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研究成果の概要（和文）：本研究は、予後が極めて不良な膵癌や胆道癌において臨床的に使用されている放射線
治療や抗癌剤治療が、一部の癌細胞に変化をもたらし、その結果として治療抵抗性を獲得してしまうという問題
点のメカニズムを解明するために実施された。本研究により、膵癌の癌幹細胞マーカーであるc-Metが放射線照
射により誘導され、c-Metの誘導により癌細胞の悪性度（浸潤能や遊走能）が上昇することが証明された。さら
にc-Met阻害剤により悪性度の上昇を抑制できることも示された。

研究成果の概要（英文）：In the treatment of pancreatic cancer and biliary tract cancer, chemotherapy
 or radiotherapy is frequently used; however, it has been reported that such therapies may induce 
alteration of cancer cell’s characters, leading to treatment resistance. In this study, the 
mechanisms of treatment resistance that is acquired through chemotherapy or radiotherapy was 
investigated. This study demonstrated that one of the important markers for pancreatic cancer stem 
cells, c-Met, was induced by irradiation, and that the induction of c-Met increased the malignancy 
(invasion and migration) of cancer cells. It was also shown that c-Met inhibitors could suppress the
 increase in malignancy.

研究分野： 消化器外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
予後の不良な膵癌や胆道癌では、手術治療だけでは根治は難しく、今後も放射線治療や抗癌剤治療は頻用される
と推察される。しかしそのような治療法が根治の妨げとなる可能性があることを本研究で証明した。さらに本研
究では、そのような抗癌治療の際に癌幹細胞の誘導を抑制する「癌幹細胞誘導抑制併用化学療法」の概念を樹立
した。この併用療法を臨床応用することにより、癌患者の予後改善、特に根治率の向上が期待される。

※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)膵癌および胆道癌は日本人の癌死亡者数の第 4位、6位を占める頻発疾患であり、5年生存率
はそれぞれ 7％、21%と極めて低く、新規治療法開発は喫緊の課題である。これらの疾患では外
科的切除術のみでは根治が期待しがたいことから、近年では根治切除例に加えて術前や術後に
抗癌剤治療や放射線治療を併用する集学的治療が積極的に試みられ、その有効性が明確になっ
てきている。我々もこれまでに化学療法と放射線療法を併用した術前化学放射線治療を臨床第
Ⅰ・Ⅱ相試験として積極的に行い、その成果を報告してきた 1)。膵癌や胆道癌に対する化学療法
剤の改良により、腫瘍の縮小も可能な
時代となってきたが、現実的には一旦
は腫瘍が縮小しても手術をしなけれ
ばやがて化学療法耐性となる症例が
ほとんどである。化学療法耐性を獲得
するメカニズムとして、癌病巣を形成
する細胞のうち薬剤耐性クローンが
選択的に増加するとの推察もなされ
る一方で、抗癌治療であるはずの放射
線治療や化学療法剤がかえって癌細
胞の悪性度を高めたり、遠隔転移を誘
発したりする（癌の耐性化／難治化）
という危険性が報告されている 2)。
我々も、集学的治療後に遠隔転移が頻
発することを経験している。このよう
な現象は比較的短期間に観察される
ことから、そのメカニズムとして抗癌
治療というストレス環境が癌細胞や癌
間質細胞のエピゲノムに変化を与える
可能性が推察されるが、詳細は解明さ
れていない。 
 
(2)癌研究以外の分野では、環境因子がエピゲノムの状態に影響を与えるという事実は多数報告
されており、例えば授乳期のラットを母親から隔離する精神的ストレスがラットのエピゲノム
に影響を与えることは周知の事実である 3)。癌細胞に抗癌治療というストレスを与えるという状
況を in vitro で再現する実験系として、我々は癌細胞株に対して化学療法剤を約 3ヶ月間反復
投与したところ、薬剤耐性が誘導され、microRNA（non-cording RNA の一種）の発現が変化する
ことを報告した 4,5)。臨床的には、このようなエピゲノム変化を抑制し、抗癌作用が安定的、長
期的に継続する治療法を構築することは極めて重要である。癌細胞においてこれまでに既に報
告されているエピゲノム変化として、DNA メチル化異常、ヒストン修飾異常、クロマチン構造異
常、非翻訳 RNA 制御異常が挙げられ、各種の癌においてもこれらの異常が発癌や癌の進展そのも
のに重大な関与をしていることは論を俟たない。しかし上述の通りエピゲノム変化はさらに短
期的、ダイナミックに起こっている可能性があり、特に抗癌治療を行っている状況では様々なエ
ピゲノム変化が関与している可能性がある。 
 
２．研究の目的 
(1)本研究では、抗癌治療というストレ
スによる癌および癌間質細胞のエピゲ
ノムの変化を in vitro、in vivo、臨床
検体で評価し、エピゲノムの変化によ
って抗癌治療耐性や癌幹細胞性、上皮
間葉転換を含めた表現型の変化が誘導
されるメカニズムを明らかにすること
を目的とする。中でも、膵癌の癌幹細胞
マーカーとして知られる c-Met に着目
する。 
 
(2)さらに、エピゲノムの変化によって
抗癌治療耐性や癌幹細胞性、上皮間葉
転換を含めた表現型の変化が癌の悪性
度を高め、患者の予後を悪化させてい
る可能性がある。そこで本研究では、エ
ピゲノム制御をターゲットとした集学
的術前治療を構築することも目的とす
る。 
 

図 2：c-Met による浸潤能の増加. 
c-Met を強制発現させた膵癌細胞では、浸潤能が増加しており、
INC280（c-Met 阻害剤）によりその浸潤能の増加は抑制された。 

図 1：抗癌治療によるエピゲノム変化の研究シェーマ． 
細胞株および臨床検体の両面からmRNA／miRNA の変化を比較し、
癌幹細胞性、上皮間葉転換との関係性を検証する。 



３．研究の方法 
(1)まず膵癌細胞株（MiaPaCa2, 
PSN1）に放射線照射を行い、その細
胞機能変化と c-Met 高発現分画の
比率の変化についてフローサイト
メトリー法にて検討した。また、放
射線照射後にフローサイトメトリ
ー法を用いて c-Met 高発現分画と
低発現分画をソーティングし、浸
潤能や遊走能の変化について検討
した。次に、レンチウイルスベクタ
ーを用いて c-Met 強制発現株を樹
立し、c-Met 低発現膵癌細胞株と高
発現膵癌細胞株の細胞機能の変化
について比較検討を行った。さら
に、c-Met 阻害薬 INC280 により c-
Met 強制発現株の浸潤能、遊走能が
抑制されるかどうかを評価した。 
 
(2)8～10 週齢の NOD マウスを用い
て、c-Met を強制発現させたヒト膵
癌細胞株を皮下または脾臓に注入
し、皮下腫瘍または脾静脈経由で肝転移を形成するマウスモデルを作成した。皮下腫瘍作成には
1X106/100mμlの膵癌細胞を、肝転移作成には 2X106/50mμlの膵癌細胞を使用した。 
 
(3)大阪大学医学部附属病院にて術前化学放射線療法（CRT）を施行した後に根治切除を施行した
膵癌症例および術前療法なしで根治切除を施行した膵癌症例（合計 92 例）を対象とし、免疫組
織学的染色法により c-Met の発現を調べ、予後との関連を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)フローサイトメトリー法にて、膵癌細胞株のうち c-Met の発現量の多い細胞と少ない細胞を
分離し、それぞれを個別に培養したところ、約 72時間で培養細胞の c-Met 発現量は同一の分布
に戻ることが確認された。そこで c-Met 発現量の少ない細胞を分離し、4Gy の放射線照射を行っ
たところ、非照射細胞よりも早く c-Met の発現量の回復が観察された。 
 
(2)NOD マウスに膵癌細胞を用いて皮下腫瘍を作成し、放射線照射（①1Gy を 3回、②2Gy を 3回、
③5Gy を 1回）を行い、24時間後に皮下腫瘍を摘出し c-Met の蛋白発現量を測定したところ、③ 
> ② > ①の順番に発現量は増加していた。 
 
(3)c-Met の強制発現細胞株を樹
立し、インベージョン・アッセイ
にて浸潤能を測定したところ、
c-Met 強制発現株では浸潤能が
有意に上昇しており、その上昇
はc-Met阻害剤であるINC280に
より抑制された（図 2）。次に同
細胞を用いてスクラッチ・アッ
セイにて遊走能を測定したとこ
ろ、やはり c-Met 強制発現株で
は遊走能が有意に上昇してお
り、その上昇は c-Met 阻害剤で
ある INC280 により抑制された
（図 3）。 
 
(4) 膵癌細胞株を NOD マウスの
脾臓に注射することにより肝臓
転移モデルを作成した。この肝
臓転移モデルにおいて、c-Met の
強制発現細胞株を用いた場合、有
意に肝臓転移数が増加することが
観察された。一方、この肝臓転移

図 3：c-Met による運動能の増加. 
c-Met を強制発現させた膵癌細胞では、運動能が増加しており、
INC280（c-Met 阻害剤）によりその運動能の増加は抑制された。 

図 4：c-Met による運動能の増加. 
c-Met を強制発現させた膵癌細胞は肝転移能が上昇しており、INC280
（c-Met 阻害剤）により転移能は抑制された。 



はc-Met抑制剤であるINC280
により減少することが確認
された（図 4） 
 
(5)c-Met の蛋白発現量を免
疫染色にて評価し、高発現症
例 56 例、低発現症例 36例に
分類し両群の臨床病理学的
背景を比較したところ、術前
CRT を施行した症例では有意
にc-Met高発現の症例が多か
った（P < 0.05）。全生存期間
の中央値は、c-Met 高発現群
／低発現群が 23.7／46.8 ヶ
月（P < 0.01）であり、c-Met
高発現は有意な予後不良因
子であった（図 5）。また全生
存期間についての多変量解
析の結果、c-Met の発現は独立した
予後規定であった 6)。 
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図 5：c-Met の蛋白発現量別に見た生存率および無再発生存率. 
根治切除を施行した膵癌症例の切除標本を用いて c-Metの蛋白発
現量を評価し、生存率および無再発生存率を評価したところ、い
ずれも c-Met が高発現の症例で予後が不良であった。 
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