGFP-
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F Ampを使⽤した。cDNA挿⼊部位の両側に作成したベクタープライマーは pEGFP-

v-Forward: 5’ GAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGC-3’ (100 µM) と pEGFP-v-Reverse: 

5’-TTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGC-3’ (100 µM) を使⽤した。最終濃度 10µMのプ

ライマーミックスを作成し、10 ngのプラスミド DNAに 1×KOD one master mix 

(TOYOBO, Osaka, Japan)を添加、98℃で 10秒、55℃で 10秒、68℃で 30秒の 30 サ

イクルの PCRで増幅し、vector DNAを作成した。全⻑ cDNAを pEGFP-adjc-

Forward: 5’- 

GCCGGATCAAGAGCTACCAACTCAGTACTTAATACGACTCACTATAGGGTGGATT

GATATCTAAT - 3’ (100 µM) と pEGFP-adjc-Reverse: 5’- 

GCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAACGGCTCAGGCGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTA

TTTCTAGA – 3’ (100 µM) で増幅し、両側に vector DNAと同⼀の配列を添加した。

まず最終濃度 10 µMのプライマーミックスを作成し、10 ngの全⻑ cDNAに 1 × 

KOD one master mixを添加し、98 ℃で 10秒、55 ℃で 10秒、68 ℃で 120秒の 30 サ

イクルの PCRで増幅させ、vector DNAの⼀部配列を両端に持つ insert DNAを作成

した。Vector DNAと⼆倍量の insert DNAを混合し、1 × Gibson assembly master mix

を加え、50℃で 1 時間反応させ、全⻑ cDNA plasmidを構築した。300 bp 以上の産物

を 0.7 × AMPure XPで選択，精製した。 

 

11. ⼤腸菌の形質転換 
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 NEB 10-beta Electrocompetent E. coli (C3020, New England BioLabs, MA, USA) に 10 

ngの全⻑ cDNA plasmidをエレクトロポレーションを⽤いて導⼊した。  

 

12. 全⻑ cDNAプラスミドの抽出 

培養した細菌懸濁液を 11000 × g、1分間で遠⼼した。細胞ペレットから、

FavorPrep Plasmid Extraction Mini Kit (Favorgen Biotech Corporation, Taiwan)を⽤いて

plasmidを抽出した。Plasmidは Nanodrop (Thermo Fisher Scientific)を⽤いて吸光度と

濃度を測定した。 

 

13. トランスフェクション 

3T3-J2マウス胎児線維芽細胞を、105 cells/mLになるよう、24 ウェル培養⽤プート

に撒いた。全⻑ cDNA plasmidを Lipofectamine 3000 (SigmaAldrich)を⽤いて 70 – 90%

コンフルーエントになった細胞に添加し、トランスフェクションした。48 時間後、

蛍光顕微鏡で導⼊した緑⾊蛍光タンパクを観察し、結果を撮影した。 
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結果 

1. 患者情報 

本研究の患者情報を表 1に⽰す。全検体 20⼈のうち、スフェロイドが形成された

のは 3⼈の患者由来癌細胞であり、オルガノイドが形成されたのは 5⼈の患者由来

癌細胞であった。12⼈の患者由来の癌細胞についてはスフェロイドとオルガノイド

のどちらも形成できなかった。 

 

患者 ID 性別 年齢 病理型 TNM型* 

スフェロイド・オル

ガノイドのうち作成

に成功したもの 

IDEN202001 男 55 ⼩細胞肺癌 T4N3M1a スフェロイド 

IDEN202002 ⼥ 55 肺腺癌 T1bN3M1a スフェロイド 

IDEN202003 男 72 肺腺癌 T2aN2M1a オルガノイド 

IDEN202004 ⼥ 55 肺腺癌 T2bN3M1c オルガノイド 

IDEN202005 ⼥ 64 肺腺癌 T2bN2M1a オルガノイド 

IDEN202006 ⼥ 79 肺腺癌 T3N3M1c オルガノイド 

IDEN202007 ⼥ 64 肺腺癌 T4N3M1c オルガノイド 

IDEN202008 男 81 ⼩細胞肺癌 T4N3M1a スフェロイド 

表 1 

*TNM 分類は UICC８版に基づき記載した 

$三種類の培養液: (1) RPMI-1640+10% FBS、(2) 胸⽔上清、(3) 1:1 (1)と(2)の混合液。 
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2. 細胞培養 

2.1 ⼀般的な培養法 

 我々は、以前の研究で、（1）10%FBSを含んだ RPMI-1640（10% FBS含有）、

（2）胸⽔上清、（3）両者の 1：１混合液を⽤いて患者癌細胞の培養を試みた。い

ずれの培養液でも癌細胞は増殖しなかった（図 1）。 

 

図 1 患者癌細胞を⼀般の培養液 (RPMI-1640、10% FBS 含有)、胸⽔上清、両者の 1：１混合

液で培養した結果。どの培養液でも癌細胞の増殖は認められなかった。0D: Day 0. 7D: Day 7. 

14D: Day 14. ns: not significant．  

 

⼀般の細胞培養液だけでなく、患者体内の培養液である胸⽔上清でも培養不能だ

ったことは、癌性胸膜炎胸⽔に含まれる既存の栄養素、成⻑因⼦だけでは癌細胞の
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増殖に不⼗分なことを⽰している。体内環境と今回の培養環境を⽐較考察した。癌

性胸膜炎癌細胞は胸膜、胸壁間質細胞と相互作⽤している。この相互作⽤が⽋落し

たため、培養が成功しなかったと推定した。癌細胞と他細胞との相互作⽤として⾜

場依存性増殖（anchorage dependent growth）が有名である。何らかの⾜場を提供する

培養系は、胸膜、胸壁間質細胞の代替になると考えた。 

 

2.1 Feeder cellを⽤いた共培養 

まず、癌細胞と feeder cellとの共培養を試みた。Feeder cell上に撒いた癌細胞は増

殖を開始した。その後 feeder cell 無しの培養環境に移しても増殖し、スフェロイド

を形成した（図 2A）。Feeder cellとの接触により、癌細胞が増殖能を獲得したこ

と、またその増殖能が feeder cell⾮依存的増殖能だったことは癌細胞が何らかの初

期化（reprogramming）を受けたことを⽰唆している。どのような初期化を受けたか

推測するため、患者癌細胞とスフェロイドの形態を⽐較した。Giemsa染⾊では

（n=3）、患者癌細胞、スフェロイド両者に細胞質の空胞、多核、明確な核⼩体が認

められた（図 2B）。免疫蛍光染⾊では、スフェロイドに細胞核の崩壊像が認められ

た。これらの所⾒はスフェロイドが患者癌細胞より悪性度の⾼い形質を有すること

を⽰している（図 2C）。免疫染⾊では（n=1）、肺腺癌の患者癌細胞は腺癌マーカ

ーである TTF-1陽性だったが、肺腺癌スフェロイドは陰性だった。これは、患者癌

細胞がより未分化、低分化な形質を有することを⽰唆している（図 2D）。 
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図 2 スフェロイドの形成と形態変化。IDEN202002 のデータを代表的なデータとして⽰し

た。（A）位相差顕微鏡像。(i) 癌細胞を feeder cell 除いて培養した培養 1 ⽇⽬。（ii）第 1 継代 10

⽇⽬。（iii）第 15 継代 10 ⽇⽬。（iv）第 30 継代 10 ⽇⽬。継代に伴い、癌細胞は悪性度の⾼い形

質を⽰すようになった。スケールバーは 200 μm を⽰す。（B）Giemsa 染⾊の結果。スケールバ

ーは 50 μm を⽰した。（C）免疫蛍光の結果。上⽪細胞マーカーCytokeratin 7 (CK7)は細胞膜を染

⾊し、Hoechst 33258 は細胞核を染⾊する。（D）免疫染⾊結果。腺癌細胞マーカーTTF-1 は細胞

質を染⾊する。スケールバーは 50 μm を⽰す。⽮印はスフェロイドを⽰す。 

 

2.2 Matrigel matrixを⽤いた三次元培養 

患者癌細胞をMatrix matrigelに包埋した三次元培養では、癌細胞はMatrix matrigel

の中で増殖、直径 200 μmを超える細胞塊に成⻑し、オルガノイドの基準を満たした

（図 3A）エラー! 参照元が⾒つかりません。。作成された全てのオルガノイドと患者癌細胞を⽐

較した結果（n=5）、免疫蛍光染⾊では、内部構造が⾒られ、細胞核の⼤⼩不整は認

めなかった（図 3B）。免疫染⾊では TTF-1陽性だった。すなわち、患者癌細胞と⽐

較し、オルガノイドはより分化した形態を⽰した（図 3C）。 



自治医科大学大学院医学研科 

 25 

 

図 3 オルガノイドの形成と形態変化。IDEN202006 のデータを代表的なデータとして⽰し

た。（A）位相差顕微鏡像。 (i) 患者癌細胞を matrix Matrigel に包埋した直後（第 0 継代 0 ⽇
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⽬）。（ii）第 0 継代 10 ⽇⽬。（iii）第 0 継代 20 ⽇⽬。（iv）第 5 継代 20 ⽇⽬。（v）第 10 継代 20

⽇⽬。(vi) 第 15 継代 20 ⽇⽬。スケールバーは 200 μm を⽰す。（B）免疫蛍光染⾊結果。上⽪

細胞マーカーCytokeratin 7 (CK7)は細胞膜を染⾊し、Hoechst 33258 は細胞核を染⾊した。（C）免

疫染⾊結果。腺癌細胞マーカーTTF-1 は細胞質を染⾊した。スケールバーは 50 μm を⽰す。 

 

興味深いことに、スフェロイドを形成した患者癌細胞はオルガノイドを形成せ

ず、オルガノイドを形成した患者癌細胞はスフェロイドを形成しなかった（表

1）。すなわち、スフェロイドの形成とオルガノイドの形成は排他的な関係があるこ

とを⽰唆している。 

 

3. トランスクリプトミクス解析 

 患者癌細胞、スフェロイド、オルガノイドが⽰す形質は、それぞれが発現してい

る mRNAの種類、発現量で決定されていると考えられる。我々は、患者癌細胞、ス

フェロイド、オルガノイドの mRNA発現プロファイルを⽐較検討するため、RNA-

sequencingを⾏った。⼀サンプルあたり平均 163877 リードが取得できた。in silico

解析は以下の通りに⾏った。（I）主成分分析を⽤いて、患者癌細胞とスフェロイ

ド、患者癌細胞とオルガノイドの相違を概略評価した。（II）遺伝⼦発現量の相違

を数値化、視覚化することによって検討した。（III）GSEAと GSVAを⽤いて、ス

フェロイドとオルガノイドに関与している⽣物学的過程、シグナル伝達経路を解析
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した。 

 

3.1 主成分分析 

 主成分分析は、遺伝⼦発現の概略を三次元に縮約し、遺伝⼦発現の⼤まかな⽅向

性を⽐較する解析⼿法である。我々は、主成分分析により、患者癌細胞とスフェロ

イド、患者癌細胞とオルガノイドの遺伝⼦発現を⽐較した。患者癌細胞とスフェロ

イドとの距離は離れていたが（図 4A）、患者癌細胞とオルガノイドはより近かった

（図 4B）。これは、患者癌細胞からスフェロイドが形成された際の変化が、患者癌

細胞からオルガノイドを形成された際の変化より⼤きいことを⽰唆している。すな

わち、スフェロイド形成の初期段階で feeder cellを⽤いた時に、癌細胞が何らかの

初期化を受けたのではないかという我々の推測と⼀致する所⾒であった。⼀⽅、オ

ルガノイド形成時の変化はより緩やかであり、オルガノイドの遺伝⼦発現パターン

は元の患者癌細胞の遺伝⼦発現パターンにより近いと考えられた。 
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図 4 主成分分析結果。対数変換した transcription per million (TPM)を⽤いて解析した。⼀つの

点は⼀つのサンプルの RNA sequence 結果を⽰した。患者癌細胞とスフェロイド、患者癌細胞と

オルガノイドの結果をペアで⽰した。 

 

3.2 患者癌細胞、スフェロイド、オルガノイドの遺伝⼦発現量解析 

患者癌細胞とスフェロイド、患者癌細胞とオルガノイドの⼆群の遺伝⼦発現量を

⽐較した。遺伝⼦発現量を視覚化するため、Heatmapを⽤いて遺伝⼦発現量の変化

を⾊彩の濃淡で⽰し、⽕⼭プロットを⽤いて遺伝⼦の発現⽐と統計的有意性（p

値）を⼆次元に展開して⽰した。これらのアプローチを⽤いてスフェロイドとオル

ガノイドで発現が変化した遺伝⼦、関与している⽣物学的機能を検討した。 

 

3.2.1 スフェロイドとオルガノイドに共通して⾼発現する遺伝⼦ 

患者癌細胞と⽐較し、スフェロイドとオルガノイドで共通して⾼発現した遺伝⼦

を検討した。そのような遺伝⼦は SCGB3A1のみであった。SCGB3A1は気管⽀上⽪

細胞のマーカーである。すなわち、患者癌細胞は、スフェロイドとオルガノイドの

形成に従い、より強く気管⽀上⽪の形質を⽰すようになる 19,20。患者癌細胞は胸⽔

中に浮遊しているが、スフェロイドとオルガノイドは細胞集塊であり、構造を有し

ている。そのため、気管⽀上⽪の形質を強く⽰すのかもしれない。 
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3.2.2 スフェロイドとオルガノイドに共通して低発現する遺伝⼦ 

患者癌細胞と⽐較し、スフェロイドとオルガノイドに共通して低発現した遺伝⼦は

13個あったが、その中には補体系に属する遺伝⼦が３つ含まれていた（図 5）。そ

れらの遺伝⼦、C1QA、C1QBと C1QCはいずれも免疫反応を弱めることが知られて

いる。補体系遺伝⼦の低発現は、腫瘍細胞の増殖、進展に有利な周辺環境形成に利

すると考えられる 21。 

 

図 5 Heatmap の結果。患者癌細胞と⽐較した遺伝⼦発現量変化を異なった⾊で⽰す。⾚⾊は

⾼発現した遺伝⼦を表し、⻘⾊は低発現した遺伝⼦を表している。患者番号は下に表記してい

る。補体関連３分⼦の位置を⽮印で⽰す。 
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3.2.3 スフェロイドのみに⾼発現、低発現する遺伝⼦ 

スフェロイドのみに有意に⾼発現している遺伝⼦は 7個あった。この中で、mucin 

5B (MUC5B)と mucin 5AC (MUC5AC)に着⽬した（図 6A）。この⼆つの遺伝⼦は細

胞外基質の形成を促進することで、腫瘍細胞の増殖を促進することが知られている

22,23。 

スフェロイドで有意に低発現した遺伝⼦は 96個あったが、この中で、STAB1と

CD14に着⽬した（図 6A）。STAB1は scavenger 受容体であり、腫瘍の成⻑を促進

し、転移を抑制する 24。CD14は toll-like 受容体の共通受容体であり、MyD88、TRIF

などのシグナル伝達経路を活性化し、腫瘍の増殖を促進する 25,26。スフェロイドで

発現が変化した遺伝⼦は、免疫系を含む細胞外環境がスフェロイドの増殖に対して

重要であることを⽰唆している。 

 

3.2.4 オルガノイドのみに⾼発現、低発現する遺伝⼦ 

オルガノイドでの遺伝⼦発現はスフェロイドと異なっていた。有意に⾼発現した

遺伝⼦は 49個あったが、この中で、EIF3CLと SFTPA1に着⽬した（図 6B）。

EIF3CLは真核細胞転写開始因⼦として、腫瘍の転移を促進する 27。SFTPA1は肺胞

表⾯活性物質の重要な構成成分であり、肺胞と気腔の界⾯を維持している 28。 

有意に低発現していた遺伝⼦は 10個あったが、この中で、MAZとMMP７に着⽬

した。MAZは myc関連 zinc finger タンパクとして、腫瘍の⾎管新⽣を促進する 29。
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MMP7は matrix metalloproteinaseの⼀種であり、細胞外基質の分解を調節する 30,31。

オルガノイドで発現が変化した遺伝⼦は、腫瘍構造を維持するタンパク、⽣物学的

過程を含んだ細胞外環境が、オルガノイドの増殖に対して重要であることを⽰唆し

ている。 
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図 6 ⽕⼭プロットの結果。（A）スフェロイドと患者癌細胞を⽐較して発現量が変化した遺

伝⼦。（B）オルガノイドと患者癌細胞を⽐較して発現量が変化した遺伝⼦。⾚⾊ドットはスフ

ェロイド、オルガノイドで発現量が増加した遺伝⼦を⽰す（log2 fold change>1, p value<0.05）。



自治医科大学大学院医学研科 

 34 

⻘⾊ドットはスフェロイド、オルガノイドで発現量が低下した遺伝⼦を⽰す（log2 fold change<-

1, p value<0.05）。 

 

3.3 遺伝⼦セット濃縮分析 Gene set enrichment analysis (GSEA) 

遺伝⼦発現量が変化すると細胞機能が変化する。しかし、複数の遺伝⼦の発現量

が同時に変化するため、個々の遺伝⼦発現変化を調べるだけでは、どの機能が変化

したか推定しにくいことがある。このため、関連した機能を有する複数の遺伝⼦を

セットとし、遺伝⼦セットの発現変化を検討する⼿法が開発された。これが GSEA

である。GSEAを使⽤すれば、関連機能を有する遺伝⼦セットごとに解析できる。

GSEAを⽤いてスフェロイドとオルガノイドを患者癌細胞と⽐較し、特定の細胞機

能が増強、減弱するか検索した。 

スフェロイドでは増強した細胞機能は認められなかったが、減弱した細胞機能と

して炎症反応が検出された（図 7A）。炎症反応は癌と癌間質で活性化されているシ

グナル伝達経路と⽣物学的反応過程を含んでいる 32。GSEAの結果から⽰された炎

症反応の減弱は、免疫反応が弱まることを意味し、腫瘍が局所的に進展するための

有利な変化であることを⽰唆している。スフェロイドは、胸膜に浸潤した癌細胞が

免疫反応の低下した胸膜表⾯で増殖、進展する現象を模した癌モデルであると考え

られる。 

 ⼀⽅、オルガノイドではスフェロイドと逆に、減弱した細胞機能を発⾒できなか
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ったが、増強した細胞機能を 10個発⾒した。増強した細胞機能のうち⾎管新⽣

（Angiogenesis）と上⽪間葉系転換（Epithelial mesenchymal transition: EMT）⼆つに

着⽬した。⾎管新⽣は腫瘍に栄養成分を提供し、腫瘍の成⻑を⽀え、腫瘍の転移ル

ートを提供する 33。EMTは腫瘍発⽣に関与するだけでなく、EMTが増強された癌

細胞はアポトーシスに抵抗し、さらに移動能と浸潤能が増強された結果、転移能が

増強される 34。これは、遠隔転移に有利な変化である。オルガノイドは、浸潤、転

移する現象を模した癌モデルであると考えられる。 

  最後に、スフェロイドとオルガノイドを⽐較した結果、変化した 11個の細胞機

能を検出した。スフェロイドで減弱していた炎症反応はオルガノイドで増強、オル

ガノイドで増強していた上⽪間葉系転換はスフェロイドで減弱していた（図 7C）。

これは、スフェロイドとオルガノイドでは細胞機能に違いがあることを⽰してい

る。⽣体内でも、癌はその進展場所によって異なる挙動を⽰す。スフェロイドとオ

ルガノイドはこのような異なる挙動を⽰す癌のモデルになる可能性がある。我々

は、シグナル伝達経路を中⼼に細胞機能を調べることとした。 
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図 7 TPM に基づいた計算した GSEA 結果。(A) スフェロイドと患者癌細胞の⽐較。（B）オ

ルガノイドと患者癌細胞の⽐較。（C）スフェロイドとオルガノイドの⽐較。緑⾊の曲線は濃縮

された遺伝⼦セットを⽰す。底部のバーは遺伝⼦を⽰す。左側の⾚⾊は増強した遺伝⼦を⽰

す。右側の⻘⾊は減弱した遺伝⼦を⽰す。縦型の⿊い線は関連遺伝⼦セットの位置を⽰す。右

側の Heatmap はこの⽣物機能に関与している関連遺伝⼦セットを⽰す。 

 

3.4 遺伝⼦セット変動分析 Gene Set Variation analysis (GSVA) 

GSVAは GSEAでのシグナル伝達経路の変化を、教師なし学習⽅式で評価する⼿

法である 35。GSVAを⽤いてシグナル伝達経路変化を検索した。患者癌細胞と⽐較

し、スフェロイドでは transforming growth factor beta (TGF-β)により引き起こされた

上⽪間葉系転換の促進が抑えられる（図 8A）。すなわち、スフェロイドは、上⽪間

葉系転換の⽣物学的過程を抑制することを⽰唆している。患者癌細胞と⽐較し、オ

ルガノイドでは TGF-βにより引き起こされた上⽪間葉系転換の抑制がさらに促され

る（図 8B）。すなわち、オルガノイドは上⽪間葉系転換の⽣物学的過程を促進する

ことを⽰唆している。同様にスフェロイドとオルガノイドを⽐較した結果において

もオルガノイドで TGF-βにより引き起こされた上⽪間葉系転換が増強されていた

（図 8C）。これは GSEAの結果を⽀持するものである。スフェロイドは胸膜表⾯で

進展する癌モデルになり、オルガノイドは遠隔臓器で増殖する癌モデルになるので

はないかという我々の考えと⽭盾しないものであった 36。 
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図 8 GSVA の結果。(A) スフェロイドと患者癌細胞の⽐較。(B) オルガノイドと患者癌細胞

の⽐較。(C) スフェロイドとオルガノイドの⽐較。GSVA は MSigDB C2 を参照した。各列は⼀

つのサンプルに対応する。活性が増強したシグナル伝達経路は⾚⾊で、活性が減弱したシグナ

ル伝達経路は⻘⾊で⽰す。 

 

4. In vitro細胞傷害性アッセイ 

細胞傷害性アッセイ(Cytotoxic Killing Assay: CTL killing assay)は、腫瘍免疫を評価

する⼀⼿法である。免疫細胞を添加した環境下で、癌細胞の挙動を観察した。トラ

ンスクリプトミクス解析の結果、免疫反応がスフェロイドでは減弱し、オルガノイ

ドでは増強したことが予想されることから、免疫応答を惹起しやすいオルガノイド

を使⽤し、細胞傷害性アッセイを⾏った。 

免疫細胞を作成するため、同⼀患者由来末梢⾎単核細胞と健康ドナー由来末梢⾎

単核細胞、胸⽔上清から採取した胸⽔単核細胞を樹状細胞と細胞傷害性 T細胞に誘

導分化した。 

免疫蛍光染⾊を⽤いて誘導分化した細胞の種類を確認した。CD86は付着単核細

胞を染⾊することから、染⾊された細胞は成熟樹状細胞であり、抗原提⽰機能を保

有すると推測した（図 9A）。CD4と CD8は浮遊単核細胞を染⾊することから、染

⾊された細胞は細胞傷害性 T細胞であり、他細胞を攻撃する機能を保有すると推測

した（図 9B）。 
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細胞傷害性アッセイの機能評価として IFN-γの産出量を測定した。健康ドナー由

来末梢⾎単核細胞では IFN-γの産出が持続したが、胸⽔上清由来単核細胞では IFN-γ

の産出が減少した（図 9C）。胸⽔単核細胞は、末梢⾎単核細胞と異なり、炎症因

⼦、ケモカインへの反応性が減弱している可能性があると考えた 37。 

 患者末梢⾎と健康ドナー末梢⾎の両者が単核細胞から樹状細胞あるいは細胞傷害

性 T細胞に分化し、健康ドナー末梢⾎単核細胞で IFN-γの産出量は持続しているこ

とは、末梢⾎単核細胞を使⽤することでより鋭敏に細胞傷害性が検討できると考え

られた。 
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図 9 In vitro 細胞傷害性アッセイ。 (A) 免疫蛍光染⾊結果。成熟樹状細胞マーカーCD86 は
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細胞表⾯を染⾊し、Hoechst 33258 は細胞核を染⾊する。(B) 免疫蛍光染⾊結果。細胞傷害性 T

細胞マーカーCD8、CD4 は細胞表⾯を染⾊し、Hoechst 33258 は細胞核を染⾊する。スケールバ

ーは 200 μm を⽰している。(C) ELISA を⽤いて患者胸⽔上清と健康ドナー末梢⾎単核細胞から

誘導分化した樹状細胞と細胞傷害性 T 細胞を共培養した後の IFN-γ 産出量（平均±標準偏差）

の検出結果。 

 

5. 細胞傷害性アッセイにおけるオルガノイドのアポトーシス評価 

細胞傷害性アッセイにおいてオルガノイドのアポトーシスが引き起こされたこと

を確認するため、患者胸⽔上清（Autologous MPE CTL）、患者末梢⾎（Autologous 

CTL）、健康ドナー末梢⾎（Donor CTL）の三種の単核細胞から誘導分化した樹状細

胞と細胞傷害性 T細胞を⽤いて、オルガノイドとそれぞれ共培養した。さらに、免

疫阻害剤 nivolumab（抗 PD-1抗体）を添加し、細胞傷害効果を検討した。 

オルガノイド単体では培養 96 時間から caspase3/7の染⾊において緑⾊の蛍光強度

が強くなり、アポトーシスが認められた（図 10A）。樹状細胞と細胞傷害性 T細胞

とオルガノイドを共培養した結果では、オルガノイドはいずれも 24 時間からアポト

ーシス傾向が認められた（図 10B -10G）
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図 10  細胞傷害性アッセイの評価。（A）-（G）20倍蛍光顕微鏡で観察した 24時間毎の写

真。RFP はオルガノイドの細胞核を⽰し、Caspase-3/7 は細胞アポトーシス中に活性化されたカ

スパーゼ-3/7 を⽰す。スケールは 200 μm を⽰す。 

我々は各細胞傷害性アッセイのアポトーシス係数を⽐較した（図 11A）。培養

120 時間のアポトーシス係数には差があり、患者末梢⾎細胞傷害性アッセイと

nivolumabを添加した健康ドナー末梢⾎細胞傷害性アッセイ（Donor CTL）におい

て、アポトーシスが最も誘発された（図 11B）。樹状細胞が腫瘍関連抗原を認識す

ると、細胞傷害性 T細胞が働き、オルガノイドのアポトーシスが促進されると⽰唆

し、オルガノイドは腫瘍関連抗原を保有していると考えた 38,39。 
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図 11 アポトーシス係数を比較した結果。（A）RFP と Caspase-3/7 のピクセルの割合を 24時

間ごとに換算した結果の⽐較である。（B）120時間のオルガノイドアポトーシス係数（平均±標

準偏差）を⽐較した結果。* P<0.05。 ns: not significant。 
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6. オルガノイド全⻑ cDNAを⽤いた mRNAワクチンの作成と細胞への投与 

オルガノイド mRNAによる mRNAワクチンの可能性を in vitroで検討した。オル

ガノイド mRNAを異なる⻑鎖の cDNA 断⽚に合成し、Gibson assemblyを⽤いて緑

⾊蛍光を含有するプラスミドライブラリーを構築した（図 12）。 

 

図 12 オルガノイド全⻑ cDNA を含有するプラスミドライブラリー構築の概念図。 

 

これらのプラスミドを HEK293と 3T3 – J2細胞にトランスファクションし、蛍光

顕微鏡を⽤いて観察した。48 時間後、⼤量のオルガノイド mRNAが HEK293細胞

内にトランスフェクトされ、HEK293 内に移⼊できることを明確した（図 13A – 

13B）。微量のオルガノイド mRNAが 3T3-J2細胞内にトランファクトされ、96 時

間まで緑⾊蛍光持続的に観察で、3T3-J2細胞内にオルガノイド mRNAが発現されて

いると考えた（図 13C – 13H）。オルガノイド mRNAを他細胞に導⼊することで腫
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瘍関連抗原を免疫系に認識させることが可能かもしれない。 
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図 13 オルガノイド全⻑ cDNA を HEK-293 と 3T3 – J2 にトランスフェクトした結果。(A – B) 

HEK-293 にトランスフェクト 48時間後の結果。(A) 20倍位相差顕微鏡像、(B) 20倍蛍光顕微鏡

像、スケールバーは 100 μm を⽰す。(C – F) 3T3 – J2 にトランスフェクトされた 48時間後の結

果。(C) 40倍位相差顕微鏡像、(D) 40倍蛍光顕微鏡像、スケールバーは 200 μm を⽰す。(E) 20

倍位相差顕微鏡像、(F) 20倍蛍光顕微鏡像、スケールバーは 100 μm を⽰す。(G – H) 3T3 – J2 に

トランスフェクトされた 96時間後の結果。(G) 20倍位相差顕微鏡像、(H) 20倍蛍光顕微鏡像、

スケールバーは 100 μm を⽰す。⽮印はトランスフェクトされたオルガノイド全⻑ cDNA を細胞

内の位置を⽰す。  
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考察 

近年、患者癌細胞を直接⽤いた癌研究が⾏われるようになってきた 40。患者癌細

胞は、⽣体内の状況をより近い状態で観察でき、癌に共通の変化だけでなく、個々

の癌の異なる性質を検討できる優れた⽣体材料である 41。我々は癌性胸膜炎胸⽔を

収集、胸⽔癌細胞を単離し、共培養法と三次元培養法を⽤いた体外培養法を確⽴し

た。Feeder cellは胸膜・胸壁の機能を模倣し、癌細胞に⾜場を提供すると考えられ

42、Matrigel matrixは、癌細胞に細胞外基質を提供すると考えられる 43,44。これらを

⽤いた培養を試みた結果、スフェロイドとオルガノイドが作成できた。スフェロイ

ドは⽣体内で未分化や低分化の癌形質が⾒られる癌進展のモデルとして機能する可

能性があり、オルガノイドは⽣体内で内部構造を形成しながら癌を進展する形質が

⾒られる癌進展のモデルとして機能する可能性がある 45。スフェロイドとオルガノ

イドはいずれも肺癌の進展、増悪、転移を ex vivoで検討するためのモデルになると

考えられる。 

作成したスフェロイドとオルガノイドを⽤いて RNA-sequencingを⾏い、患者癌細

胞、スフェロイド、オルガノイドにおける遺伝⼦発現、シグナル伝達経路、関与す

る⽣物学的反応過程の相違を検討した。スフェロイドとオルガノイドに共通して認

められた変化は細胞外基質に関与していた。細胞外基質に対する反応性は、癌細胞

の局所増殖、栄養⾎管の形成、転移に密接に関連する 46–48。細胞集団を形成するた

めには、細胞外基質との適切な反応が必要と考えられた。 
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発現が変化した遺伝⼦について検討した結果、スフェロイドでは炎症反応と上⽪

間葉系転換が減弱していたが、オルガノイドでは両者とも増強していた。これらの

所⾒は、スフェロイドとオルガノイドは、形態、遺伝⼦発現、関与する⽣物学的反

応過程が異なることを⽰している。Feeder cellで増殖しやすい遺伝⼦発現プロファ

イルを有する患者癌細胞ではスフェロイドが形成され、Matrigel matrixの中で増殖し

やすい遺伝⼦発現プロファイルを有する患者癌細胞ではオルガノイドが形成される

と考えられる。スフェロイドとオルガノイドの形成が相互排他的であり、両者の遺

伝⼦発現量の変化、細胞機能、⽣物学的過程にも相互排他的関係であったことか

ら、スフェロイドとオルガノイドのいずれを形成するかは、患者体内ですでに決定

されている可能性がある。 

本研究で使⽤された患者癌細胞は、⾮⼩細胞肺癌と⼩細胞肺癌の両⽅を含んでい

る。⾮⼩細胞肺癌と⼩細胞肺癌は組織学的に異なるが、相互変換する可能性があ

る。⼀つの癌腫の中に⾮⼩細胞肺癌と⼩細胞肺癌両者の組織型を有する混合型⼩細

胞癌は稀な病型ではない 49。この癌腫の⼩細胞肺癌と⾮⼩細胞肺癌は、同じ起源と

なる細胞から派⽣している可能性がある 50。したがって、我々はスフェロイド形成

の元となった患者癌細胞を区別せずに、遺伝⼦発現プロファイルを分析した。これ

により、組織学固有の特徴に影響を受けることなく、スフェロイドの形成中に共通

して変化する遺伝⼦セットを抽出することができた。 

癌細胞は、免疫系との相互作⽤により、⽣体内で変化している 51。免疫反応は、
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癌細胞の増殖を抑制するだけでなく、免疫応答に関与するケモカインやサイトカイ

ンによって癌細胞の増殖を促進することもある。また、癌細胞は TGF-β を分泌して

免疫細胞と相互作⽤することで腫瘍の成⻑を促進することがある 52,53。TGF-βは多

彩な機能を有する増殖因⼦である。TGF-βシグナル伝達系に関与することで、癌細

胞は免疫環境を修飾することができ、癌細胞が容易に増殖できる細胞外環境を保持

していると考えられる 36,54。スフェロイド、オルガノイドと免疫細胞の相互作⽤を

検討することで腫瘍の局所拡⼤と遠隔転移に関する遺伝⼦および遺伝⼦セットを調

節するシグナル伝達経路を解明できる可能性がある。 

現在、オルガノイドは腫瘍の体外モデルとして、多くの研究で使⽤されている

55,56。多くのオルガノイドは切除された組織や liquid biopsyから作成されている。

我々の培養法を⽤いれば、胸腔内に浮遊増殖している癌細胞からオルガノイドが作

成可能であり、他の体腔液の癌細胞にも応⽤できると考えられる。オルガノイドを

⽤いて移植腫を速やかに作成すれば、マウスモデルによる検討も⾏える 57。さら

に、biosensor や microfluidicに使⽤するなど、広い範囲の応⽤も期待できる 58,59。 

我々は、同⼀患者由来の末梢⾎も同時採取し、末梢⾎単核細胞を単離した。これ

らの単核細胞を⽤いて細胞傷害性アッセイを作成し、癌細胞と免疫細胞の相互作⽤

を再現することで、抗腫瘍治療法を検討できると考えられる。オルガノイドが免疫

細胞から攻撃を受けたことは、オルガノイドが腫瘍特異的突然変異を保有している

ことを⽰唆している。その場合、腫瘍 neoantigen負荷を有すると推定でき、腫瘍関
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連抗原を含有することが想定される 39。mRNAワクチン技術を応⽤し、オルガノイ

ド mRNAを細胞に移⼊することで、細胞性免疫を増強できるかもしれない。さら

に、この⽅法を⽤いることによって、腫瘍特異的な遺伝⼦変異を標的とした腫瘍の

個別化ワクチン治療を確⽴することが期待できる。本研究は、癌性胸膜炎を起点と

し、新たな癌治療につながる新たな研究を開く基礎となるかもしれない。 
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