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総論の部 

 

緒言 

 

1907 年、Ross Granville Harrison はリンゲル液中でのカエルの神経組織の維持・観察に成功し

た。これを端緒として、細胞を用いた生命科学研究が盛んに行われてきた。近代の医学薬学研究

において、細胞を用いた実験が病態解析モデルとしての地位を確立していることは言うまでもない。

さらに近年では、様々な細胞の単離・精製の報告が続いており、中でも 2006 年に山中伸弥教授ら

が報告した人工多能性幹（induced pluripotent stem: iPS）細胞を始めとする多能性幹細胞を用い

た再生医療にも注目が集まる。 

これまでの細胞を用いた研究では、その簡便さ故に懸濁状態もしくは単層培養の細胞を用いた

研究が主流であった。しかしながら、ヒトを始めとする多細胞生物は複数の細胞が織りなす三次元

構造体として活動する。すなわち、懸濁状態もしくは単層培養の細胞は本来の細胞間または細胞

－細胞外基質相互作用が不十分で、細胞機能を発揮しきれていない可能性が考えられる。著者

が所属する研究室ではこれまでに、細胞間相互作用を促進する細胞構造体として球状の多細胞

構造体である細胞スフェロイドを開発し、これにより細胞機能が改善可能であることを報告してきた。

細胞スフェロイドは懸濁状態の細胞と比較して優れた生理活性を示すことから、薬剤スクリーニング

や細胞治療への利用が期待される。 

細胞をスフェロイド化することによる細胞の生理活性の向上は、細胞間または細胞－細胞外基

質相互作用の増加や、細胞スフェロイド中の酸素・栄養環境の変化が要因と考えられる。こうした

細胞スフェロイドの機能特性は、スフェロイドサイズに依存すると考えられる。しかしながら、細胞ス

フェロイドのサイズが細胞機能に及ぼす影響を直接比較した報告は乏しいのが現状である。さらに、

各臓器には機能の本体である実質細胞以外にも、間質細胞が存在し、中でも免疫細胞が豊富に

存在する。しかしながら、免疫細胞のみ、若しくは免疫細胞が共存する細胞スフェロイドに関する報

告は殆ど無い。そこで著者は、細胞スフェロイドのサイズを変化させた時の機能変化と免疫細胞の

細胞スフェロイド化による影響を評価した。以下、本研究で得られた結果を 4 章にわたり論述する。 
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第 1 章 肝細胞機能に及ぼすスフェロイドサイズの影響の解明 
 

多数の細胞で構成される球形あるいは楕円球形の細胞集塊である細胞スフェロイドは、単層培

養細胞よりも細胞間相互作用の機会が多く、細胞本来の機能を発揮しやすいと考えられる。したが

って、細胞スフェロイドは、薬物代謝および毒性の試験[1-6]、および腫瘍転移の研究[7,8]に有用と

されている。さらに、細胞スフェロイドの細胞療法[9-11]あるいは再生医療[12,13]への利用にも注

目が集まっている。著者が所属する研究室ではこれまでに、マイクロモールディング技術を用いて

構築されたポリジメチルシロキサン（PDMS）製のマイクロウェル基板を使用して、均一なサイズの細

胞スフェロイドの作製に成功した[14]。さらに、この方法を利用して作製したマウス細胞株 NIT-1

細胞スフェロイドが、懸濁状態の細胞を投与した場合と比較して、マウス移植後の細胞生存期間を

大幅に延長させることを報告している[9]。 

スフェロイドのサイズは、スフェロイドの機能および特性を決定する上で重要なパラメータであるこ

とが予想される。これまでの研究で、ヒト肝癌細胞株 HepG2 細胞スフェロイドでは、スフェロイドの中

心部で酸素濃度が低下することが報告されている[15-18]。この酸素濃度の低下は、低酸素誘導因

子（HIF）-1 を含む様々な分子の発現に影響を及ぼす[19]。さらに、スフェロイドを構成する細胞が

細胞外の物質を取り込み、分泌産物を培地中に放出するためには、細胞間または細胞内の物質

輸送が必要である。これらの現象は細胞スフェロイドのサイズが大きく影響すると考えられるにもか

かわらず、スフェロイドサイズと細胞機能との関係は詳細には解明されていないのが現状である。

特に直径が 300 m を超えるサイズの細胞スフェロイドに関する報告はほとんどない。 

肝臓は種々の薬物の代謝臓器であり、肝細胞を用いた in vitro 薬物動態試験は代表的な前臨

床試験の一つである。肝細胞による薬物代謝および細胞毒性の評価に汎用される細胞としてヒト

肝細胞癌由来 HepG2 細胞が挙げられる[3,20,21]。HepG2 細胞は単層培養条件ではアルブミン産

生能や薬物代謝能が極めて低い。そこで、HepG2 細胞スフェロイドを構築し、スフェロイドのサイズ

を厳密に制御することで、スフェロイドサイズと細胞機能との相関を明らかにすることができれば、

HepG2 細胞を利用した前臨床試験の効率化が期待される。そこで本研究では、まず様々なサイズ

の HepG2 細胞スフェロイドを作製するために、直径が異なる PDMS 製マイクロウェルを開発した。

細胞機能の指標として、肝細胞によって産生される最も豊富な血清タンパク質であるアルブミン

[22]および芳香族炭化水素の代謝活性化に関与する主なチトクローム P450（CYP）酵素の 1 つで

あり、薬物動態変動の大きな要因の一つである CYP1A1[23]を選択し、マイクロウェル基板を用い

て約 200～550 m の直径を持つ HepG2 細胞スフェロイドを構築し、サイズ変化が及ぼす細胞スフ

ェロイドの機能変化を評価した。 

 

 

1.1 細胞スフェロイドのサイズ制御を目的とした PDMS 製マイクロウェル基板の作製 

 

初めに、これまでの研究により確立されたマイクロモールディング技術を用いて、サイズの異なる
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マイクロウェル基板を作製した。直径の小さなものから順に、small, medium, large, extra large サイ

ズのマイクロウェル基板とし、これらのマイクロウェル基板を用いて作製した細胞スフェロイドをそれ

ぞれ small, medium, large, extra large 細胞スフェロイドとした。Figure 1 にサイズの異なるマイクロウ

ェル基板を上部から、もしくは断面を撮影した顕微鏡像を示す。画像解析ソフトを用いて幅、半値

幅、深さを測定した結果、いずれの場合も均一なマイクロウェル基板の作製に成功した（Table 1）。 

 

 

 

 

 

 

 Size (μm) 

 Width Half-width Depth 

Small 357  18 237  10 123  5 

Medium 448  21 315  9 258  4 

Large 557  25 400  4 400  6 

Extra large 765  36 547  18 602  10 

 

 

  

Table 1. Size parameters of the PDMS-based microwells. 

Results are expressed as the mean ± SD of five measurements. 

Figure 1. Microscopic images of microwell plates. Pictures of the upper and lower row represent top views and 
cross-section views, respectively. Scale bar in each image represents 200 μm. 
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1.2 サイズの異なる HepG2 細胞スフェロイドの作製 

 

Figure 2 に、得られたマイクロウェル基板を用いて作製した 4 種類のサイズの異なる HepG2 細胞

スフェロイドの顕微鏡像を示す。それぞれのサイズのスフェロイドの画像をもとに、100 個のスフェロ

イドの直径を測定したときのサイズ分布を Figure 3 に示す。いずれの場合も均一なサイズの細胞ス

フェロイドが得られた（Table 2）。また、各サイズの HepG2 細胞スフェロイドに含まれる細胞数はスフ

ェロイドの直径が大きくなるにつれ増加した。さらに、トリパンブルー色素の排除を指標に、スフェロ

イドをトリプシンで崩壊させることで得た細胞懸濁液における HepG2 細胞の生存率を評価した。そ

の結果、いずれのサイズの HepG2 細胞スフェロイドにおいても、スフェロイドを構成する HepG2 細

胞は、100%に近い高い生存率を保っていた。 

 

 

Figure 2. Microscopic images of HepG2 
spheroids. Images of HepG2 spheroids were 
taken under a microscope, and typical images 
are shown: (A) small, (B) medium, (C) large, 
and (D) extra large HepG2 spheroids. Scale 
bar in each image represents 200 μm. 

Figure 3. Size distributions of HepG2 
spheroids. The histograms of the diameter of 
100 spheroids were measured under a 
microscope: (A) small, (B) medium, (C) large, 
and (D) extra large HepG2 spheroids. 
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 Diameter (μm) Cell number Viability (%) 

Small 195  27 1,500  220 95.4  2.9 

Medium 320  21 4,080  360 97.6  1.7 

Large 493  32 8,450  510 96.5  1.7 

Extra large 548  33 13,000  1,300 94.1  1.1 

 

 

 

1.3 HepG2 細胞スフェロイドからのアルブミン産生 

 

次に、HepG2 細胞のスフェロイド化とそのサイズがタンパク合成に及ぼす影響を明らかにするた

めに、産生されるアルブミンを定量した。その結果、単層培養した HepG2 細胞と比較して、small サ

イズの HepG2 細胞スフェロイドにおいて単層培養した HepG2 細胞と比較して約 3 倍のアルブミン

が産生された。その一方で、アルブミン産生量はスフェロイドサイズが大きくなるにつれて低下し

た。 

 

  

Figure 4. Albumin secretion of HepG2 
cells. Monolayered HepG2 cells 
(suspended before use) or HepG2 
spheroids were added to each well of a 
6-well culture plate at approximately 1 × 
105 cells/well. The concentration of 
albumin in culture media was measured 
24 h after incubation. Results are 
expressed as mean ± SD of five 
measurements. A representative 
experiment of three independent 
experiments with similar results is 
presented. *P < 0.05. 

Table 2. Characteristics of HepG2 spheroids. 

Diameter is expressed as the mean ± SD of 100 measurements. 
Cell number and viability are expressed as the mean ± SD of five measurements. 
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1.4 HepG2 細胞スフェロイドにおける CYP1A1 活性 

 

HepG2 細胞の CYP1A1 活性を評価することを目的に、7-ethoxyresorufin を基質として

ethoxyresorufin-Odeethylase （EROD）アッセイを行った。その結果、単層培養した HepG2 細胞と

比較して、スフェロイド化することで代謝活性は上昇した。また、アルブミンの結果とは異なり、

CYP1A1 活性は細胞スフェロイドサイズの増大に伴い増加した。 

 

 

1.5 考察 

今回の研究で用いた PDMS 製マイクロウェル基板による細胞スフェロイド作製方法は、

non-adhesive surface 細胞培養法や hanging drop 細胞培養法などの他の技術より生産性とサイズ

の均一性の点で優れている[14]。HepG2 細胞を用いた今回の検討においても、PDMS 製マイクロ

ウェル基板を用いることで、サイズの分布が小さい、サイズの異なる細胞スフェロイドが効率的に作

製できることが示された。 

細胞スフェロイドのサイズに関しては、いくつかの論文で細胞機能との関係について議論されて

いる。例えば、直径 125〜250 μm の HepG2 細胞スフェロイドに関する検討では、スフェロイドサイズ

が増加するにつれてアルブミン産生が増加することが報告されている[20]。また、-フェトプロテイ

ンおよびアルブミン、フィブリノーゲンの分泌を評価した検討では、HepG2 細胞スフェロイドの直径

が 100〜250 μm の範囲では、細胞スフェロイドのサイズはこれらの機能に影響しないことが報告さ

れている[21]。しかしながら、直径が 250 μm より大きい HepG2 細胞スフェロイドの特性については

明らかではない。 

直径が 180 μm を超える HepG2 細胞スフェロイドでは、スフェロイド内部への酸素および栄養分

Figure 5. EROD activity of HepG2 
cells. 8 × 104 monolayerd HepG2 
cells and HepG2 spheroids which 
correspond with 8 × 104 HepG2 
cells were incubated with 10M of 
7-ethoxyresorufin for 1h. After the 
incubation, the supernatants were 
used for measurement of 
fluorescence intensity with 
FluoroMax-4. Results are expressed 
as mean ± SD of three 
measurements. A representative 
experiment of five independent 
experiments with similar results is 
presented. *P < 0.05. 
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の輸送が大幅に低下することから、スフェロイドの中心近傍の細胞は細胞死が誘導されるとする報

告がある[20,24]。これらの報告は、large および extra large サイズの HepG2 細胞スフェロイドの高い

生存率（94％以上）を示す今回の研究の結果と一致しない。一方で、培地中のグルコース濃度の

増加が、癌細胞スフェロイドにおける細胞死を抑制することが報告されている[18,25]。この研究に

従って、large および extra large サイズの HepG2 細胞スフェロイド培養の際には、small および

medium サイズのものと比較して約 3 倍の培地量とすることで、生存率は大幅には低下しなかった

（Table 2）。 

これまでの検討で、HepG2 細胞および肝細胞の細胞機能が、細胞間相互作用のために細胞ス

フェロイド形成によって改善されることが報告されている。すなわち、細胞スフェロイドのサイズを大

きくし、細胞間相互作用を増大させることは、細胞スフェロイド中での HepG2 細胞におけるアルブミ

ン分泌および EROD 活性の増強を説明する要素となりうる[1,2,14,26]。 

タンパク質分泌および薬物代謝は、肝臓の 2 つの主要な機能である。本研究では、HepG2 スフ

ェロイドの機能を評価する指標としてアルブミン分泌および CYP1A1 活性を選択した。過去の報告

では、アミノ酸濃度の低下が、肝臓および単離された肝細胞の両方におけるアルブミン分泌の速

度を減少させることが報告されている[27,28]。同様に、ラットのアルブミン分泌速度はラットの食事

中のタンパク質量を制限することで低下した[29-32]。今回作製した HepG2 細胞におけるサイズ依

存的なアルブミン分泌の低下も、サイズが大きくなるにつれて細胞にアミノ酸が十分に届かない領

域が増加したことが原因である可能性が考えられる。 

一方、過去の研究では、ヒト肝細胞およびヒト肝細胞癌細胞を用いて細胞スフェロイドを形成さ

せることで、単層細胞と比較して CYP1A1 タンパク質および遺伝子のそれぞれの発現が高いことが

報告されている[33,34]。さらに、ラットを低酸素状態に 48 時間曝露すると、肝臓における EROD 活

性が増加することが報告されている[35]。細胞スフェロイドの中心領域は低酸素条件下であること

から、HepG2 細胞スフェロイドのサイズが大きくなるにつれて、HepG2 細胞スフェロイドにおいても

低酸素領域が増加することが考えられる。すなわち、本研究における EROD 活性の上昇は、スフェ

ロイドサイズ依存的な低酸素領域の拡大に起因する可能性が高い。 

以上、本章では、幅が 360 および 450、560、770 m の PDMS 製マイクロウェル基板を開発し、

均一なサイズの HepG2 細胞スフェロイドを作製することに成功した。また、スフェロイド化により

HepG2 細胞のアルブミン分泌および CYP1A1 活性が向上すること、一方でスフェロイドサイズの影

響は評価対象により異なることを見出した。これらの知見は、細胞スフェロイドのサイズを制御する

ことが細胞機能を制御する上で重要であることを示すものである。 
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第 2 章 癌転移・移植モデル作製効率化のための癌細胞スフェロイドの開発 

 
抗癌剤などの薬物スクリーニングには、一般に二次元単層培養された癌細胞が用いられてきた。

しかしながら、単層培養された癌細胞は固形腫瘍中の癌細胞とは大きく異なる存在状態であり、in 

vivo 固形腫瘍の代替モデルとは言えない点が多い[36,37]。そこで、より生理的条件に近い代替モ

デルの需要が高まった結果、三次元細胞構造体である細胞スフェロイドが注目されるようになった。

細胞スフェロイドでは、栄養・酸素の濃度勾配や細胞間相互作用、細胞－細胞外マトリックス相互

作用などに関してより生理的条件に近い環境が生み出され、遺伝子発現プロファイルをはじめとす

る増殖細胞やネクローシス、アポトーシスなどの細胞ごとの機能・現象が調節される[38-45]。したが

って、細胞スフェロイドは癌研究モデルとして汎用される[46-54]。第 1 章でも述べたように、細胞ス

フェロイドのサイズは、スフェロイドを構成する細胞の機能および特性を決定する重要なパラメータ

である。しかしながら、癌細胞スフェロイドに関してもスフェロイドサイズが癌細胞の機能・特性に及

ぼす影響については明らかではなく、サイズの異なる癌細胞スフェロイドを用いた in vivo での腫瘍

形成に関する情報は皆無である。 

そこで本章では、癌転移・移植モデル作製効率化のための癌細胞スフェロイドの開発を目的に、

マウス結腸癌細胞株 colon26 細胞をモデル癌細胞として選択し、サイズを制御した colon26 細胞ス

フェロイドの細胞接着分子発現およびマウス静脈内移植後の肺転移巣の形成を評価した。 

 

2.1 colon26 細胞スフェロイドの構築 

 

第 1 章と同様の方法を用いて、サイズの異なる 4 種類の colon26 細胞スフェロイドを作製した

（Figure 6）。各サイズ colon26 細胞スフェロイドを 100 個回収し、サイズ分布のヒストグラムの作製な

らびに平均直径の計算をしたところ、得られた colon26 細胞スフェロイドはいずれのサイズでも均一

であった。また、スフェロイド一個当たりの細胞数はスフェロイドサイズの増大に伴い増加した。また、

構成細胞の生存率はいずれも高く、サイズによる顕著な違いは認められなかった（Table 3）。いず

れのサイズの colon26 細胞スフェロイドも非常に固く、ハンドリングが容易であった。癌転移・移植モ

デルの作製には、作製し細胞スフェロイドをシリンジ投与する必要がある。マウスへの投与に用いる

注射針の内径は 260～270 m 程度であることから、注射針を通過可能な small と medium サイズ

の colon26 細胞スフェロイドを以下の実験では用いることとした。 
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Diameter 

(μm) 

Cell number 

(per spheroid) 

Cell viability 

(%) 

Small spheroid 169  17 910  130 96.8  4.1 

Medium spheroid 240  17 2,200  320 89.4  2.5 

Large spheroid 272  26 3,850  570 93.7  1.7 

Extra large spheroid 341  35 6,920  470 89.9  3.4 

 

 

 

 

2.2 colon26 細胞スフェロイドにおける接着分子 mRNA 発現の変化 

 

移植した際の細胞生着率に関わる接着分子の発現の変化について、代表的な接着分子として

インテグリン1、CD44、フィブロネクチンを選択し、各種 mRNA 発現量を real time RT-PCR 法で測

定した（Figure 7）。その結果、colon26 細胞をスフェロイド化することで、懸濁状態の colon26 細胞と

比較して、検討したいずれの接着分子の mRNA 発現が上昇した。また、接着分子の mRNA 発現

量の増加はスフェロイドサイズに応じて増加する傾向が認められた。 

 

Figure 6. Microscopic images and size distribution 
of colon26 spheroids. Images and histograms of 
small, medium, large and extra large colon26 
spheroids were taken under a microscope 
(magnification: ×40); representative images are 
shown. Scale bar in each image represents 200 μm. 
For each sample, the diameters of 100 spheroids 
were measured under a microscope. 

Table 3. Characteristics of colon26 spheroids. 

Diameter is expressed as the mean ± SD of 100 measurements. 
Cell number and viability are expressed as the mean ± SD of five measurements. 
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2.3 colon26 細胞スフェロイドにおける細胞増殖 

 

次に、colon26 細胞をスフェロイド化した時の細胞増殖に与える影響を明らかにするために、細

胞数の経時変化を追跡した（Figure 8）。その結果、いずれのサイズにおいても細胞スフェロイド中

で細胞増殖が確認された（Figure 8A）。しかしながら、懸濁状態の colon26 細胞を播種した場合と

比較して、colon26 細胞スフェロイドでは有意に細胞増殖速度が低下することが明らかとなった

（Figure 8B）。 

 

 

 

 

 

 

 

2.4 colon26 細胞スフェロイドをマウス静脈内投与後の肺転移巣形成 

 

これまでに、colon26 細胞をスフェロイド化することで、接着分子の発現は上昇するものの、in 

vitro での細胞増殖は抑制されることを示した。そこで次に、肺転移巣形成効率を評価するために、

Figure 7. The mRNA expression of cell adhesion molecules of colon26 cells.(A) The mRNA expression of 
integrin β1, CD44, and fibronectin was measured using quantitative RT-PCR analysis. The mRNA expression was 
normalized to that of β-actin and expressed relative to suspended colon26 cells. Results are expressed as mean ± 
SD of five measurements. A representative experiment of three independent experiments with similar results is 
presented. *P < 0.05 versus the suspension group; #P < 0.05 versus the small spheroid group. 

Figure 8. Proliferation rate of colon26 cells. (A) Cell number of colon26 spheroids was measured 0, 48 and 96 h 
after incubation. (B) The number of colon26 cells was measured 48 and 96 h after incubation and proliferation rate 
was determined by the number of cells at 48 or 96 h divided by the number initially added to culture plates. 
Results are expressed as mean ± SD of five measurements. A representative experiment of two independent 
experiments with similar results is presented. *P < 0.05 versus the suspension group. 
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colon26 細胞の投与数が 1.5104 個となるように、small サイズの場合 17 個、medium サイズの場合

7 個のスフェロイドをマウスに尾静脈から投与した。投与 21 日後の肺を摘出し、肺表面の結節の形

成を目視で確認するとともに肺重量を測定した（Figure 9）。その結果、懸濁状態の colon26 細胞を

投与した群では肺での結節は見られなかったが、colon26 細胞スフェロイドを投与した群では肺結

節が認められた（Figure 9A）。また、肺重量も colon26 細胞スフェロイド投与群でのみ有意に増加し

た（Figure 9B）。また、small サイズの colon26 細胞スフェロイドの方が、medium サイズの colon26 細

胞スフェロイドよりも肺重量は有意に重かった。そこで、より効率的な肺転移巣を形成した small サ

イズの colon26 細胞スフェロイドについて、細胞数を変えてマウス尾静脈内に投与した。その結果、

small サイズの colon26 細胞スフェロイドは 10 倍多い数の懸濁状態の colon26 細胞を投与した場

合と同程度の肺重量の上昇が認められた（Figure 9C）。 

 

 

 

2.5 静脈内投与直後の肺組織中 colon26 細胞の検出 

 

投与された colon26 細胞スフェロイドが肺の毛細血管に効率良く捕捉されることが、colon26 細胞

スフェロイドによる効率的な肺転移巣の形成に関与する可能性が挙げられる。そこで、懸濁状態の

colon26 細胞ならびに small サイズの colon26 細胞スフェロイドをマウス尾静脈内投与直後の肺組

織中への集積（塞栓）を評価した。投与する colon26 細胞は 5, 6-carboxyfluorescein diacetate 

succinimidyl ester (CFSE) で蛍光染色し、マウスに投与後 2 分後に肺を摘出し、肺を生体組織の

Figure 9. Images of lung and lung weight of mice 
after inoculation of colon26 cells  
(A) Images of pulmonary tumors in lungs were taken 
by a digital camera 21 days after inoculation; 
representative images of each group are shown. (B) 
Weight of lungs from mice in each group was 
measured. Each symbol represents individual mice 
and bars represent the mean values. A representative 
experiment of three independent experiments with 
similar results is presented. *P < 0.05. (C) Weight of 
lungs from mice in each group was measured. Each 
symbol represents individual mice and bars represent 
the mean values. *P< 0.05. 
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透明化技術の一種である CUBIC 法[55]を用いて透明化することで、肺組織中に存在する CFSE

標識 colon26 細胞を可視化した（Figure 10）。その結果、懸濁状態の細胞を投与した群では、2 分

後に肺組織中に認められる蛍光が僅かであったのに対し、細胞スフェロイド投与群では強い蛍光

が観察された。 

 

 

 

 

 

2.6 考察 

 

本章では、第 1 章と同じ方法を用いることで、サイズ分布が狭い colon26 細胞スフェロイドの調製

に成功した。また、異なるサイズの PDMS 基盤のマイクロウェルを使用して得た colon26 細胞スフェ

ロイドにおいて、いずれの場合も接着分子の mRNA 発現が有意に増加すること（Figure 7）、一方

で細胞の増殖速度は低下することを見出した（Figure 8）。さらに、small サイズの colon26 細胞スフ

ェロイドは、懸濁状態の colon26 細胞と比較して非常に効率的に肺転移を形成することを実証した

（Figure 9）。 

癌細胞、特にヒトの癌細胞は、ヌードマウス等の実験動物に移植しても生着率が非常に低い場

合が多く、担癌モデル動物の開発において再現性の低さが問題とされる[37,38]。したがって、本章

で開発した癌細胞スフェロイドを用いる担癌モデルマウスの作製法は、in vivo での腫瘍形成を大

幅に効率化し、多様な癌研究を加速させる可能性がある。 

脂肪由来幹細胞からなる細胞スフェロイドのサイズが大きくなるにつれて、低酸素の指標である

HIF-1α の mRNA 発現が増加することが報告されている[24]。さらに、低酸素がインテグリン β1、

CD44、およびフィブロネクチンの mRNA 発現を誘導することも報告されている[39-41]。したがって、

colon26 細胞スフェロイドの形成ならびに細胞スフェロイドのサイズの増加によるこれらの細胞接着

分子の mRNA 発現の増加は、細胞スフェロイドの中心部における低酸素領域の増加に起因して

いると考えられる。 

肺毛細管における細胞塞栓には、接着分子を介する特異的な相互作用に加えて、細胞または

Figure 10 Images of CSFE-colon26 cells and CSFE-colon26 spheroids in the cleared lung at 2 min after 
inoculation were taken under a microscope (magnification: ×40); representative images are shown. Scale bars 
represent 100 μm. 
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細胞スフェロイドのサイズが大きな要因の一つと考えられる。Schrepfer らは、サイズの異なるポリス

チレンマイクロスフェアを用いた検討から、直径 4〜5 m のマイクロスフェアが肺を通過する一方で、

直径 20 m のマイクロスフェアおよび直径 15〜19 m の間葉系幹細胞（MSC）が肺に塞栓すること

を報告している[56]。さらに、肺の毛細血管をニトロプルシドナトリウムにより拡張させることで、マイ

クロスフェアおよび細胞の肺通過量が増加することも示されている。また Fischer らは、直径 18 m

の MSC および直径 7 mの骨髄由来単核細胞（BMMC）の肺通過を比較し、肺毛細血管を通過し

た BMMC の数が MSC の 30 倍であると報告している[57]。本章での検討においては、small およ

び medium サイズの colon26 細胞スフェロイドの直径は、それぞれ 169 および 240 m であり（Table 

3）、平均直径が 15 m 前後の懸濁状態の colon26 細胞の 10 倍以上であった。この大きさの違い

が、colon26 細胞スフェロイドの静脈内投与後の肺における効率的な集積および転移巣形成に関

与していると考えられる。 

過去の報告では、静脈内投与直後の細胞は、大部分が肺に塞栓していることが報告されている

[56,58,59]。その後、肝臓や脾臓などの他の臓器に再分布し、24 時間後には殆どの細胞が肺から

消失する[58,59]。この肺での細胞集積には、インテグリンや CD44、セレクチンなどの細胞接着分

子が関与するとされる[60,61]。原発腫瘍由来の癌細胞に比べて、腫瘍細胞株においてこれら細胞

接着分子の発現が抑制されていることが報告されており[62,63]、担癌モデル動物の作製効率を低

下させる要因である。細胞スフェロイドの形成によって、細胞接着分子の mRNA 発現が増加してい

る（Figure 7）ことから、静脈内投与後の肺における colon26 細胞の肺転移巣形成に接着分子が関

与する可能性が考えられる。 

Takagi らは、細胞スフェロイドの形成によって、ヒト前立腺腫瘍細胞の増殖速度が低下することを

報告している[50]。本章においても同様に、colon26 細胞でスフェロイド化により細胞増殖が抑制さ

れた（Figure 8）。また、細胞スフェロイドのサイズ増大に伴って、細胞増殖速度が低下することも見

出した。よって、in vivo での colon26 細胞スフェロイド移植後の肺転移巣形成効率の増加は、細胞

自身の増殖速度では物理的な塞栓の影響が大きいことを示唆する。また、small および medium サ

イズの colon26 細胞スフェロイド投与後の肺転移巣の大きさが両群間で同程度であったことから、

colon26 細胞スフェロイドによる肺転移巣形成効率は、投与するスフェロイド数に依存する可能性が

示された。 

以上、本章においては、colon26 細胞スフェロイドのサイズを制御することが肺転移巣形成の効

率化に重要であること、直径約 170 μm の small スフェロイドが担癌モデルマウスの作製に最も効率

的であることを明らかにした。 
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第 3 章 細胞スフェロイド化によるマクロファージの細胞傷害活性の増強 
 

細胞免疫療法は癌に対する有望な治療法の一つである[64-68]。近年の細胞培養および細胞

加工技術の顕著な進歩により、細胞免疫療法が臨床応用されつつある[68,69]。細胞免疫療法の

治療効果は、化学療法または放射線療法と組み合わせることで増強されることが期待されている。 

細胞免疫療法に用いられる細胞には、T 細胞や樹状細胞をはじめとするいくつかの種類の免疫

細胞が挙げられる。代表的な免疫細胞の一つであるマクロファージ（Mφ）は、循環末梢血単球の

分化によって成熟し、末梢組織に存在する貪食細胞および抗原提示細胞である。Mφ は、機能に

応じて M1 型 Mφ と M2 型 Mφ の 2 つに分類される。M1 型 Mφ は炎症を誘導する細胞である。

M1 型への分化は、Mφ の抗腫瘍活性を増加させることが報告されている[70]。一方で、M2 型 Mφ

は、インターロイキン（IL）-4 によって分化誘導され、抗炎症作用および組織修復作用を有する。 

腫瘍関連 Mφ（tumor-associated macrophage: TAM）は、腫瘍内に存在する典型的な M2 型 Mφ

であり、免疫抑制、血管新生および転移の促進を介して癌の進行を促進すると考えられている

[71,72]。担癌マウスを用いた研究では、TAM を枯渇させることで腫瘍増殖が抑制されることが明ら

かとなっている[73,74]。一方、M1 型 Mφ は癌治療に有効であると考えられている。M2 型の TAM

を、IL-21[75]またはポリ I：C[76]、ゾレドロン酸[77]で処理することで表現型が M1 型に変わることが

示されており、これらを担癌モデルマウスに投与することで抗腫瘍効果があることが報告されている。

したがって、Mφ の分化および機能を適切に制御し、抗腫瘍活性を有する M1 型 Mφ を効率良く調

製することができれば、癌に対する細胞免疫治療に利用可能と考えられる。 

著者が所属する研究室ではこれまでに、第 1 章および第 2 章で示した細胞に加えて、マウス線

維芽細胞株 NIH3T3 細胞およびマウス大動脈内皮細胞株 MAEC 細胞、マウスインスリノーマ細胞

株 NIT-1 細胞、マウス膵臓 β 細胞株 MIN6 細胞に関して、PDMS 製マイクロウェルを用いることで

細胞スフェロイドが作製できることを報告している[9,14,78]。Mφ に関しても、細胞間相互作用が亢

進する細胞スフェロイドとすることで、細胞機能の向上が期待される。スフェロイド化により M1 型へ

の分化が促進される場合には、癌に対する細胞免疫療法への展開が期待される。そこで本章では、

細胞スフェロイド化による Mφ の細胞傷害活性の増強を目的に、モデル細胞としてマウス Mφ 様細

胞株 J774.1 細胞を用いて細胞スフェロイドを作製し、その機能を評価した。 

 

 

3.1 J774.1 細胞を用いた細胞スフェロイドの作製 

 

第１章で作製したマイクロウェル基板を用いて、サイズの異なる 4 種類の J774.1 細胞スフェロイド

の作製を試みた。しかしながら、small、medium サイズのマイクロウェル基板を用いた場合に回収可

能な強度を持つ J774.1 細胞スフェロイドは得られなかった（data not shown）。一方で、large、extra 

large サイズのマイクロウェル基板を用いたところ、J774.1 細胞スフェロイドの作製に成功した。得ら

れた細胞スフェロイドは、培養期間に関わらず large、extra large サイズでそれぞれおよそ直径が
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250 mと400 mであり（Figure 11A）、マイクロウェルに充填した構造であった（Figure 11B）。Large、

extra largeサイズの J774.1細胞スフェロイド、他の細胞と比較すると細胞スフェロイドとしてはやや柔

らかく、ピペッティングで破壊されやすいものの、回収するには十分な強度のスフェロイドが得られ

た。また、各サイズの J774.1 細胞スフェロイド 1 個あたりの細胞数はそれぞれ large サイズで 5,630  

180個、extra largeサイズで 7,170  750個あった。さらに細胞生存率はそれぞれ large サイズ

で 98.2  0.9%、extra largeサイズで 95.2  2.0%で 100%に近い高い細胞生存率を保った。 

 

 
 

3.2 J774.1 細胞スフェロイドからの炎症性サイトカイン産生 

 

作製に成功した J774.1 細胞スフェロイドからのサイトカイン産生を評価するために、炎症性サイト

カインの一種の腫瘍壊死因子(TNF)-α の培地中濃度を ELISA 法により測定した（Figure 12）。その

結果、リポポリサッカライド（LPS）非存在下で培養した場合、TNF-α の産生量は細胞スフェロイド化

によって高くなる傾向であった。また、LPS を 10 ng/ml の濃度で添加することで、いずれの群にお

いても TNF-α 産生量は増大した。このとき、単層培養した J744.1 細胞と比較して、extra large サイ

ズの J774.1 細胞スフェロイドからの TNF-α 産生量が有意に高い結果となった。以降の検討では、

TNF-α の産生量が最も高かった extra large サイズの J774.1 細胞スフェロイドを用いた。 

  

Figure 11. Size and appearance of 
J774.1 spheroids. (A) Size change of 
J774.1 spheroids in PDMS-based 
microwells. Results are expressed as 
mean ± SD of five measurements. (B) 
Representative images of J774.1 
spheroids in microwells (Scale bar = 
200 m). 
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3.3 J774.1 細胞スフェロイドにおける connexin43 ならびに M-sec の mRNA 発現の変化 

 

J774.1 細胞の細胞間相互作用が亢進すると、ギャップ結合を構成する細胞接着タンパク質の一

種である connexin43 が亢進すると考えられる。一方で、直接的な接着が不可能な距離における

Mφ 間の細胞情報伝達を担う細胞膜ナノチューブのマスター遺伝子である M-sec の発現は、細胞

同士が近接するために減少する可能性がある。そこで、extra largeサイズの J774.1細胞スフェロイド

中の mRNA 発現を real-time RT-PCR 法で測定した（Figure 13）。その結果、J774.1 細胞をスフェロ

イドにすることで connexin43 の mRNA 発現量は有意に増加し、M-sec の mRNA 発現量は有意に

減少した。 

 

 
 

 

 

  

Figure 13. mRNA expression of (A) connexin 43 and (B) M-sec in J774.1 cells. The expression was normalized to 
GAPDH mRNA, and expressed relative to the monolayered J774.1 cells. Results are expressed as mean ± SD of 
three measurements. *P < 0.05 versus the monolayer cells. 

Figure 12. TNF-α release from J774.1 cells with 
and without 10 ng/mL LPS. TNF-α in the 
supernatant was measured after 8 h of 
incubation. Results are expressed as mean ± SD 
of four measurements. *P < 0.05. 
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3.4 J774.1 細胞スフェロイド中の低酸素領域の評価 

 

J774.1 細胞スフェロイド内部の低酸素領域を検出するために、低酸素環境で蛍光を発する

mono azo rhodamine（MAR）を培養上清に添加し 6 時間培養後、細胞スフェロイドの蛍光像を撮影

した（Figure 14A）。その結果、通常の酸素分圧で単層培養した J774.1 細胞ではほとんど蛍光が認

められなかったのに対し、低酸素分圧で単層培養した J774.1 細胞は強い蛍光が認められたことか

ら、MAR が低酸素環境下の細胞内で蛍光を発することが確認された。そこで、通常の酸素分圧下

の extra large サイズの J774.1 細胞スフェロイドに添加したところ、細胞スフェロイドでも強い蛍光が

観察された。さらに、HIF-1α のタンパク質量をウェスタンブロット法で評価したところ、単層培養した

J774.1 細胞と比較して extra large サイズの J774.1 細胞スフェロイド群において高い HIF-1α 発現が

認められた（Figure 14B, C）。さらに、細胞スフェロイドを懸濁し再酸素化を受けた細胞が産生する

活性酸素種 ROS を、2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate（DCFDA）にて前処理した J774.1 細

胞を用いたフローサイトメーターで解析した（Figure 14D）。その結果、低酸素分圧下で単相培養し

た J774.1 細胞同様、extra large サイズの J774.1 細胞スフェロイドでも有意に高い量の ROS が検出

された。 

 

 

 

 

 

3.5 J774.1 細胞スフェロイドにおける M1/M2 分化 

 

細胞スフェロイド内での J774.1 細胞の M1/M2 分化を明らかにするために、M1 型 Mφ ならびに

M2 型 Mφ にそれぞれ特徴的な遺伝子に着目し、それぞれの mRNA 発現を real-time RT-PCR 法

Figure 14. (A) Fluorescent images of monolayered J774.1 cells and J774.1 spheroids after incubation with MAR, 
hypoxia detection probe. Scale bar = 200 m. (B, C) Western blot of HIF-1α in J774.1 cells and spheroids. Band 
image (B) and relative band intensity (C) were shown. (D) Intracellular ROS level of J774.1 cells. The mean 
fluorescence intensity derived from DCFDA in J774.1 cells was detected by flow cytometry and converted to a 
percentage of the untreated monolayer group. Results are expressed as mean ± SD of three measurements. *P < 
0.05 versus the monolayer group under normoxic conditions. 
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で評価した（Figure 15）。対照群として、インターフェロン（IFN）-と LPS で刺激した M1 型 J774.1 細

胞と、IL-4 で刺激した M2 型 J774.1 細胞を別途調製した。M1 型に特徴的な遺伝子は M1 型 J77.1

細胞、M2 型に特徴的な遺伝子は M2 型 J77.1 細胞における遺伝子発現量を 1 とした時、J774.1

細胞スフェロイドでは M1 型 Mφ に特徴的な遺伝子である誘導型一酸化窒素合成酵素（iNOS）や

ケモカイン CXCL10 の発現が見られたのに対し、M2 型 Mφ に特徴的な遺伝子であるアルギナー

ゼ 1（Arg1）、Ym1、マンノースレセプターCD206 は検出限界以下もしくは単層培養群以下の発現

量であった。 

 

 

 

 

 

3.6 J774.1 細胞スフェロイドによる癌細胞増殖抑制 

 

最後に、J774.1 細胞スフェロイドの癌細胞増殖抑制効果を評価した。トランズウェルの上部チャ

ンバーに懸濁状態の J774.1 細胞もしくは J774.1 細胞スフェロイドを、下部チャンバーに癌細胞を播

種し、72 時間後に MTT 法を用いて癌細胞数を測定した（Figure 16）。モデル癌細胞として colon26

細胞およびマウス乳癌細胞株 4T1 細胞を選択した。その結果、J774.1 細胞スフェロイドを播種した

群では、どちらの癌細胞においても懸濁状態の J774.1 細胞を播種した群と比較して有意に癌細胞

数が減少した。  

Figure 15. mRNA expression of (A) iNOS, (B) CXCL10, (C) Arg1, (D) Ym1 and (E) CD206 in J774.1 cells. The 
mRNA expression of iNOS and Arg1 was measured by real-time RT-PCR. The expression was normalized to 
GAPDH mRNA. Gene expression of iNOS and CXCL10 were expressed relative to the M1-type macrophages. 
Gene expression of Arg1, Ym1 and CD206 were expressed relative to the M2-type and M2-type macrophages 
Results are expressed as mean ± SD of three measurements. 
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3.7 考察 

 

これまでの報告では第 1 章、第 2 章で報告した細胞スフェロイドに加え、膵細胞[79]、間葉系幹

細胞[80]、神経幹細胞[81]などの様々な種類の細胞を用いた細胞スフェロイドが開発されている。

これらに加え、腫瘍微小環境を模した病態モデルとして、Mφ 様細胞と線維芽細胞を癌細胞ととも

に細胞スフェロイド化した報告も存在する[82]。しかしながら、Mφ のみからなる細胞スフェロイドに

関する報告はない。 

本研究では、J774.1 細胞のスフェロイド化によって、ギャップ結合を形成し、Mφ 中の物質の輸送

に関わる connexin43[83]の mRNA 発現量が増加すること、一方で、免疫細胞で強く発現し、細胞

間を連結して情報伝達を担う細胞膜ナノチューブの形成因子である M-sec[84]の mRNA 発現量が

低下することを見出した（Figure 13）。Connexin43 を介した細胞間連絡は、破骨細胞および Mφ の

サブセットにおいて重要な役割を果たすことが示されている[85]。この connexin43の mRNA発現量

の増加ならびに M-sec の mRNA 発現量の低下は、J774.1 細胞スフェロイドにおいて近距離に存在

する Mφ 同士の直接的な細胞間相互作用が増加したためと推察される。 

一般に、細胞スフェロイドは、直径が 200 m を超えると、酸素および栄養素、代謝産物など生理

活性物質の濃度勾配が生じる[86]。特に、細胞スフェロイドの中心部では、酸素の透過が限られて

いるため低酸素状態であることが報告されている[87]。低酸素状態下の細胞は、再酸素化されるこ

とで ROS を産生する。本研究では、低酸素応答性分子 MAR での蛍光観察、HIF-1α のタンパク質

発現、ならびに ROS 産生を確認し、J774.1 細胞スフェロイドが低酸素に晒されていることを示した

（Figure 14）。低酸素条件下で活性化される HIF-1α は炎症性サイトカインの産生を介して炎症を惹

起することが報告されている。J774.1 細胞からの TNF-α 産生も HIF-1α の発現増加によるものでは

ないかと考えられる。 

Figure 16. Number of (A) colon 26 cells and (B) 4T1 cells co-incubated with J774.1 cells. J774.1 and colon 26 
cells were placed in the upper and lower chambers of Transwell plates, respectively. After 48 h, the number of 
colon 26 cells was measured by MTT assay. Results are expressed as mean ± SD of three independent 
measurements. *P < 0.05. 
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本検討では、スフェロイド化することだけで J774.1 細胞が M1 型 Mφ に分化することを見出した。

これは、Mφ を IFN-および LPS とともにインキュベートする従来の調製方法と比較して、M1 型 Mφ

を調製する非常に簡単で低コストな方法である。M1 型サイトカイン[88-90]および M1 型 Mφ マーカ

ー[91]の発現は HIF-1α によって制御されるため、この J774.1 細胞の M1 型への分化には、J774.1

細胞スフェロイド中の低酸素状領域が関係している可能性が高い。 

以上、本章では、J774.1 細胞のスフェロイド化が炎症性サイトカイン産生を増加させ、M1 型 Mφ

への分化を促進した結果、その癌細胞増殖抑制効果を増強可能であることを明らかとした。 
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第 4 章 マクロファージの混合による腫瘍微小環境を模倣した癌細胞スフェロイドの開

発 

 

第 2 章では、colon26 細胞単独で作製した癌細胞スフェロイドが担癌モデルマウスの作製に有用

であることを示した。通常、固形腫瘍は癌細胞に加えて血管内皮細胞や線維芽細胞、Mφ など

種々の間質細胞で形成される[92]。したがって、癌細胞スフェロイドに間質細胞を組み込むことで、

固形腫瘍の微小環境を模倣できる。また、間質細胞由来の増殖因子や接着分子が癌細胞の増殖

や接着を促進する報告も存在することから、間質細胞を組み込んだ癌細胞スフェロイドを用いるこ

とで、移植後の生着および腫瘍形成をさらに効率化できる可能性がある。特に、腫瘍中の Mφ は腫

瘍関連 Mφ（TAM）と呼ばれる M2 型 Mφ であり、腫瘍の形成や増殖、転移を促進することが報告さ

れている[93,94]。これまでに細胞スフェロイドに Mφ を組み込んだ報告は存在する[82]ものの、in 

vivo 投与後の細胞の生着や、担癌モデル動物の作製に利用した研究は報告がない。そこで本章

では、colon26 細胞を癌細胞として、IL-4 刺激したマウス腹腔 Mφ を M2 型 Mφ として選択し、この

2 種類の細胞から成る混合細胞スフェロイドを構築した。得られた混合細胞スフェロイドを用いて、

M2 型 Mφ の混合がマウス移植後の癌細胞の生着・増殖に及ぼす影響について検討した。 

 

4.1 colon26 細胞と M2 型 Mφ を用いた混合細胞スフェロイドの作製 

 

混合細胞スフェロイドの作製には第 1 章で確立した medium サイズのマイクロウェル基板を用い

た。雌性 BALB/c マウスの腹腔内にチオグリコレート培地を投与し 4 日間後に腹腔 Mφ を採取し、

定法に従い IL-4 で刺激することで M2 型に分化させた。M2 型への分化は Arg1 の発現により確認

した（data not shown）。マイクロウェル基板に播種する colon26 細胞と IL-4 刺激した腹腔 Mφ の細

胞比率を、1:0（colon26 細胞単独スフェロイド）、1:1、1:2、1:3 とし、細胞混合比の異なる混合細胞ス

フェロイドを構築した。いずれの場合も混合細胞スフェロイドを得ることに成功し、いずれの場合も

サイズ分布の狭い均一なスフェロイドとなった（Figure 17）。また、いずれの混合細胞スフェロイドに

おいても、平均直径は約 150 m となり、注射投与可能なスフェロイド直径となった。また、混合細

胞スフェロイドのスフェロイドあたりの細胞数は細胞株である colon26 細胞の播種混合比率の低下

に伴って減少した。さらに、Mφ の播種混合比率を増加させることで、細胞生存率は低下する傾向

にあった（Table 4）。 
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Dispersed cell ratio 

(colon26: macrophage) 

Diameter 

(μm) 

Cell number 

(per spheroid) 

Cell viability 

(%) 

1:0 166  18 2,625  1,024 100 

1:1 148  13 825  472 100 

1:2 134  12 900  337 88.4  10.7 

1:3 130  11 625  287 84.2  18.3 

 

 

 

4.2 蛍光標識した細胞を用いた混合細胞スフェロイドの混合比とそのマウス投与後の肺での体内

挙動の評価 

 

まず、各細胞の混合細胞スフェロイド中での混合比を評価するために、colon26 細胞を Cell 

Tracker™ Red CMTPX 、IL-4 刺激腹腔 Mφ を CFSE で蛍光標識した。得られた蛍光標識細胞を

Table 4. Characteristics of mixed spheroids of colon26 cells and IL-4 stimulated peritoneal macrophages. 

Figure 17. (A-D) Microscopic images and (E-H) size distribution of mixed spheroids of colon26 cells and IL-4 
stimulated peritoneal macrophages. Images and histograms of (A, E) 1;0, (B, F) 1:1, (C, G) 1:2, (D, H) 1:3 of 
dispersed cell ratio of colon26 cells and IL-4 stimulated peritoneal macrophages, respectively. Representative 
images are shown. Scale bar in each image represents 100 μm. 

Diameter is expressed as the mean ± SD of 100 measurements. 
Cell number and viability are expressed as the mean ± SD of five measurements. 
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用いて混合細胞スフェロイドを作製し、蛍光顕微鏡を用いて観察した（Figure 18A-D）。いずれの混

合細胞スフェロイドにおいても、両細胞が同一スフェロイド中に存在することが確認された。 

また、得られた混合細胞スフェロイドを崩壊させ得た懸濁液を用いて、フローサイトメーターによ

る解析を行った（Figure 18E-H）。その結果、播種する colon26 細胞と IL-4 刺激した腹腔 Mφ の細

胞混合比を、1:1、1:2、1:3 とすることで、混合細胞スフェロイドに含まれる Mφ の比率は、それぞれ

16%、27%、35%となった。 

さらに、Mφ の影響を評価しやすくすることを目的に、IL-4 刺激腹腔 Mφ の比率が最も高い 1:3

のもの選択し、マウスに尾静脈より移植後、2 分後に肺を摘出し、第 2 章と同様の CUBIC 法にて肺

の透明化を行った（Figure 18I, J）。その結果、colon26 細胞単独のスフェロイドと混合細胞スフェロ

イドを移植した場合、いずれの場合も colon26 細胞由来の赤色蛍光が強く見られた。一方、混合ス

フェロイドを移植した場合、colon26 細胞と同一部分に IL-4 刺激した腹腔 Mφ に由来する緑色蛍光

が観察された。 
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4.3 混合細胞スフェロイドの移植効率の評価 

 

まず、in vivo での肺転移巣の形成を評価するために、colon26 細胞をマウス尾静脈内に投与し、

16 日後の肺重量を測定した（Figure 19A）。その結果、混合細胞スフェロイドを移植した場合、

colon26 細胞単独のスフェロイドを移植した群を含む他の群と比較して、有意に肺重量が増加した。

次に、colon26 細胞ならびに coln26 細胞スフェロイドをマウス皮下に移植し、28 日目まで経時的に

皮下腫瘍のサイズを測定した（Figure 19B）。その結果、こちらも同様に混合細胞スフェロイド投与

群で他の群と比較して有意な腫瘍サイズの増大が認められた。 

 

Figure 18. (A-D, I, J) Fluorescent images and (E-H) representation of flow cytometry results, showing the Cell 
Tracker Red-labeled colon26 cells and CFSE-labeled macrophages in mixed spheroids. Images and flow 
cytometry results of (A, E) 1;0, (B, F) 1:1, (C, G) 1:2, (D, H) 1:3 of dispersed cell ratio of colon26 cells and IL-4 
stimulated peritoneal macrophages, respectively. (I, J) A pulmonary microembolism of the suspended mixture and 
mixed spheroids of colon26 cells and IL-4 stimulated peritoneal macrophages, respectively, after intravenous 
administration. Scale bar in each image represents 100 μm.  
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4.4 混合細胞スフェロイドの in vitro 細胞増殖の評価 

 

In vivo における腫瘍増殖の促進は、Mφ が colon26 細胞と相互作用し、細胞増殖シグナルの活

性化が関与する可能性が考えられる。そこで、in vitro での細胞増殖速度を評価した。各細胞スフ

ェロイド 1 つを 96 well 細胞培養プレートで培養後、経時的に顕微鏡観察と WST8 assay を行った

（Figure 20）。3 日間の顕微鏡観察の結果、colon26 細胞単独スフェロイドと Mφ を含む混合細胞ス

フェロイドいずれの場合も細胞増殖が観察されたが、肉眼レベルでの大きな差は認められなかった

（Figure 20A-D）。また、WST8 assay の結果も同様に、colon26 細胞単独スフェロイドと Mφ を含む

混合細胞スフェロイドとの間に有意な細胞増殖の差は認められなかった（Figure 20E）。 

 

  

Figure 19. (A) Lung weight and (B) tumor size of mice after inoculation of the mixed spheroids.  
(A) Weight of lungs from mice in each group was measured. Each symbol represents individual mice and bars 
represent the mean values. A representative experiment of three independent experiments with similar results is 
presented. *P < 0.05. (B) Size change of tumor after subcutaneously administered colon26 cells and spheroids. 
The tumor volume was measured by calipers every other day. *P < 0.05 versus other group. 
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4.5 考察 

 

過去には、腫瘍微小環境の一部を形成するTAM は、癌細胞を直接攻撃し、抗腫瘍免疫の一員

として作用すると考えられてきた[95-97]。しかしながら、TAM は種々のヒト腫瘍において癌細胞の

生着・増殖・転移を促進する作用があることが判明してきた[98]。 

Duluc らは、卵巣がん患者では白血病阻止因子、IL-6、および M-CSF が M2 型 Mφ の誘導を促

進することを明らかにしている[99]。つまり、腫瘍微小環境では、癌細胞が細胞間相互作用し、Mφ

を「教育」し、M2 型の TAM へと変化させる。本検討で得た混合細胞スフェロイド中の M2 型 Mφ も

colon26 細胞による「教育」を受け、さらなる活性化をもたらし、in vivo での生着率の増大に寄与し

ている可能性が考えられる。一方で、マウスの腹腔から単離後に IL-4 刺激をしない Mφ を用いて、

混合細胞スフェロイドの作製を試みた。しかしながら、得られた細胞スフェロイドは歪な構造を取り、

種々の実験に用いるには脆いものであった（data not shown）。マウスの腹腔から Mφ を回収する際、

TGC 培地でマウス腹腔を刺激している。こうして得られた Mφ は細胞傷害性の M1 型 Mφ であるこ

とが報告されている[100]。つまり、IL-4 刺激なしでは、Mφ の細胞傷害活性が保たれていることが

考えられる。その結果、スフェロイド中で Mφ が colon26 細胞を攻撃し細胞死が誘導され、歪な構造

を持つ混合細胞スフェロイドになったことが推察される。 

本研究では、M2 型 Mφ を colon26 細胞スフェロイド中に組み込むことで、colon26 細胞の生着を

促進することを見出した。これまでの報告では、血管新生[101]やリンパ管新生[102,103]、細胞増

殖[104]に関与する物質が M2 型 Mφ から産生され、癌細胞の増殖に有利な環境が形成されること

が示されている。Figure 18 でも示されるように、M2 型 Mφ を癌細胞スフェロイドに混合すると、スフ

ェロイドの塞栓部位に M2 型 Mφ が共局在する。つまり、M2 型 Mφ が産生する腫瘍形成を促進す

Figure 20. Evaluation of cell growth. (A-D) Microscopic images of spheroids at (A, C) 1 day and (B, D) 3 days 
after transfer of (A, B) colon26 spheroids and (C, D) mixed spheroids to 96-well plate. Scale bar in each image 
represents 100μm. (E) The viability of colon26 spheroids and mixed spheroids quantified by WST-8 assay.  
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る因子が腫瘍発生初期より積極的に癌細胞に作用することで、効率的な腫瘍形成をもたらしたと

考えられる。 

一方で、in vitro における腫瘍細胞の増殖は M2 型 Mφ の混合による影響は受けなかった。これ

は M2 型 Mφ が産生する腫瘍形成を促進する因子のうち、癌細胞に直接働き増殖を促進する可能

性が低いことを表す。腫瘍微小環境では、宿主に由来する T 細胞や NK 細胞などの腫瘍形成を阻

害する細胞と骨髄由来抑制細胞（MDSC）や制御性 T 細胞（Treg）などの腫瘍形成促進作用を持

つ細胞が存在する[105]。混合細胞スフェロイドをマウスに投与した場合、M2 型 Mφ が分泌した

TGF-などの免疫抑制性のサイトカインが colon26 細胞に効率よく作用し、T 細胞や NK 細胞を抑

制、もしくは MDSC や Treg を活性化した結果と推察される。今後さらなる検討が必要である。 

以上、本研究では M2 型 Mφ を混合した癌細胞スフェロイドを作製・移植することで、担癌モデル

マウスを効率よく作成する新たな方法の開発に成功した。これらの結果は今後のがん治療法の開

発に有用と考える。 
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結論 

 

著者は 4 章にわたり、「細胞を利用した疾患治療・病態解析を目的とした高機能化細胞スフェロ

イドの開発に関する研究」をテーマに論述した。第 1 章から第 3 章においては、細胞機能に及ぼす

細胞スフェロイドサイズの影響を明らかにするために、それぞれ肝細胞、癌細胞、Mφ の細胞株を

対象に検討を、第 2 章と第 4 章では担癌モデルマウスの作成について検討を、第 3 章と第 4 章で

は Mφ を対象細胞として選択し、スフェロイドによる高機能化について検討をそれぞれ行い、以下

の結論を得た。 

 

第 1 章 肝細胞機能に及ぼすスフェロイドサイズの影響の解明 

 

生体適合性高分子 PDMS を用いてサイズの異なる 4 種のマイクロウェル基板の作製に成功した。

このマイクロウェル基板を用いて、サイズを厳密に制御した 4 種の HepG2 細胞スフェロイドを得た。

得られた HepG2 細胞スフェロイドを用いて、アルブミン産生は small サイズの HepG2 細胞スフェロ

イドで最も高いことを明らかとした。一方で、CYP1A1 活性はスフェロイドサイズ依存的に増大し、評

価する細胞機能毎に適切な細胞スフェロイドサイズが存在することが明らかとなった。 

 

第 2 章 癌転移・移植モデル作製効率化のための癌細胞スフェロイドの開発 

 

第 1 章で作製したマイクロウェル基板を用いて、サイズの異なる均一な colon26 細胞スフェロイド

の作製に成功した。また、colon26細胞スフェロイドでは接着分子のmRNA発現が増加した。さらに、

small サイズの colon26 細胞スフェロイドが肺転移モデルマウスの作製に最も有用であることを見出

した。 

 

第 3 章 細胞スフェロイド化によるマクロファージの細胞傷害活性の増強 

 

Large、extra large サイズのマイクロウェル基板を用いることで J774.1 細胞のスフェロイド化に成功

した。また、J774.1 細胞スフェロイドでは、TNF-α の産生量が増加した。また、J774.1 細胞スフェロイ

ドではスフェロイド内部の低酸素領域が確認できた。さらに、J774.1 細胞スフェロイド中で J774.1 細

胞は M1 型に分化し、高い腫瘍細胞傷害活性を示した。 

 

第 4 章 マクロファージの混合による腫瘍微小環境を模倣した癌細胞スフェロイドの開発 

 

混合比率の異なる colon26 細胞と M2 型腹腔 Mφ の混合細胞スフェロイドの構築に成功した。ま

た、マイクロウェル基板上に播種する細胞比を調節することで、混合細胞スフェロイド中の colon26

細胞と M2 型腹腔 Mφ の混合比を制御可能であった。さらに、colon26 細胞と M2 型腹腔 Mφ の混
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合細胞スフェロイドを用いることで、担癌モデルマウスの腫瘍増殖が有意に亢進した。 

 

以上本研究では、第 1 章から第 3 章において、種々の細胞種を対象にサイズの異なる細胞スフ

ェロイドを作製し、スフェロイドサイズが細胞機能に多大な影響を及スフェロイドサイズが細胞機能

に多大な影響を及ぼすことを見出し、疾患治療または病態解析を目的とした細胞スフェロイド開発

におけるスフェロイドサイズ制御の重要性を明らかにした。また、第 2 章と第 4 章では、細胞スフェロ

イドを用いた担癌モデルの作製に成功し、細胞スフェロイド化が細胞の生着を効率よく促進するこ

とを明らかにした。最後に、第 3 章と第 4 章では、Mφ を組み込んだ細胞スフェロイドの開発に成功

し、腫瘍増殖を正または負に制御できる可能性を見出した。 

本研究で得られた成果は、新たな細胞治療システムの開発ならびに病態解析モデルの作製に

有用な情報を提供するものと考える。  
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実験の部 

第 1 章 実験の部 

 

【1】試薬 

Dulbecco's modified Eagle's medium（DMEM）、Roswell Park Memorial Institute（RPMI）1640 培

地、Hanks’ balanced salt solution（HBSS）は日水製薬株式会社より購入した。ウシ胎仔血清（FBS）

は Thermo Fisher Scientific 社（MA、USA）より購入した。ポリジメチルシロキサン（PDMS）と硬化用

触媒（CATALYST SILPOT 184）は東レ・ダウコーニング社から購入した。ポリ（N-イソプロピルアクリ

ルアミド）（PNIPAAm）は Polysciences 社（PA、USA）より購入した。トリパンブルーはナカライテスク

社より購入した。トリプシンは Becton Dickinson 社（MA, USA)より購入した。その他の試薬は、市販

の特級品を用いた。 

 

【2】細胞株 

ヒト肝癌由来細胞株 HepG2 細胞は、American Type Culture Collection 社（Rockville、MD、USA）

から購入した。細胞は、非動化した 10 FBS、0.15炭酸水素ナトリウム、100 units/ml ペニシリン、

100 mg/ml ストレプトマイシン、2 mM L-グルタミンを添加した DMEM 培地で、37C、 5 CO2、加

湿条件下で培養した。 

 

【3】PDMS 製マイクロウェルの作製 

マイクロウェル基板は過去の報告に従って作製した[9, 14, 78]。直径と高さが均一に 200、300、

400、600 m に設計されたドーム状突起が整列した 4 種類のプラスチック樹脂性の master mold を、

3- dimensional printing systems（Objet Geometries 社、Rehovot、Israel）を用いて作製した。PDMS

と硬化用触媒を 10：1 の比で混合した PDMS 混合液上に master mold を 60C、2 時間以上静置す

ることで硬化させた。PDMS を硬化させることで得た PDMS 製マイクロウェル基板から master mold

を剥離し、直径約 35 mm の円形になるように整形した。得られたマイクロウェル基板は、6 well 細胞

培養プレートへ設置後、エタノールに溶解した 1%PNIPAAmをマイクロウェル基板上に 2 ml 添加し、

過剰な液を回収後、60C、1 時間以上乾燥させることで、表面コーティングを施した。マイクロウェ

ルのサイズが小さなものから順に、small、medium、large、extra large サイズのマイクロウェル基板と

した。 

 

【4】PDMS 製マイクロウェルのサイズ評価 

得られた各サイズのマイクロウェル基板上の各ウェルの中間を切断し、断面図を顕微鏡下で観

察することにより、マイクロウェルの幅、半値幅、深さを測定した。 

 

【5】細胞スフェロイドの作製 

細胞スフェロイドは過去の報告に従って作製した[9, 14, 78]。6 well 細胞培養プレートに設置した
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マイクロウェル基板を、UV 光照射下で 1 時間以上置くことで滅菌した。37C に温めた DMEM 培

地を満たした。その後、6 well 細胞培養プレートへ設置した small、medium、large サイズのマイクロ

ウェル基板には基板あたり 5106 個、extra large の場合は 1107 個の細胞を播種した。その後、

CO2 インキュベーター内で 72 時間、40～65 rpm で振盪しながら培養した。マイクロウェルに入り切

らなかった基板上の余分な細胞は培地交換することで除去した。培地交換は、振盪開始から、30

分、24 時間、48 時間後に行った。Small、medium、large、extra large サイズのマイクロウェル基板を

用いて得た HepG2 細胞スフェロイドをそれぞれ small、medium、large、extra large サイズの HepG2

細胞スフェロイドとする。 

 

【6】細胞スフェロイドのサイズ、細胞数、生存率の測定 

上記の方法で作製した各サイズの HepG2 細胞スフェロイドを顕微鏡下観察し、撮影した HepG2

細胞スフェロイドの面積を測定し、円と仮定した時の直径を算出し、スフェロイド 100 個当たりのヒス

トグラムを作製した。また、細胞スフェロイドを培地 20 l 中に 10 個回収し、80 l のトリプシン溶液を

加え、37C、5 分処理後、ピペッティングにより細胞スフェロイドを破壊することで、細胞懸濁液を得

た。得られた細胞懸濁液を用いて、トリパンブルー色素排除を指標に、スフェロイド当たりの細胞数

と生存率を計測した。 

 

【7】HepG2 細胞スフェロイドからのアルブミン放出性 

DMEM 培地を用いて回収した small、medium、large、extra large サイズの HepG2 細胞スフェロ

イドを、それぞれ 67、25、12、7 スフェロイド/well となるように 6 well 細胞培養プレートに播種した。

別途、懸濁状の HepG2 細胞を、40 個のスフェロイドとほぼ同じ細胞数になるように、110５ 

cells/well で播種した。24 時間培養後に上清を回収し、測定まで80C で保存した。上清中に放出

されたヒトアルブミンの濃度は、Human Albumin ELISA Quantitation Set (Bethyl Laboratories、

Montgomery、TX、USA)を利用して、製造プロトコルに従って測定した。 

 

【8】Ethoxyresorufin-O-deethylase（EROD）アッセイ 

CYP1A1 活性は 7-etoxyresorufin の代謝を利用した EROD アッセイにより評価した。8104 

cells/well で懸濁状態の HepG2 細胞および HepG2 細胞スフェロイドを、10 M の 7-etoxyresorufin

を含む培地中で 24 well 細胞培養プレートに播種した。使用した small、medium、large、extra large

サイズの HepG2 細胞スフェロイド数は、それぞれ 35、20、14、9 個であった。遮光しながら 1 時間イ

ンキュベートした後、7-etoxyresorufin の代謝物由来の蛍光を、FluoroMax-4 分光蛍光光度計

（HORIBA、Ltd.、Kyoto、Japan）によって検出した。 

 

【9】統計学的解析 

有意差検定は、二群間の比較にスチューデントの t 検定（両側検定）を、三郡以上の比較にはタ

ーキー-クラマー(Turkey-Kramer)法による多重比較検定を実施した。また、P0.05 を統計学的に有
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意とした。 

 

第 2 章 実験の部 

 

【1】試薬 

5,6-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester （CFSE）は Dojindo Laboratories（熊本、日本）

から購入した。他の試薬は第 1 章と同様のもの、もしくは市販の特級品を用いた。 

 

【2】細胞株 

マウス結腸癌細胞 colon26 細胞は、公益財団法人がん研究会から供与を受けた。Colon26 細胞

は、10非動化 FBS、0.15 炭酸水素ナトリウム、100 units/ml ペニシリン、100 mg/ml ストレプト

マイシン、2 mM L-グルタミンを添加した RPMI培地で、37 C、 5 CO2、加湿条件下で培養した。 

 

【3】実験動物 

6 週齢の BALB/c 系雌性マウスを日本 SLC 株式会社（静岡、日本）より購入し、コンベンショナル

環境下で標準餌と水を与えて飼育した。すべての動物実験は、京都大学大学院薬学研究科の動

物実験委員会の承認を得て行った。 

 

【4】PDMS 製マイクロウェルの作製 

PDMS 製マイクロウェル作製は、第 1 章と同様の方法で行った。 

 

【5】細胞スフェロイドの作製 

細胞スフェロイドの作製は、第 1 章と同様の方法で行った。 

 

【6】細胞スフェロイドのサイズ、細胞数、生存率の測定 

細胞スフェロイドのサイズ、細胞数、生存率の測定は、第 1 章と同様の方法で行った。 

 

【7】Real-time PCR 法 

Colon26 細胞からの total RNA 抽出は、Sepasol-RNA I Super G（ナカライテスク、京都、日本）を

用いて行った。RNA 濃度は Nanodrop 2000 spectrophotometer（Thermo Fisher Scientific Inc., MA, 

USA）を用いて測定した。逆転写は、ReverTra Ace qPCR RT Kit（TOYOBO、大阪、日本）を用い

て行った。mRNA 発現の定量的解析には、StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems（Thermo 

Fisher Scientific Inc., MA,USA）を用いて定量的リアルタイム PCR を行った。インテグリン1 のオリ

ゴヌクレオチドプライマーには、 forward（5’-GCAACGCATATCTGGAAACTTG-3’）と reverse

（5’-CAAAGTGAAACCCAGCATCC-3’）を、CD44 のオリゴヌクレオチドプライマーには、forward

（5’- TTCATCCCAACGCTATCTGTG-3’）と reverse（5`-CGAAGGAATTGGGTAGGTCTG-3’）を、
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フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー に は 、 forward

（5’-CTTTGGCAGTGGTCATTTCAG-3’）と reverse（5’-ATTCTCCCTTTCCATTCCCG-3’）を、-

ア ク チ ン の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー に は 、 forward

（5’-CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC-3’）と reverse（5’-ATGGAGCCACCGATCCACA-3’）

を利用した。DNA 増幅条件として、95C 3 秒、60C 30 秒を 40 サイクル繰り返した。増幅産物は、

fluorescent dye SYBR green のインターカレーションを利用して検出した。標的遺伝子の mRNA 発

現に対する相対定量時の標準として、-アクチンを用いた。 

 

【8】細胞増殖の評価 

PNIPAAm をコートすることで細胞接着を抑制した 24 well 細胞培養プレートに 40 個の colon26

細胞スフェロイドを播種した。懸濁状の colon26 細胞は 1104 cells/well で 6 well 細胞培養プレート

に播種した。48、96時間後のインキュベート後、トリパンブルーを用いて細胞数を測定した。細胞増

殖率は各時間の細胞数を最初に播種した細胞数で除することで計算した。 

 

【9】肺転移モデルマウスの作製 

懸濁状の colon26 細胞 1.5104 個とこの細胞数に相当する細胞数を含む colon26 細胞スフェロ

イドをマウス尾静脈より移植後、21 日後に肺を摘出し、肺湿重量を測定した。ここで用いた small、

medium サイズの colon26 細胞スフェロイド数は、それぞれ 17 個、7 個であった。また、同様に別途

作製した肺転移モデルマウスに、気管支より墨汁を投与することで、転移結節を可視化した。 

さらに、肺転移巣形成効率を評価することを目的に、移植する細胞数を変えて同様の検討を行

った。懸濁上の colon26 細胞 1.5104 個、1.510５個をマウス尾静脈より移植する群と、small サイズ

の colon26 細胞スフェロイドを 3 個（細胞数 1.7103 個相当）、9 個（細胞数 5103 個相当）、27 個

（細胞数 1.5104 個相当）移植する群を準備し、移植から 21 日後に肺を摘出し、肺湿重量を測定し

た。 

 

【10】肺の透明化による CFSE 標識 colon26 細胞の検出 

組織透明化技術 CUBIC を用いて肺を透明化した[55]。まず、懸濁状の colon26 細胞ならびに

colon26 細胞スフェロイドに Opti-MEM™（Thermo Fisher Scientific Inc., MA,USA）で希釈した

10M CFSE を添加し、で 37C、5 CO2 で 15 分インキュベートした。細胞数 1.5104 個相当の

CFSE 標識 colon26 細胞ならびに colon26 細胞スフェロイドをマウス尾静脈より移植し、2 分後に肺

を摘出し、4%パラホルムアルデヒドで O/N インキュベートすることで固定した。固定した肺を、尿素、

Triton X-100 （和光純薬工業、大阪、日本）、N,N,N',N'-tetrakis(2-hydroxypropyl)ethylenediamine

（東京化成工業、東京、日本）を含む脂質除去液に浸透させることで、透明化を施した。透明化し

た肺は蛍光顕微鏡 BZ-710（Keyence、大阪、日本）にて観察した。 

 

【11】統計学的解析 
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第 1 章と同様の方法で行った。 

 

第 3 章 実験の部 

 

【1】試薬 

低酸素応答性蛍光試薬 mono azo rhodamine（MAR）は五稜化薬社より購入した。抗 HIF-1抗

体、抗 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）抗体は Abcam社（CB, UK）より購入し

た。2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate（DCFDA）は Thermo Fisher Scientific 社より購入した。

MTT 試薬は Sigma-Aldrich 社（DA, DE）より購入した。他の試薬は第 1 章、第 2 章と同様のもの、

もしくは市販の特級品を用いた。 

 

【2】細胞株 

マウス Mφ 様細胞株 J774.1 細胞、マウス乳癌細胞株 4T1 細胞は American Type Culture 

Collection 社（Rockville、MD、USA）から購入した。これら細胞は、10非動化 FBS、0.15 炭酸

水素ナトリウム、100 units/ml  ペニシリン、100 mg/ml ストレプトマイシン、2 mM L-グルタミンを添

加した RPMI 培地で、37C、 5 CO2、加湿条件下で培養した。 

 

【3】PDMS 製マイクロウェルの作製 

PDMS 製マイクロウェル作製は、第 1 章と同様の方法で行った。 

 

【4】細胞スフェロイドの作製 

細胞スフェロイドの作製は、第 1 章と同様の方法で行った。 

 

【5】細胞スフェロイドのサイズ、細胞数、生存率の測定 

細胞スフェロイドのサイズ、細胞数、生存率の測定は、第 1 章と同様の方法で行った。J774.1 細

胞スフェロイドはピペッティングにより崩壊させた。 

 

【6】J774.1 細胞スフェロイドからの TNF-α 産生 

細胞数が 1105 個相当の懸濁状の J774.1細胞または各サイズの J774.1細胞スフェロイド（large; 

18 個、extra large; 14 個）を 96 well 細胞培養プレートに播種し 1 時間インキュベートした。その後、

Opti-MEM™で希釈した 100 l の 10 ng/ml リポポリサッカライド（LPS）を添加し、37C で 8 時間さ

らにインキュベートした。その後、上清を回収し、上清中に含まれる TNF-α 濃度を OptEIA mouse 

TNF ELISA kit（Becton Dickinson, MA, USA）を用いて定量した。 

 

【7】Real-time PCR 法 

方法は第 2 章と同様に行った。Connexin 43 のオリゴヌクレオチドプライマーには、forward
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（ 5’-TACCACGCCACCACCGGCCCA-3’ ） と reverse

（5’-GGCATTTTGGCTGTCGTCAGGGAA-3’）を、M-sec のオリゴヌクレオチドプライマーには、

forward （ 5’-AGGAGGAGTCTGCGAAGAAGA-3’ ） と reverse

（5`-GGCAGTGGACCATCTAACTCG-3’）を、iNOS のオリゴヌクレオチドプライマーには、forward

（5’-GTTCTCAGCCCAACAATACAAGA-3’）と reverse（5’-GTGGACGGGTCGATGTCAC-3’）を、

CXCL10 のオリゴヌクレオチドプライマーには、forward（5’-CCAAGTGCTGCCGTCATTTTC-3’）と

reverse（5’-GGCTCGCAGGGATGATTTCAA-3’）を、Arg-1 のオリゴヌクレオチドプライマーには、

forward（5’-TGGCTTGCGAGACGTAGAC-3’）と reverse（5’-GCTCAGGTGAATCGGCCTTTT-3’）

を、Ym-1 のオリゴヌクレオチドプライマーには、forward（5’-TTATCCTGAGTGACCCTTCTAAG-3’）

と reverse（5’-TCATTACCCTGATAGGCATAGG-3’）を、CD206 のオリゴヌクレオチドプライマーに

は、forward（5’-CCCAAGGGCTCTTCTAAAGCA-3’）と reverse（5’-CGCCGGCACCTATCACA-3’）

を 、 GAPDH の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー に は 、 forward

（5’-AGGTCGGTGTGAACGGATTTG-3’）と reverse（5’-TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA-3’）

を利用した。DNA 増幅条件として、95C 3 秒、60C 15 秒、72C15 秒を 40 サイクル繰り返した。標

的遺伝子の mRNA 発現に対する相対定量時の標準として、GAPDH を用いた。対照群として、M1

型 J774.1 細胞の場合、インターフェロン（FN）-50 ng/mL と LPS 10 ng/ml を、M2 型 J774.1 細胞

の場合、IL-4 20 ng/ml をそれぞれ含む RPMI 培地で 24 時間培養することで Mの分化を誘導し

た。 

 

【8】低酸素領域の観察 

ジメチルスルホキシド（DMSO）を用いて希釈した1 M MARを含むRPMI培地を用意し、J774.1

細胞を通常大気圧下もしくはアネロパック（三菱ガス化学、東京、日本）で誘導した低酸素環境で、

37C で 6 時間培養した。同様にマイクロウェル基板に入った状態で、MAR 溶液を添加し、通常大

気圧下で 37C で 6 時間培養した。最後に、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）で洗浄後、BZ-710 で蛍

光観察を行った。 

 

【9】HIF-1α のタンパク質のウェスタンブロット法による検出 

50 mM トリスヒドロキシメチルアミノメタン、150 mM 塩化ナトリウム、1% NP-40、0.5% デオキシ

コール酸ナトリウム、0.1% ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）、プロテアーゼ阻害剤カクテル（ナカライ

テスク）から成る細胞溶解液を用いて、懸濁状の J774.1 細胞または extra large サイズの J774.1 細

胞スフェロイドからタンパク質を抽出した。1M ジチオスレイトールでタンパク質を変性後、10%ポリ

アクリルアミドゲルを用いて SDS-PAGE 電気泳動を行った。ポリフッ化ビニリデン膜への転写後、

Blocking One（ナカライテスク、京都、日本）を用いて 30 分間のブロッキングを行った。次に、抗

HIF-1α 抗体（1,000 倍希釈）、もしくは抗 GAPDH 抗体（10,000 倍希釈）を用いて一次抗体処理を

行い、続いて HRP 標識二次抗体（2,000 倍希釈）処理し、Immobilon Western Chemiluminescent 

HRP Substrate（Merck Millipore, MA, USA）を添加後、LAS-3000（富士フィルム、東京、日本）で
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観察を行った。得られたタンパク質由来のバンド画像より、画像処理ソフト ImageJ を用い、画像解

析を行うことでバンド強度を定量化した。 

 

【10】活性酸素種（ROS）由来の蛍光強度の検出 

HBSS で希釈した 25 M DCFDA で J774.1 細胞を処理後、スフェロイド化を行った。72 時間の

培養後、ピペッティングで J774.1 細胞スフェロイドを崩壊させ、得た懸濁液を 4% PFA で 15 分間氷

上で固定し、用いてフローサイトメーターGallios（Beckman Coulter Inc., CA, USA）を用いて、ROS

由来の蛍光強度解析を行った。対照群として、アネロパックで誘導した低酸素環境で単層培養し

た J774.1 細胞を同様に準備した。 

 

【11】癌細胞増殖抑制効果の評価 

トランズウェルのチャンバー下部である 12 well 細胞培養プレートに colon26 細胞ならびに 4T1

細胞 5104 個を播種し、チャンバー上部に懸濁状の J774.1 細胞または extra large サイズの J774.1

細胞スフェロイドを細胞数が約 1105 個となるように播種した。培養を行う RPMI 培地には 10 ng/ml 

LPS を添加した。37C、 5 CO2 で 48 時間培養後、チャンバー下部の癌細胞数を MTT 法を用い

て測定した。 

 

【12】統計学的解析 

第 1 章と同様の方法で行った。 

 

第 4 章 実験の部 

 

【1】試薬 

Cell Tracker™ Red CMTPX は Thermo Fisher Scientific 社より購入した。WST8 アッセイに用いる

生細胞数測定試薬 SF はナカライテスクより購入した。他の試薬は、第 1 章から第 3 章と同様のもの、

もしくは市販の特級品を用いた。 

 

【2】細胞株 

Colon26 細胞の培養は第 2 章と同様に行った。 

 

【3】実験動物 

腹腔 Mの回収のために 5-8 週齢の BALB/c 系雄性マウスを、担癌モデルマウスの作製のため

に 6 週齢の BALB/c 系雌性マウスをそれぞれ日本 SLC 株式会社（静岡、日本）より購入した。購入

したマウスはコンベンショナル環境下で標準餌と水を与えて飼育した。すべての動物実験は、京都

大学大学院薬学研究科の動物実験委員会の承認を得て行った。 
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【4】M2 型腹腔 Mの誘導 

4% チオグリコレート培地をマウス腹腔に投与し、4 日後 4ml PBS をマウス腹腔に投与後 2 分程

度の腹部マッサージし、PBS を回収した。回収した PBS を 300 g で 10 分間遠心することで腹腔 M

を得た。得られた腹腔 Mを 15 cm dish に播種し 1~2 時間後、20 ng/ml の IL-4 を添加した RPMI

培地で 24 時間培養することで、M2 型への誘導を行った。誘導した M2 型腹腔 Mは 0.1 M リドカ

インを用いて剥離し以降の検討に用いた。 

 

【5】PDMS 製マイクロウェルの作製 

PDMS 製マイクロウェルは、第 1 章と同様の方法で作製し実験に用いた。 

 

【6】細胞スフェロイドの作製 

基本的には第 1 章と同様の方法で作製したが、large サイズのマイクロウェル基板を使用し、播種

する総細胞数を 2106 個とした。播種する細胞個合比を colon26 細胞:M2 型腹腔 Mが 1:0、1:1、

1:2、1:3 となるように調節することで、4 種類の colon26 細胞スフェロイド並びに混合細胞スフェロイ

ドを作製した。 

 

【7】細胞スフェロイドのサイズ、細胞数、生存率の測定 

細胞スフェロイドのサイズ、細胞数、生存率の測定は、第 1 章と同様の方法で行った。 

 

【8】colon26 細胞/M2 型腹腔 Mからなる混合細胞スフェロイドの細胞分布 

混合細胞スフェロイドにおける colon26 細胞と M2 型 Mの分布を明らかにするために、Cell 

Tracker™ Red CMTPX で colon26 細胞を、CFSE で M2型 Mを標識した。これらの細胞を用いて、

上記と同様な方法で混合細胞スフェロイドを作製した。得られた蛍光標識細胞スフェロイドは、蛍

光顕微鏡 BZ-710 を利用して観察した。 

 

【9】フローサイトメトリーによる細胞スフェロイドの細胞構成比の解析 

上記と同様な方法で作製した蛍光標識細胞スフェロイドをトリプシンにより均一に懸濁した。得ら

れた懸濁液を用いて、フローサイトメーターGallios にて、各細胞由来の蛍光強度解析を行った。 

 

【10】肺の透明化による蛍光標識混合細胞スフェロイドの検出 

上記と同様な方法で作製した蛍光標識細胞スフェロイドを使用し、肺に塞栓した混合細胞スフェ

ロイドの顕微鏡観察を行った。肺の透明化は第 2 章と同様の方法で行った。 

 

【11】担癌モデルマウスの作製 

担癌モデルマウスの作製には、M2 型腹腔 Mの影響がでやすいと考えられる colon26 細胞と

M2 型腹腔 Mを 1:3 の割合で播種したものを使用した。肺転移モデルマウスの作製は第 2 章とほ
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ぼ同様の方法で行った。肺の摘出は移植後 16 日後とした。 

また、皮下腫瘍形成効率を評価することを目的に、懸濁状の colon26細胞 1104個とこの細胞数

に相当する細胞数を含む colon26 細胞スフェロイドをマウス背部皮下に移植後、経時的に 28 日間

腫瘍サイズを測定した。ここで用いた colon26 単独の細胞スフェロイドと混合細胞スフェロイドのスフ

ェロイド数は、それぞれ 4 個、16 個であった。 

 

【12】In vitro における細胞増殖の評価 

Colon26 細胞単独のスフェロイドと混合細胞スフェロイドそれぞれ 1 つを 96 well 細胞培養プレー

トに播種後、顕微鏡を用いて経時的に形態観察を行った。また、別途同じく各種細胞スフェロイド

を準備し、WST8 アッセイを製品プロトコルに準じて行った。 

 

【13】統計学的解析 

第 1 章と同様の方法で行った。 
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