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研究成果の概要（和文）：　胆道癌・膵癌が高悪性度形質を示す微小環境特性は，早期浸潤病巣より癌細胞の上
皮間葉転換 (epithelial- mesenchymal transition, EMT) が生じ，線維化・ 脈管侵襲・神経浸潤を伴う顕著な
浸潤性増殖と表現できる。癌細胞・間葉系細胞との単層共培養法では，間葉系幹細胞存在下における癌細胞の遊
走能・浸潤能の特性が解析され，三次元培養法では，癌細胞の浸潤性増殖・リンパ管侵襲の形態学的特徴が解明
された。画像解析技術を用いて癌間質に存在する癌関連線維芽細胞・幼若な線維化の存在が患者予後と相関する
が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：   High-grade malignant potentials of pancreato-biliary cancer is 
characterized by the cancer microenvironment with rapid cancer cell growth, epithelial-mesenchymal 
transition (EMT) of cancer cells, and lymphatic/venous/perineural invasion.  In this study, we 
clarified several pathological properties of pancreato-biliary cancer cells as follows: (1) 
Co-culture assay demonstrated that the mesenchymal stem cells affected the aggressive 
migration/invasion abilities of cancer cells.  (2) Three-dimensional culture study revealed 
characteristic steps of lymphatic invasion.  (3) Image analysis showed immature fibrosis 
(desmoplasia) and cancer-associated fibroblasts (CAF) played important roles in patients’ 
prognosis.

研究分野： 病理学

キーワード： 胆道癌　膵癌　上皮間葉転換　浸潤性増殖　癌微小環境　時計遺伝子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年，癌細胞の上皮間葉転換 (epithelial- mesenchymal transition, EMT) が癌の増殖・進展に重要であるこ
とが唱えられている。今回の研究で，胆道癌・膵癌が高悪性度形質を示す微小環境特性が，早期浸潤病巣より認
められる癌細胞の上皮間葉転換によることが明らかとなった。特に，癌細胞と間葉系幹細胞との直接的な相互作
用が，癌の高悪性度に関連していることが示された点は，高悪性度形質の制御に向けた大きな成果と言える。一
方で，今後は，胆道癌・膵癌の高悪性度形質を制御し，患者予後を改善させるような臨床応用に向けた研究が求
められる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



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

 
(1) 胆道癌（特に、胆管癌・胆嚢癌）ならびに膵癌（その大部分を占める浸潤性膵管癌）は、

生命予後がきわめて不良で、難治性癌の代表とされている。我々はこれまでに、胆膵癌を
中心にヒト癌における高悪性度形質の解析とその制御を遺伝子レベルで行い、実績を上
げてきた (Nature Commun 2013; Cancer Cell 2002)。癌細胞の増殖や転移に関わる因
子として、血管内皮増殖因子 (vascular endothelial growth factor, VEGF) が関与する
腫瘍血管新生の解析でも成果をあげてきた (Int J Oncol 2005)。 
 

(2) 生物の生理機能・代謝・行動は、脳の視床下部（視交叉上核）で駆動されている中枢性の
生物時計が刻む約 24 時間周期の概日リズムにより調節されている。この生物時計（概日
リズム）は時計遺伝子の発現により制御され、その機能解析が進みつつある。我々は、
DEC 遺伝子 (DEC1 および DEC2) が時計遺伝子ファミリーに属することを解明し、変
異型 DEC 遺伝子を用いて時計遺伝子のフィードバック機構について明らかにするなど、
DEC 遺伝子解析に関しては世界に先駆けた研究を行い、評価を受けている (Int J Mol 
Med 2006; Eur J Biochem 2004; Nature 2002)。さらに我々は、DEC をはじめとする時
計遺伝子産物が bHLH 型転写因子として機能し、血管新生・アポトーシス制御や腫瘍細
胞増殖などの病態との関連を報告し、実績を重ねている (Genes Cells 2010; Genes Cells 
2008)。 
 

(3) 胆膵癌の発育進展には、他臓器の癌とは異なる病理学的特徴がみられる  (J 
Hepatobiliary Pancreat Sci, 2014)。これは、早期浸潤病巣での間質線維化であり、癌細
胞の上皮間葉転換  (epithelial-mesenchymal transition, EMT) や癌関連線維芽細胞 
(CAF) の動員によって生じる。我々は、これまでの予備的研究から、bHLH 型転写因子
として機能する DEC 遺伝子産物により、膵癌細胞の上皮間葉転換が惹起されることを証
明している (Int J Oncol 2012)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 

前述の背景と実績に基づき、以下の２項目を証明することを目的とした。 
 
(1) 高悪性度形質を呈する胆膵癌の微小環境特性は、早期浸潤病巣より癌細胞の上皮間葉

転換 (epithelial-mesenchymal transition, EMT) が生じ、線維化・脈管侵襲・神経浸
潤を伴う顕著な浸潤性増殖にあること。 
 

(2) 胆膵癌の微小環境は、概日リズムを形成する時計遺伝子産物（bHLH 型転写因子）の
制御を基盤とした、癌幹細胞の分化・癌細胞増殖・腫瘍血管新生によって生じること。 

 
３．研究の方法 
 

(1) 癌細胞と間葉系幹細胞の共培養系における EMT 誘導：ヒト膵癌 (PANC-1) および胆
道癌 (TFK-1) 培養細胞株を用いて，間葉系幹細胞 (MSC) の有無と，癌細胞の遊走能・
浸潤能をそれぞれ scratch migration assay, Matrigel invasion assayにより検討した。 
 

(2) 癌微小環境における腫瘍血管新生：ヒト癌組織の内視鏡切除材料で，血管マーカー 
(factor VIII) / リンパ管マーカー (D2-40) を用いて，癌組織およびその周囲組織にお
ける脈管（血管・リンパ管）形成について検討した。 
 

(3) 癌微小環境における浸潤性増殖と線維化：ヒト膵癌組織の外科切除材料で， AZAN 染
色および線維筋細胞細胞マーカー (α-SMA) を用いて，癌浸潤病巣における線維化の
特性について検討した。 

 



４． 研究成果 
 

(1) 癌細胞と間葉系幹細胞の共培養系における EMT 誘導：ヒト膵癌細胞 (PANC-1) では，
癌細胞単独に比べて，ヒト間葉系幹細胞 (MSC) を癌細胞と直接単層培地で共培養す
る場合（直接共培養）でも，２層培地で間接的に共培養した場合（間接共培養）でも，
癌細胞の移動能・浸潤能の増加を明らかにした。胆道癌細胞 (TFK-1) でも同様で，被
と間葉系幹細胞 (MSC) との直接共培養・間接共培養ともに，癌細胞の移動能・浸潤能
の増加を確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2) 癌微小環境における腫瘍血管新生：ヒト癌微小環境において，癌組織の周囲には，非浸
潤部・浸潤部を問わず，factor VIII-陽性の腫瘍血管（静脈相当）が多数認められた。
一方，発育先進部に相当する浸潤病巣では，D2-40-陽性のリンパ管に加えて，factor 
VIII, D2-40 の両者が陽性の double stained vessel (DSV)（血管リンパ管）が形成さ
れ，特徴的な癌微小環境が形成されていることを解明した。 

 
(3) 癌微小環境における浸潤性増殖と線維

化：ヒト膵癌組織の外科切除材料で，術
前化学療法の施行例と非施行例を比較
検討した。非施行例 AZAN 染色および
線維筋細胞細胞マーカー (α-SMA) を
用いて，癌浸潤病巣における線維化の
特性について検討した。高悪性度形質
を呈する膵管癌組織に相当する非施行
例では，アニリン青染色性（AZAN 染
色）が低い膠原線維を含む線維性間質
を有し，多数のα-SMA-陽性の筋線維
芽細胞を密に含んでいた。一方，相対的
に悪性度が低下したと判断される施行
例では，アニリン青染色性の高い密な
膠原線維を含む線維性間質を有し，α-
SMA-陽性の筋線維芽細胞は疎に存在
していたことを解明した 

 
今回の研究成果として，高悪性度形質を呈する胆膵癌の微小環境の本質に迫ることができ

た。一方で，概日リズムを形成する時計遺伝子産物（bHLH 型転写因子）との直接的な関連性
については，今後の課題となった。 
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