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研究成果の概要（和文）：膵癌および膵神経内分泌腫瘍における、癌幹細胞性についての研究を目的とした。膵
癌については、DCLK1という遺伝子が、癌幹細胞性に寄与していることを見出した。さらにこの遺伝子が癌細胞
の遊走能を向上させ、膵癌の転移を促している可能性が示唆された。
また、膵神経内分泌腫瘍においては、DAXXという遺伝子が癌幹細胞性に関与している可能性を見出した。DAXXの
機能低下は、STC2という遺伝子の過剰発現と相関して、腫瘍形成能や、腫瘍内血管造成に関与していることを発
見した。これらの遺伝子は、膵癌および膵神経内分泌腫瘍における新たな治療ターゲットとなる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：We studied cancer stem cell characteristics in pancreatic cancer or 
pancreatic neuroendocrine tumor. For pancreatic cancer, we found that DCLK1 contributes to cancer 
stem cell survivability. Furthermore, it was suggested that DCLK1 improves the migratory ability of 
cancer cells and promotes pancreatic cancer metastasis.
In pancreatic neuroendocrine tumor, we also found a possibility that DAXX is involved in cancer stem
 cell characteristics. We found that the combination of DAXX loss and its target gene STC2 
overexpression is involved in tumorigenicity and intratumoral vasculogenesis. These genes have 
potential to be new therapeutic targets in pancreatic cancer or pancreatic neuroendocrine tumor.

研究分野：肝胆膵外科学
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１．研究開始当初の背景 
 膵癌は近年、罹患率・死亡率ともに上昇し
ているものの、5年生存率は10％にも満たず、
難治性の代表的な悪性腫瘍として早急に新
治療の開発が望まれている。難治性機序には
癌幹細胞の関与が示唆され、以前より CD133, 
CD24, ESA, CD44,CXCR4 といった表面マーカ
ーを指標とした研究が行なわれてきた
(Cancer Res 2007)。しかしながら、このよ
うな指標は不安定なことが多く、十分な成果
が未だに得られていない。そこで我々は幹細
胞性を維持する機能そのものに注目し、膵癌
幹細胞の存在と動態を明らかにする可視化
システムを構築した。幹細胞では一般に休眠
性の傾向が強く、プロテアソーム活性が低下
していることが知られ(PNAS 2006）、乳癌細
胞においてプロテアソーム活性低下と幹細
胞性が関連することが報告された(JNCI 
2009）。プロテアソーム活性レベルを可視化
するために、ユビキチン非依存のプロテアソ
ーム標的部位である ODC-C 末端 37 アミノ酸
（degron sequence）と蛍光蛋白(ZsGreen)の
融合遺伝子をウイルスベクターを用いてヒ
ト膵癌細胞株に導入した。低活性状態では
ZsGreen-degron が分解されず、蛍光蛋白が残
存するため幹細胞性のリアルタイムなモニ
タリングが可能となった。セルソーターによ
り ZsGreen 陽性細胞(以下 Gdeg-high)を抽出
し time lapse microscope で観察したところ
非対称性分裂とスフェア形成が認められ幹
細胞性を有することが示された。この幹細胞
性可視化システムにより、様々な実験への応
用が可能となった。 
 また、膵原発の悪性腫瘍として近年膵神内
分泌腫瘍が近年注目されてきている。希少疾
患である膵神経内分泌腫瘍については、基礎
研究が膵癌よりも進んでおらず、その幹細胞
性についても不明である。希少疾患である膵
神経内分泌腫瘍だが、当院は膵神経内分泌腫
瘍の専門施設として多くの症例が集まって
おり、豊富な臨床データ、標本をもとに研究
が可能である。 
 
２．研究の目的 
 癌難治性の原因の一つはその多様性にあ
る。近年、癌組織にも幹細胞性を示す細胞群
の内在が示されheterogeneityの根源となる
ことが報告されているものの、その動態や局
在には不明な点が多い。本研究では、膵癌に
おける癌幹細胞性およびその分子生物学的
特徴を明らかにすることを目的とした。 
また、当施設で多くの症例が集まる膵神経
内分泌腫瘍についても、現在ほとんど不明で
ある癌幹細胞性について解明することを目
的とした。膵癌および膵神経内分泌腫瘍にお
ける癌幹細胞を標的とした治療および克服
に寄与するものと考える。 
 
 
３．研究の方法 

(1)本研究では、我々が開発した膵癌幹細胞
の可視化システム(Gastroenterology 2012)
を用いて膵同所モデルを作成し、その局在・
ニッチ・転移形態を解析し、生体内での維持
機構・転移機序の解明を行う。microRNA アレ
イ、DNA マイクロアレイを用いて癌幹細胞の
特異的発現解析を行うとともに、DNA メチル
化やヒストン修飾といったエピゲノムの側
面からも解析を行った。 
(2)膵神経内分泌腫瘍については、当院にお
ける豊富な臨床データを基に、組織免疫染色
やCrispr/cas9を用いた遺伝子編集細胞を用
いた癌幹細胞性の解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) Gdeg-high と Gdeg-low について、各々RNA
を抽出して網羅的遺伝解析を行った結果、
Gdeg-high で発現が更新している遺伝子は
483 個、発現が抑制されている遺伝子は 1138
個を同定し、発現が更新している遺伝子群で、
浸潤や転移に深くかかわっていると考えら
れる DCLK1 に着目した。DCLK1 は以前より神
経細胞の遊走に関与していることが示され
ており、近年では消化管の癌幹細胞特異的マ
ーカーとして報告されている。免疫学的染色
を行ったところ、Gdeg-highの細胞質にDCLK1
が強く発現していることが示された。DCLK1
を 過 剰 発 現 さ せ た ヒ ト 膵 癌 細 胞 株
(KLM1-DCLK1-GFP)を作成したところ、神経細
胞での報告と同様にDCLK1は細胞骨格である
微小管を形成するαtubulin と merge してお
り、タイムラプスによる刑事的な観察で、
KLM1-DCLK1-GFP は細胞表面に偽足を進展さ
せるなど、いわゆるアメーバ様の形態変化が
認められ、遊走・浸潤能力が著しく亢進した
(図 1)。 
 
図 1 

 
次に、Gdeg-high に対して RNA 干渉により
DCLK1 の発現抑制を行ったところ、遊走・浸
潤能力が著しく減弱した。さらに、Gdeg-high
から DCLK ノックダウン安定株を作成した結
果、DCLK1 が抑制された細胞では肝転移が完
全に抑制されることが示された(図 2)。さら
に、膵癌切除症例で遠隔肝転移巣が切除され
た 6症例について DCLK1 の免疫組織学的染色
を行うと、原発巣でほとんど認められなかっ
たDCLK1陽性細胞が転移巣では増加している



ことが確認された。 
 
図 2 

 
 Gdeg-high における DCLK1 高発現のメカニ
ズムとして、ヒストン修飾などのエピジェネ
ティックな調整が関わっている可能性を考
えた。幹細胞では、分化制御遺伝子のプロモ
ーター領域に，転写活性化に働く H3K4me3 と
転写抑制に働く H3K27me3 が共存する
bivalent domain が形成されており，このバ
ランスにより分化制御遺伝子の発現が制御
されているとされる。Gdeg-high と Gdeg-low
について、DCLK1 におけるヒストン修飾を評
価するために、H3K4me3 と H3K27me3 の発現を
解析したところ、Gdeg-high では H3K27me3 と
比較してH3K4me3が強く発現しており、DCLK1
の転写が活性化されていることが確認され
た。 
 
(2) 膵神経内分泌腫瘍において、遺伝子 DAXX
の変異やタンパク発現消失の報告があり、そ
の重要性に注目があるまっているが、膵神経
内分泌腫瘍における DAXX の機能については
不明である。当院での膵神経内分泌腫瘍症例
44 例について DAXX の免疫組織染色を行った
ところ、12 例(27.3%)に発現低下を認め、非
機能性腫瘍、Ki-67 指標および WHO グレード
の高さと有意に相関していた。 
膵神経内分泌腫瘍細胞株に対してSiRNAを
用いて DAXX の Knock down を行ったところ、
Sohere 形成や腫瘍増殖の上昇が認められ（図
3）、DAXX が癌幹細胞性に関与していることが
示唆された。 
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さらに、Chrispr/cas9 を用いて DAXX-KO 株
を作成し、マイクロアレイおよび ChIP 解析
を行ったところ、DAXX の転写リプレッサーの
直接標的として 12 の遺伝子が同定された。

その中で、STC2を含む5つの遺伝子の発現が、
遺伝子 X/H3.3/H3K9me3 経路によって抑制さ
れた。STC2 は様々な癌腫で過剰発現していて、
癌遺伝子として働くことが分かっているが、
その機序として、酸化ストレスを抑制し、幹
細胞維持に寄与することが報告されている。
DAXX-KO 細胞における Sphea 形成能の活性化
が、STC2 の knock out によって抑制されるこ
とを確認し、マウスの皮下移植モデルで STC2
の発現が高いDAXX-KO細胞で腫瘍形成能およ
び腫瘍血管密度が有意に上昇することを確
認した（図 4）。これらの結果から、STC2 が
癌抑制遺伝子として働き、DAXX/ H3.3 複合体
が膵神経内分泌腫瘍のH3K9me3を促進するこ
とによって標的遺伝子を抑制することが示
唆された。DAXX の機能低下と STC2 の過剰発
現の組み合わせは、膵神経内分泌腫瘍におけ
る有用なバイオマーカーであり、今後治療タ
ーゲットとなりうることを明らかにした。 
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