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研究成果の概要（和文）：膵癌細胞株で、CCIDを形成することを見出した。癌培養上清添加で形成能が上昇した
ため、上清添加したリンパ管内皮細胞からmRNAを抽出しマイクロアレイ解析を用い、共通した遺伝子変化を見出
し、その中でS100Pに着目した。IL-6添加で、リンパ管内皮でのS100Pは発現が上昇し、リンパ管内皮細胞の遊走
能・CCID形成能が上昇した。また、細胞外S100Pによりリンパ管内皮細胞の遊走能・CCID形成能が上昇し、その
上昇は細胞外S100Pの受容体であるRAGEアンタゴニストで抑制された。以上により、膵癌においてS100Pによっ
て、部分的にCCIDが制御されている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Time-lapse microscopic imaging revealed that spheroids from pancreatic 
cancer cells caused circular defects in lymphatic endothelial monolayers. The addition of 
supernatant from the cultured cancer cells enhanced CCID formation. Microarray analysis revealed 
that the expression of S100P was significantly increased when Lymphatic endothelial cells (LECs) 
were treated with the supernatant of cultured cancer cells. S100P expression in LECs increased after
 the addition of IL-6. IL-6 treatment increased migration in LECs and CCID formation. The 
extracellular S100P increased migration in LECs and CCID formation. The antagonist of S100P 
significantly suppressed the migration of LECs and CCID formation in LECs. The present findings 
demonstrated that CCIDs in pancreatic cancer are partly regulated by S100P, suggesting that S100P is
 a promising target to inhibit lymph node metastasis.
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膵癌は予後不良の疾患であり、早期診断・治療が困難で、発見時にすでに高度浸潤、遠隔転移を伴うことが多
い。その中で、リンパ節転移は高頻度に見られ予後を左右すると言われているが、その機序は不確かな部分が多
い。本研究では、膵癌におけるCircular chemorepellent-induced defects (CCID) formationがS100Pによって
部分的に調節されており、リンパ節転移を阻害するための有望な標的であることが示唆された。この結果が次世
代の個別化治療の開発につながれば、学術的にも広範な波及効果が期待され、将来の膵癌患者の予後改善に貢献
をもたらす可能性があると思われる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

膵癌は四半世紀の間予後が改善していない癌腫である。早期診断が難しく、発見時には多くが
進行した状態であることや有効な補助療法がほとんどなく進行が極めて早いことが、膵癌の生
存率に改善が見られない原因として考えられる。膵癌においては早期からリンパ管内に侵入し
リンパ組織を循環することが再発の原因となりうるため、リンパ節転移制御は、予後を大きく
改善させるための重要な課題である。リンパ節転移に関しては様々な研究が進められているが、
最近 Circular chemorepellent-induced defects (CCID) formation という新しい研究手法が行
われている。これは、リンパ管内皮を monolayer として培養した後に spheroid を形成した癌
細胞集団を共培養するもので癌細胞集団がリンパ管内皮を押しのけるように浸潤していく現象
である。CCID formation はまさに癌細胞がリンパ管内に侵入し、リンパ管内からリンパ節実
質に浸潤する場面を如実に表している可能性がある。以上より、CCID formation のメカニズ
ムを解明することは、微小リンパ節転移の形成機序を理解解明する新しい切り口として必要か
つ十分な要素だと考え、本研究を着想するに至った。 

 

２．研究の目的 

膵癌は予後不良の疾患であり、早期診断・治療が困難で、発見時にすでに高度浸潤、遠隔転移
を伴うことが多い。その中で、リンパ節転移は高頻度に見られ予後を左右すると言われている
が、リンパ節転移の機序は不確かな部分が多い。Spheroid を形成した癌細胞集団がリンパ管内
皮細胞を押しのけるように浸潤していく形態(CCID formation)は、癌細胞による Collective 

invasion を表している可能性がある。本研究は、この機序を解明することで膵癌の微小リンパ
節転移を制御することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

本研究では、膵癌の CCID 形成の分子メカニズムを解析し、その責任細胞のマーカーを同定する
ことで転移責任細胞を prospective に同定し、その癌細胞と、リンパ管内皮細胞株や線維芽細
胞との相互作用を含めた微小環境における生物学的特徴を明らかにする。具体的には、各膵癌
細胞 spheroid の CCID 形成能の評価や CCID 形成に関連する分子の同定を行う。spheroid に着
目した癌間質相互作用や CCID 形成機序の検討も行っていく。膵癌患者の切除標本において、同
定したマーカーの免疫組織化学染色を行い、リンパ節転移を含む臨床病理学的因子との相関を
検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 膵癌細胞はリンパ管およびリンパ節にクラスターとして存在する 
 

 
集団浸潤がヒト膵癌組織に存在するか

どうかを検討するために、ヒト膵臓組織を
HE、D2-40、CK19、E-cadherin、Vimentin
で免疫染色した。癌細胞クラスターが原
発巣周辺のリンパ管内、ならびにリンパ
節の被膜下洞およびリンパ皮質内に存在
した。また、リンパ管を貫いて癌細胞ク
ラスターが存在した。さらに、すべての
癌細胞クラスターは上皮系マーカーであ
る E-cadherin 陽性で、間葉系マーカーで
ある Vimentin 陰性であった。以上より、
リンパ節転移において癌細胞が EMT な
しのクラスターの形で侵入することを示
唆している。 

 

 
 

 
 
 

左図 
A:原発周囲リンパ管内クラスター、B:リ
ンパ節辺縁洞内のクラスター、C:リンパ
節皮質内のクラスター、D:リンパ管内皮
細胞を貫いて存在するクラスター 



(2) 膵癌細胞のスフェロイドが LEC 単層で CCID を誘導する 
 膵癌細胞を使用し、CCID形成を起こすことを見
出した。ヒト線維芽細胞よりも癌細胞で CCID 形成
は起こりやすく、血管内皮細胞よりもリンパ管内
皮細胞のほうが defectを形成しやすかった。 
 
 
 
左図 
A:CCIDのタイムラプス像、B:CCIDの三次元像、C:
癌細胞と線維芽細胞での CCID 比較、D:血管内皮と
リンパ管内皮との CCID比較 
 
 

(3) 癌細胞上清添加で LECの CCID 形成および S100P発現を増加させた 
 癌細胞上清で CCID 形成が増加することを
見出した。癌細胞上清の処理後に LEC にお
いて遺伝子発現がどのように変化したかを
調べるために 3 つの膵癌細胞株からの培養
上清で処理した LEC を用いてマイクロア
レイ分析を行い、膵癌細胞由来の培養上清
を用いたＬＥＣにおける共通した遺伝子発
現変動を見出した。 

 

 

左図 
A:癌培養上清添加での CCID 形成能、B:癌上
清添加での共通した LECの遺伝子変動のヒー
トマップ 
 
 
 

(4) 原発腫瘍周辺のリンパ管で S100P を発現した 
 
S100P は腫瘍細胞において高度に発現され

たが、S100P は原発巣周囲のリンパ管内に腫
瘍クラスターが存在する部位で LECにおいて
発現された。 
 
 
A:免疫染色画像、B:蛍光免染画像 
 
 

(5) S100P は LEC の移動を制御し、CCID形成に関与している 
  
以前前立腺癌において IL-6 添加によって細
胞内の S100P発現が上昇した報告があるため、
IL-6 添加実験を施行した。IL-6 添加でリン
パ管内皮での S100Pは発現が上昇し、さらに
リンパ管内皮細胞の遊走能・CCID 形成能が上
昇した。また、細胞外 S100P の影響も考えら
れたため、細胞外 S100P での検討も行った。
S100P 添加によりリンパ管内皮細胞の遊走
能・CCID形成能が上昇し、その上昇は細胞外
S100Pの受容体である RAGEアンタゴニストで
抑制された。 
 

A:IL-6添加での LECの S100P mRNA発現、B:IL-6 添加での LEC 遊走能、C:S100Pノックダウ
ン LECでの IL-6添加遊走能増強効果減弱、D:IL-6添加での CCID形成、E：癌培養上清・S100P・
RAGE(細胞外 S100P 受容体)アンタゴニスト投与での LEC 遊走能、F:S100P・RAGEアンタゴニ
スト投与での CCID 形成 



 
以上により膵癌における CCID が S100P によって部分的に調節されており、S100P がリンパ節転
移を阻害するための有望な標的であることを示唆している。 
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