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研究成果の概要（和文）：肝内胆管癌（ICC）組織の間質にcancer associated fibroblasts、Collagen I、
III、IVが豊富に存在していた。PDGF Family、CTGF及びPDGFRa、PDGFRbの発現をヒトICC切除標本を用いて免疫
染色にて調べたところPDGF-BB、PDGF-CC、CTGFの発現およびPDGFRa、PDGFRbの発現を癌細胞のほか線維芽細胞に
も認めた。ICC細胞株に二種類のPDGFR受容体阻害剤を肝内胆管癌細胞株に添加したところ、細胞の増殖は有意に
抑制され、癌細胞自身がPDGFによるautocrineで細胞増殖している可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：The presence of cancer associated fibroblasts and collagens ( Type I, III 
and IV) was found in the stroma of intrahepatic cholangiocarcinoma (ICC) tissues. Immunoreactivity 
of PDGFs , CTGF and PDGF receptor (PDGFR) -α, -βwas found not only in cancer cells, but also in 
cancer associated fibroblasts. In in vitro experiments, two kinds of PDGFR inhibitor reduced 
proliferation of 2 types of ICC cell lines, indicating that PDGFs derived from cancer cells may 
stimulate their proliferation in an autocrine manner. 

研究分野：肝内胆管癌
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１．研究開始当初の背景 
肝 内 胆 管 癌 (intrahepatic 

cholangiocarcinoma: ICC)は発見時進行症例
が多く未だ予後不良な疾患である。組織学的
特徴として、癌細胞のほかに豊富な間質（線
維芽細胞、マクロファージ、免疫細胞、内皮
細胞、細胞外マトリックスなど）が含まれて
いることがあげられる。最近、間質の構成細
胞や細胞外マトリックスといった微小環境
が近隣の上皮系細胞の transformation を促
進し、増殖能、浸潤能、転移能といった機能
を制御していることが明らかになってきて
いることから、癌細胞以外に間質の制御も肝
内胆管癌治療においては重要であると考え
ている。 

ICCの間質内にはα-SMA陽性の癌組織内
線維芽細胞（cancer associated fibroblast : 
CAFs）のほか、I、III 型 Collagen のよう
な Fibril Collagen が豊富に蓄積されている。
CAFs の起源は肝星細胞や肝門脈領域の線維
芽細胞、骨髄から派生した血中前駆細胞があ
げられるが、いまだ明らかではなく、さらな
る検討が必要と考えられる。また、Fibril 
Collagen は、その内部にたくさんの CAFs
を含み、癌細胞を取り囲むように存在してい
る。このことから、間質内 Collagen 産生の
責任細胞は CAFsと考えられるが、そのメカ
ニズムに関しては未だあきらかでない。つま
り、どの液性因子が線維化に深くかかわり、
その液性因子はどの細胞で作られ？
autocrine または paracrineで CAFsに作用
しているのか？ということがまだ明らかに
されていない。 
肝硬変における線維化の key player とし
ては PDGF-BBや TGF-beta、CTGFがあげ
られる。そこで我々は、肝線維化にかかわる
液性因子が ICC 組織においても働いている
のか？その他にかかわる Profibrogenic 
factor が存在するのか？また産生細胞はど
の細胞か？という疑問が生じ、この研究を企
画した。また、最近の興味深い論文では
Imatinib や Sunitinibなどの PDGF受容体
kinase 阻害剤にて肝内胆管癌セルラインの
増殖能や遊走能が抑制されていることや大
腸癌細胞が EMT 変化に伴って、PDGF 
receptor (PDGFR)βを発現するようになる
という報告から、Profibrogenic factorが直接
癌細胞の behavior も制御している可能性も
考えられた。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は“肝内胆管癌組織における

profibrogenic factorsの存在とその機能を明
らかにする"ことである。肝内胆管癌は豊富な
線維化を伴う予後不良の悪性腫瘍である。癌
の増殖や進展には間質に存在する線維芽細
胞や細胞外マトリックスなどが深くかかわ
っていると報告されているが、肝内胆管癌組
織における線維化のメカニズムに関しては
未だ明らかにされていない。本研究では①肝

内胆管癌組織内線維化に深くかかわってい
る因子は何か②その profibrogenic factor が
線維芽細胞を介して、または直接的に癌細胞
にどのような影響を与えるかを明らかにす
ることである。 
 
３．研究の方法 
1) ヒ ト ICC 組 織 に お け る Collagen 
(typeI–type IV)の発現 
ヒト ICC 組織内の Collagen の存在を調べる
ため、Collagen typeI から typeIV までの免
疫染色を行った。 
 
2)ヒト ICC 組織 CAFs の characterization
と細胞分離 
ICC-CAFs の characterization を α SMA, 
PDGFRβ以外に肝臓門脈領域線維芽細胞
( Portal fibroblasts : PFs)のマーカーで
あるThy-1, Fibulin-2, 肝臓星細胞(Hepatic 
stellate cells : HSCs)のマーカーである
FascinのDABおよび蛍光二重免疫染色にて行
った。次に、Thy-1 抗体を用いた MACS にて
ICC-CAFs の分離を試みた。 
 
3)ヒト ICC 組織における PDGF family、CTGF
の発現 
ヒト ICC 組織内の PDGF-AA、 -BB、-CC、-DD、
CTGF の発現を免疫染色にて確認した。また、
局在を確認するため蛍光二重免染を行い、共
焦点顕微鏡で観察した。癌細胞のマーカーは
pan-cytokeratin、CAFs のマーカーはαSMA
を用いた。 
 
4)ヒト ICC 組織における PDGFRα、PDGFRβ
の発現 
ヒト ICC 組織内の PDGFRα、PDGFRβの発現を
免疫染色にて確認した。また、局在を確認す
るため蛍光二重免染を行い、共焦点顕微鏡で
観 察 し た 。 癌 細 胞 の マ ー カ ー は
pan-cytokeratin、CAFs のマーカーはαSMA
を用いた。 
 
5)ICC 細胞株(RBE 細胞 SSP-25 細胞)におけ
る PDGF family および PDGFRα,βの発現 
ICC 細胞株(RBE 細胞 SSP-25 細胞)における
PDGF family を RT-PCR にて、PDGFRα,βの
発現を western blot にて調べた。各々コン
トロールを肝線維芽細胞株(LX-2 細胞)とし
た。 
 
6)PDGF family のヒト ICC 細胞株増殖能への
影響 
培 養 RBE 細 胞 お よ び SSP-25 細 胞 に
Recombinant PDGFAA-CC を添加し、増殖能を
検討した。増殖能は Alamar Blue Assay を用
いて行った。 
 
7)PDGFR 阻害剤のヒト ICC 細胞株増殖能への
影響 
二 種 類 の PDGFR 阻 害 剤 (CP-673451, 



Crenolanib)の ICC 細胞株増殖能への影響を
Alamar Blue Assay にて測定した。 
 
４．研究成果 
1) ICC 組織内の免疫染色を行った結果、ICC
間質に Collagen typeI, TypeIII, TypeIV の
強い発現を認めた。癌細胞にはこれらの発現
は認めなかった。 
 
2） ICC 間質には DAB 染色でαSMA+細胞、
PDGFRβ+細胞、Thy-1+細胞、Fibulin-2+細胞、
を認め、蛍光二重免染では、αSMA 陽性細胞
は PDGFRβ+、Thy-1+、Fibulin-2+であった。
以上より ICC-CAFs は PFs マーカーを主に発
現し、PFs とよく似た細胞であると考えられ
た。ICC-CAFs の分離に関しては現在、行って
いる。 
 
3)PDGFAA-DD のうち、PDGF-BB、-CC、-DD の
発現を癌組織に認めた。傾向二重免染では癌
細胞にも CAFs にも PDGF-BB、-CC、-DD の発
現を認めた。また、CTGF においても同様の結
果を得た。 
 
4)PDGFR-α、-βの発現を癌組織に認めた。
蛍光二重免染では癌細胞にも CAFs にも
PDGFR-α、-βの発現を認めた。 
 
5)肝線維芽細胞株(LX-2 細胞)をコントロー
ルとして、PDGF-BB は RBE 細胞で 4.7 倍、
SSP-25細胞は2.2倍の発現を認めた。PDGF-CC
は RBE 細胞で 1.2 倍、SSP-25 細胞は 0.9 倍の
発現を認めた.PDGF-DD は RBE 細胞で 0.4 倍、
SSP-25 細胞は 3.7 倍の発現を認めた。また、
PDGFRα,βの発現は LX-2 細胞、RBE 細胞、
SSP-25 細胞すべてに発現していた。 
 
6)PDGFAA-DDのうち市販されているPDGF-AA、
PDGF-BB および PDGF-CC(すべて 1-80ng/ml)
を培養 RBE 細胞および SSP-25 細胞に添加し
たところ、明らかな細胞増殖効果は見当たら
なかった。 
 
7) CP-673451 を培養 RBE 細胞および SSP-25
細胞に添加したところ、ともに 2μM の添加
にて細胞増殖率は 68％、66％に抑制された。 
Crenolanib を培養 RBE 細胞および SSP-25 細
胞に添加したところ、ともに 2μM の添加に
て細胞増殖率は 70％、62％に抑制された。 
 
以上のことから癌細胞および CAFs から分泌
された PDGFs が PDGFR を介して細胞増殖にか
かわっている可能性が考えられた。 
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