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緒 言 

 
少数転移乳癌（Oligometastatic Breast Cancer：OMBC）とは、転移臓器数や大きさ、個数が限られた転移乳癌のこ

とである。これまでは、転移の大きさや個数が少ないOMBCに対しても、転移乳癌として薬物療法を中心に緩和的治

療が行われてきた。転移乳癌では、治癒を目指した治療はタブー視されてきたのが現状であった。しかし近年、転移の

少ない症例では、十分な薬物療法の上で切除や放射線治療などの局所治療を加えることにより予後が改善されるとの報

告がなされるようになった。我々の施設では以前から OMBC に対して積極的な集学的治療を行っており、2012 年に

後方視的な解析を報告している。1980～2010年のOMBC 75例では20年生存率が34%であり、転移乳癌の長期生存

3～4%と比較すると、極めて高いものであった［1］。また、乳癌肺転移症例に対して化学療法に加え転移巣切除を行っ

た場合、OMBC 症例では 5 年生存率が 92%もあることを報告した。さらにOMBC とnon-OMBC で癌幹細胞の割合

を肺転移巣で比較すると、OMBCでは9%に対してnon-OMBCでは73%と有意にOMBCでは癌幹細胞の割合が低か

った。腫瘍の不均一性や薬剤抵抗性の温床となると考えられている“癌幹細胞”の割合が大きく異なるという研究結果

より、OMBC には non-OMBC とは異なる分子生物学的特徴が存在し、良好な予後に寄与しているのではないかとの

着想に至った［2］。しかし、OMBC の分子生物学的特徴についての研究はほとんど報告はない。そこで本研究では、

前向きのトランスレーショナルリサーチとして、OMBC の分子生物学的特徴を明らかにする。転移乳癌の臨床検体を

用いた発現解析の問題点として、転移巣の生検は難しく、検体量不足により、様々な解析アプリケーションへの応用が

難しいことが挙げられる。そこで、本研究では新たに転移巣の生検検体から腫瘍オルガイドを作製することでこの困難

を解消する。腫瘍オルガノイドとは癌組織から採取した細胞塊をマトリゲル・細胞外マトリックス内で三次元的に培養

して形成された立体組織で、生体内での癌組織に近い状態で解析可能である。増殖能が保持され、腫瘍自体の遺伝子変

異も受け継がれているため、検体量を増やすことができ、腫瘍の遺伝子発現の経時的変化や形質変化も観察できる［3］。
一方、乳癌でのオルガノイド作製の報告は近年なされたもので、乳癌はPatient-derived cultureが難しいという問題が

ある。そこで我々はオルガノイドのみならず Conditionally reprogrammed cell（CR 細胞）に注目した。CR 細胞は

Rho-kinase inhibitorを添加した培養液でマウスの線維芽細胞であるSwiss J2 3T3細胞と共培養することで、短期間

で培養細胞を樹立できる新しい細胞培養系で、その性質は原発腫瘍を継承していることが報告されている［4］。 
これらの手法を用いて、少数転移乳癌の分子生物学的特徴を明らかにし、どのような転移乳癌に集学的治療を行う必

要があるのかの指標を確立することを目指す。 
 

方 法 

 
1． オルガノイドおよびConditionally Reprogrammed cellの樹立 
乳癌原発および転移巣からの培養細胞の樹立を行なった。原発巣およびOMBCの肝転移巣からオルガノイドを作製

した。14Gの針生検を用いて腫瘍組織を採取し、プロトコールに従い処理をした［3］。一方、CR細胞の作製も同時に

行なった。同様に針生検で得たサンプルを処理し、Rho-kinase 阻害薬のY-27632を添加し、30 Gyの放射線を照射し

たSwiss-J2 3T3 細胞とともに共培養した［4］。 
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2.  マイクロアレイ解析 
乳癌原発巣から樹立したCR細胞よりNucleoSpin® RNA XSを用いてRNAを抽出し、SurePrint G3 Human GE 

microarray kit Ver 2.0（Agilent Technologies）を用いてマイクロアレイ解析を行なった。 
3.  DNAターゲットシークエンス 
乳癌原発巣から樹立した CR 細胞より NucleoSpin® Tissue XS を用いて DNA を抽出し、QIAseq Targeted DNA 

Panelsを用いて、乳癌において高頻度で変異を持つ93遺伝子の変異を解析した。 
4. 異種移植実験 
乳癌原発巣から樹立したCR細胞5×10６細胞を100μlのマトリゲル内に溶解し、7週齢の雌のヌードマウスの乳腺

下に注入した。同時に17β-エストラジオールペレットを皮下に挿入した。 
5. 薬剤スクリーニングアッセイ 
乳癌転移巣から樹立したCR細胞を96 well low-attachment multi well plateで培養しtumorsphereを形成させた。

Cambridge cancer compound（Selleck chemicals）を添加してから36時間後にCellTiter-Glo® 3D cell viability assay
を用いて細胞の生存率を解析した。 
 

結 果 

 

1． 乳癌オルガノイド・CR細胞の作製 
OMBC からのオルガノイドを作製する前に原発巣から少量のサンプルで培養細胞を作製できるかどうかを検討した。

各プロトコールに従い、乳癌原発巣からオルガノイドと CR 細胞を作製したところ、オルガノイドは 4 例中 0 例で、

CR細胞は4例中3例で培養細胞が樹立できた。腫瘍オルガノイドを実験系として用いることができなかったため、CR
細胞を用いてその後の実験を行うこととした。原発巣からの CR 細胞は検体採取後 2 週間から 4 週間で樹立可能であ

った（図1）。 

 
図1．原発巣からのCR細胞 

40倍、スケールバーは100μmを示す。 
 

2． 原発巣とCR細胞の遺伝子発現の比較 
パイロット試験として、原発巣の腫瘍細胞とCR細胞の持つ遺伝子発現を比較した。マイクロアレイ解析を行い、原

発巣に比較しCR細胞で発現上昇した遺伝子162遺伝子と、発現低下した遺伝子271遺伝子を対象としてKEGGパス

ウェイ解析を行なったところ、細胞接着に関与する因子が変動していた（図2A）。 
3． 原発巣とCR細胞の遺伝子変異の比較 
次に原発巣の腫瘍細胞とCR 細胞の持つ遺伝子変異を比較した。乳癌での変異が高頻度である 93 遺伝子のDNA タ

ーゲットシークエンスを行い、原発巣では119遺伝子に変異が、転移巣では118遺伝子に変異が同定された。変異遺伝

子と、変異部位を考慮した場合、96%のオーバーラップがあることが示された（図2B）。さらに、早期の継代のCR細

胞の遺伝子変異の割合が原発巣とほぼ同等であることから、腫瘍内の遺伝子変異の不均一性が保たれている可能性が示

唆された（表1）。 
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図2．乳癌原発巣とCR細胞の比較 

a） 原発巣とそれと対応するCR細胞の3継代目のRNAを採取しマイクロアレイ解析を行なった。

KEGGパスウェイ解析により4つの特徴が同定された。 
b） 原発巣とそれと対応するCR 細胞の 3 継代目のDNA を採取し 93 遺伝子に対してターゲット

シークエンス解析を行なった。2グループにおける遺伝子変異数を示す・ 
 
 

表1．代表的な遺伝子における変異の部位、割合、変異の種類 
Gene  Mutation  Tissue  CR cells     

RAD50  TA>T  0.0365  0.0437  L719 fs  

BLM  GA>G  0.0413  0.0285  G512 fs  

KMT2C  CT>C  0.0689  0.0502  K2707 fs  

 
4． 少数転移からのCR細胞の樹立 
原発巣での実験結果を踏まえ、OMBC の肝転移巣のからのCR 細胞を樹立した。原発巣からのCR 細胞と比較し樹

立に約6週間の時間を要した。この細胞を用いて薬剤スクリーニングを行ない、細胞の生存率をコントロールのDMSO
と比較し25％以下に抑える薬剤を66個同定した。これらの薬剤のターゲットを解析するといくつかの重要なパスウェ

イが亢進していることが示された（表2）。 
 

表2．感受性のある薬剤のターゲット分子 
EGFR PI3K 
ER/PR receptor PLK 
FGFR VEGFR 
mTOR Aurora kinase 
PDGFR Bcr-Abl 
Topoisomerase  

感受性ありと判断した66の薬剤がターゲットとしている主な分子 
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考 察 

 
本研究ではOMBCの肝転移巣から、比較的簡便に培養細胞系を樹立できることが示された。今回用いたCR細胞は

conditionally（ある条件下で）reprogrammed（リプログラミングされる）という新しい細胞培養システムであり、非

常に少量の検体量から数週間という短期間で樹立が可能である。特にOMBCは、臨床的に進行が緩やかな傾向にあり、

分子生物学的には幹細胞の比率も少ないため、樹立に時間を要する可能性があったが、原発巣と比較し4週間程度の差

にとどまった。腫瘍オルガノイドを用いてOMBCの特徴を解析する計画であったが、今回プロトコールに従い培養を

試みたが作製することができなかった。さらなる検討が必要と考える。 
本研究最大の目標であるOMBCに特徴的な分子生物学的特徴については、マイクロアレイ解析を用いると、元の腫

瘍から大きく遺伝子発現が変化していた。そこで、薬剤スクリーニングの手法を用いて、別のアプローチからCR細胞

内でアクティブとなっているパスウェイを見つけることとした。その結果、表2に示すように、通常乳癌では報告がな

いようなPLK やBcr-Ab が同定された（表 2）。今後はOMBC 以外の転移乳癌にてこれらのパスウェイがどう異なる

のかを比較検討していく必要がある。 
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