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研究成果の概要（和文）：予後不良な膵臓癌において、膵癌細胞の増殖にオートファジーが関与しているが、膵
癌周囲の膵星細胞とオートファジーの関連の報告は本研究計画時にはなかった。そのため、膵癌間質におけるオ
ートファジーの役割を明らかにすることを目的とした。
我々はヒト膵癌切除切片の免疫染色によって、膵癌周囲の膵星細胞のオートファジーが活性化している事を示し
た。また膵星細胞のオートファジー抑制が膵癌細胞の浸潤能を低下させることをin vitro，in vivoで示した。
さらに正常膵星細胞のオートファジーを亢進させると、膵星細胞が活性化することも示した。これらは国内外の
学会，英文雑誌に報告した。

研究成果の概要（英文）：Autophagy is involved in the proliferation of pancreatic cancer cells in 
pancreatic cancer, but reports on the relation between pancreatic stellate cells surrounding 
pancreatic cancer and autophagy were not reported at the time of this study. Therefore, we aimed to 
clarify the role of autophagy in pancreatic cancer stroma.
We showed that autophagy of pancreatic stellate cells surrounding pancreatic cancer is activated by 
immunostaining of human pancreatic cancer section. We also showed that autophagy suppression of 
pancreatic stellate cells reduces invasive ability of pancreatic cancer cells in vitro and in vivo. 
Furthermore, we showed that pancreatic stellate cells are activated by enhancing autophagy in normal
 pancreatic stellate cells. We reported to domestic and international academic societies and English
 journals.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
膵臓癌を代表とする難治性固形腫瘍は、早
期から浸潤、転移を生じ、発見時に既に治癒
切除が困難である事が多い。しかしその多く
が放射線照射、化学療法抵抗性であり治療抵
抗性である。特に膵癌は 5 年生存率はここ
30 年間でほとんど改善が無く、治療法の開
発は社会的緊急性・重要度が高い。唯一の根
治療法である外科的切除が可能な時期に、膵
癌を検知して手術を行うことが、予後改善の
ために必要であるが、膵癌の早期発見は非常
に困難であるため、外科的切除が施行できる
割合は全体の 15～20%に過ぎない。膵癌の早
期診断のためには、膵発癌機序の解明と早期
診断マーカーの探索が必要不可欠である。 
オートファジーは細胞成分をリサイクル
する代謝機構であり、細胞機能維持のために
活発にコントロールされている。細胞が飢餓
などのストレス下にあると、細胞生存のため
のエネルギー再分配のためにオートファジ
ーは亢進する。しかし生存維持への試みが失
敗すると、オートファジーは細胞死を誘導す
る（Levine B, Cell,2008）。オートファジー
のこの双方向性の役割は、腫瘍形成の際にも
当てはまり、発癌予防に働く一方で、エネル
ギー供給により進行癌の発育を促進する
（ Kimmelman AC, Genes & 
development,2011）。膵癌標本におけるオー
トファジーの活性化は予後不良と相関する
と報告され、膵癌細胞株のオートファジーは
肺癌や乳癌の細胞株と比較して著明にオー
トファジーが活性化していた。（Fujii, 
Cancer science,2008）。膵癌間質における過
剰な線維化は、desmoplasia と呼称され、膵
癌に顕著な病理学的特徴とされる。
desmoplasiaの形成主体である活性型膵星細
胞は、浸潤癌の段階での癌細胞に対して、腫
瘍促進的に働くだけでなく (Vonlaufen, 
Cancer Research, 2008)、desmoplasia を形
成することによって、間質圧の上昇と血管の
圧排を引き起こし、薬剤送達効率を低下させ
て膵癌の治療抵抗性を高めることが明らか
になっている(Olive, Science, 2009)。肝星細
胞のオートファジー活性化が肝線維化を促
進し、オートファジー抑制剤によって肝線維
化が抑制されることが報告されているが
（Virginia, Gastroenterology,2012）、膵星細
胞とオートファジーの関連の報告は現時点
ではない。膵癌の発癌や進展過程における周
囲微小環境の重要性が明らかになるに従い、
微小環境も発癌の進展に伴って段階的に進
展する概念が提唱されており、それは 3 つの
段階(construction, expansion, maturation)
から成立するとされている(Barcellos-Hoff, 
Nature Reviews. Cancer, 2013)。臨床的にも、
間質に炎症や線維化が存在する臓器で、腫瘍
の発生が有意に増加することが知られてい 
る。微小環境の構成要素の中でも、炎症が膵
発癌過程に寄与する分子生物学的知見の集
積は進んでいるが、線維化が膵発癌過程に与

える詳細な機序を明らかにした報告はほと
んどない。 
細胞外基質の沈着は、前癌病変である

PanIN 病変周囲にも認めるが (Erkan, 
Nature  Reviews. Gastroenterology & 
hepatology, 2012)、膵における癌化のプログ
ラミングの初期段階で、局所の膵星細胞が、
発癌に対して促進的に作用しているのか、そ
れとも抑制的に作用しているのかは、未だ明
らかになっていない。申請者らは、以前より
癌間質研究を推進しており (Ohuchida, 
Cancer Research, 2004)、最近では膵癌
desmoplasia を対象とした間質標的治療の
有効性も報告し、肺線維症治療薬である
Pirfenidone が、膵癌間質を減少させてジェ
ムザールの抗腫瘍効果を増強させることを
明らかにした (Kozono, CancerResearch, 
2013)。また、癌細胞の浸潤メカニズムにも
注目し、膵癌細胞が細胞外マトリックスを分
解するだけでなく、EMT によって増強され
る コ ラ ー ゲ ン の 内 在 化 (collagen 
internalization)によって浸潤能を増すこと
(Ikenaga, PLoS one,2012)を報告した。さら
に、膵癌 desmoplasia を形成する膵星細胞
に機能的な heterogeneity が存在し、癌細胞
浸潤を増強する特定の subpopulation の存
在 も 明 ら か に し た (Ikenaga, 
Gastroenterology, 2010)。 
 
２．研究の目的 
膵癌間質におけるオートファジーの役割
および、膵発癌過程における間質の機能的な
関与とそのメカニズムを明らかにする。この
機序の解明によって、発癌の初期における間
質の役割の解明、さらには、発癌高リスク間
質因子の同定や、間質の発癌誘導メカニズム
の制御を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト膵癌切除切片を用いて、蛍光免疫
組織化学染色によって、膵星細胞のオートフ
ァジー活性を評価する。 
（２）ヒト膵癌切除切片から樹立した膵星細
胞を用いて、膵癌細胞株と共培養を行い、膵
癌細胞株の浸潤能を評価する。さらに、オー
トファジー抑制剤や siRNA，shRNA によるオ
ートファジー必須遺伝子の抑制を行い、膵星
細胞のオートファジーを抑制した際の膵癌
細胞株の浸潤能の変化を評価する。 
（３）膵星細胞のオートファジーを抑制した
際の膵星細胞の変化を評価する。 
（４）膵癌細胞株と膵星細胞をマウスの膵に
共移植し、膵星細胞のオートファジーを抑制
した際の変化を評価する。 
（５）正常膵星細胞を用いて、癌上清を添加
した場合やオートファジーを活性化した場
合の変化を評価する。 
 
４． 研究成果 
（１）ヒト膵癌切除切片を用いた蛍光免疫組



織化学染色を行った。活性化膵星細胞のマー
カーとしてαSMA，オートファジーのマーカ
ーとして LC3，核染色に DAPI を用いた。αSMA
陽性の活性化膵星細胞の一部がLC3陽性であ
り（下図）、膵癌組織の活性化膵星細胞の中

に、オートファジーが亢進した細胞が存在す
ることが示唆され、全国学会および英文雑誌
で報告した。 
（２）ヒト膵癌切除切片から樹立した 3種類
の膵星細胞を用いて、間接共培養した膵癌細
胞株（SUIT-2,Panc1,AsPC-1）の浸潤能およ
び遊走能の変化を評価した。さらに、オート
ファジー抑制剤であるクロロキンを用いて、
その変化を評価した。膵星細胞との間接共培
養によって、膵癌細胞株の浸潤能および遊走
能は有意に亢進し、クロロキン添加によって
この亢進は有意に減弱した。膵癌細胞株単独
での浸潤能・遊走能にはクロロキン添加は有
意な変化を示さず、クロロキンが膵星細胞の
オートファジー抑制を介して、膵癌細胞株の
浸潤能・遊走能を抑制した可能性が示唆され
た（下図）。 

 さらに、siRNA を用いてオートファジー必
須遺伝子である Atg5 もしくは Atg7 を膵星細

胞において抑制し、膵星細胞のオートファジ
ーを抑制した。膵星細胞におけるオートファ
ジー抑制は、間接共培養した膵癌細胞株の浸
潤能・遊走能を低下させた。また、hTERT お
よび SV40LargeT をレンチウイルスで導入し
て不死化した膵星細胞に、Atg7 を標的とした
shRNA を導入したところ、不死化膵星細胞の
オートファジーは抑制された。このオートフ
ァジーを抑制した不死化膵星細胞と間接共
培養した膵癌細胞株は、コントロールの不死
化膵星細胞との間接共培養と比較して、浸潤
能および遊走能が亢進していた。これらの結
果から、膵星細胞のオートファジーが、癌間
質相互作用を介して膵癌細胞の浸潤能・遊走
能を亢進させている可能性が示唆され、全国
学会および英文雑誌に報告した。 
（３）Atg7 を標的とした 2種類の shRNA によ
ってオートファジーを抑制した不死化した
膵星細胞とコントロールの不死化膵星細胞
の mRNA を比較した。不死化膵星細胞は 3 種
類の異なる患者由来のものを用いた。オート
ファジー抑制によって共通の変化を示した
のは、α平滑筋アクチン，Ⅰ型コラーゲン，
フィブロネクチン，インターロイキン 6であ
った。これらのタンパクレベルでの低下を
western blotting もしくは ELISA assay によ
って確認した。α平滑筋アクチンの低下から
膵星細胞の活性化低下が示唆されたため、細
胞質内の脂肪滴を bodipy 染色によって評価
した。オートファジー抑制によって細胞内脂
肪滴数は増加し、膵星細胞の活性化低下をさ
らに示唆する結果であった（下図）。さらに、
膵星細胞のオートファジー抑制によって低
下した、間接共培養下の膵癌細胞株の浸潤能

は、インターロイキン 6添加によって回復し
た。これは膵星細胞のオートファジーがイン
ターロイキン 6分泌を介して、膵癌細胞株の
浸潤能を亢進させていることを示唆した。こ
れらの結果は、国内外の学会，英文雑誌で報
告した。 
（４）ルシフェラーゼを発現した膵癌細胞株
をマウス膵に移植し、IVIS imaging system
を用いて、膵癌細胞の成長を継時的に評価し
た。膵星細胞のオートファジーが in vivo で
の膵癌細胞の増殖や浸潤・転移に与える影響
を検討する為に、①ルシフェラーゼ発現膵癌
細胞株単独移植群，②コントロールの不死化
膵星細胞の共移植群，③オートファジーを抑
制した不死化膵星細胞の共移植群、の 3群で



比較検討を行った。膵星細胞の共移植によっ
て、膵癌細胞の成長や肝転移，腹膜播種は有
意に亢進し、膵星細胞におけるオートファジ
ーの抑制はこの効果を有意に減弱した（下
図）。この結果は、膵星細胞のオートファジ

ーが in vivo での膵癌細胞の成長，転移を促
進していることを示唆しており、全国学会お
よび英文雑誌に報告した。 
（５）ヒト胎児膵由来の膵星細胞（HPaSteC
細胞）を用いて、正常膵星細胞のオートファ
ジー誘導が、膵星細胞に与える影響を検討し
た。一般的なオートファジー誘導である飢餓
条件やラパマイシン添加だけでなく、膵癌培
養上清添加によっても、正常膵星細胞のオー
トファジーが亢進することを、western blot
によるLC3-Ⅱの上昇とp62の低下から示した。
さらに、このオートファジー亢進にはリン酸
化 AMPK の上昇とリン酸化 mTOR の低下を伴っ
ていることも発見し、AMPK-mTOR 経路の関与
が示唆された。さらに、これらのオートファ
ジー誘導によって、α平滑筋アクチン，Ⅰ型
コラーゲン，フィブロネクチンは上昇してい
た（下図）。細胞質内の脂肪滴を bodipy 染色

によって評価したところ、オートファジー誘
導によって細胞内脂肪滴数は減少し、膵星細
胞の活性化をさらに示唆する結果であった。
これらの結果から、膵星細胞のオートファジ
ーは、膵星細胞の活性化に必要であることが
示唆され、国内外の学会，英文雑誌で報告し
た。 
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