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研究成果の概要（和文）：我々が抗癌剤耐性の10人の膵癌患者 から樹立したCD133陽性膵癌幹細胞(PCSC)を用い
て癌遺伝子K-Ras/MMP-10シグナルの上流因 子であるIntegrin-β3とFGF-2、FGFR1と、下流因子のMMP-10に活性
制御を受けるMMP-1の発現がGEMにより促進されることを明らかにした。マウスに移植したヒトPCSCが、PCSCを単
離した患者と同じGEM耐性機能を示すことを明らかにした。さらに遠隔転移を伴った進行膵癌で血清MMP-10値が
正常であれば化学療法を行えば予後が46.8ヶ月、MMP-10高値で予後が２ヶ月となり、血清MMP-10値がバイオマー
カーになる可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We established CD133-positive pancreatic cancer stem cell (PCSC) lines 
derived from 10 pancreatic cancer patients who resisted against chemotherapy. K-Ras/MMP-10 signaling
 pathway is enhaced by gemcitabine. In this study, we have clarified using the PCSC that gemcitabine
 enhances the expression of the upstream molecules of the K-Ras signaling pathway, Integrin-β3, 
FGF-2 and FGFR1 and that of MMP-1 regulated by MMP-10. We also clarify that Xenograft of human PCSC 
in mice show the same gemcitabine-resistant mechanism as that of the patients from whom the PCSC was
 isolated. Furthermore, we find that 
the concentration of serum MMP-10 is related the prognosis of advanced pancreatic cancer with 
metastasis if chemotherapy is applied: normal levels of MMP-10, MST 46.8 months; abnormally high 
levels of MMP-10, 2 months. 

研究分野： 膵癌

キーワード： 膵癌　抗がん剤耐性

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
手術・抗癌剤・放射線治療といった集学的治療の進歩にも関わらず、最新の膵癌の5年生存率は10%未満と依然と
して悪性腫瘍の中でもきわめて予後は悪い。 抗癌剤は画 期的な予後延長には程遠く、一旦奏効して も継続投
与する間に大部分の臨床例で耐性を示す。我々は、抗癌剤耐性膵臓癌の治療法を開発する目的で、抗癌剤耐性に
なった膵癌患者より膵癌幹細胞(CPSC)を樹立し、マウスにそのPCSCを移植し得られた膵癌が抗癌剤耐性患者と同
じ性状を有することを明らかにした。この系を用いることで抗癌剤耐性膵癌のバイオマーカーと新規治療薬のス
クリーニングを開始することが可能となった。

※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 

膵臓癌は癌死亡率の第４位にあり、早期診断が困難できわめて予後不良の疾患であり、発見時に

は多くの症例ですでに遠隔転移や癌性腹膜炎を伴っている。遠隔転移や癌性腹膜炎を伴った膵

癌患者には Gemcitabine や多剤併用療法 FOLFIRINOX などの抗癌剤療法が行われているが、５年

生存率は 0％である。また遠隔転移がなく根治手術を行った場合でも５年生存率は 20%には及ば

ない。このように外科的治療、化学療法、放射線療法による集学的治療の進歩にも関わらず死亡

率や死亡数は増加傾向にあり、病因解明や新しい治療法の開発が急務である。 

 最近、正常組織と同様に癌組織にも幹細胞の存在が報告されており、上皮系・非上皮系を問わ

ず、様々な癌組織の幹細胞が同定されつつあり、癌幹細胞を標的とした新たな治療法開発が注視

されている。これまでに、我々は正常の膵幹細胞を同定しこの膵幹細胞が幹細胞マーカーである

CD133 を発現していることを明らかにした[1]。また、悪性度の高いヒト膵管状腺癌が幹細胞マー

カー(CD133)を発現する一方、低悪性度の膵管内乳頭粘液性腫瘍が CD133 を発現しないことも明

らかにした[2]。さらに、低酸素状態では hypoxia-inducible factor-1α依存性にヒト膵癌細胞

が幹細胞様性質を獲得することで浸潤・転移能を増強することも明らかにした[3]。一方、我々は

Gemcitabine に耐性をもつ進行膵癌患者の肝転移巣と癌性腹水、癌性胸水から CD133 陽性膵癌幹

細胞株を 10 種類以上樹立する実験系の開発に成功し、この膵癌幹細胞が細胞外マトリックスを

再構築して基底膜成分の細胞外マトリックスを増生することで自己複製能を獲得すること [4]、

Gemcitabine によるヒストンアセチル化を介して K-RasVal/MEK シグナル伝達機構を活性化して

MMP-10 の発現を促進することを明らかにした[5]。さらに、CD133 陽性マウス膵幹細胞に CK4 と、

p53 変異体、K-RasVal を恒常的に発現させたマウス人工膵癌の作成に成功しており、この人工膵

癌が Gemcitabine 耐性化で Gemcitabine 耐性ヒト膵癌幹細胞と同様に MMP-10 を発現することを

明らかにしている（未発表データ）。 

 

[1] Hori Y, Fukumoto M, Kuroda Y. Enrichment of putative pancreatic progenitor cells 

from mice by sorting for prominin1 (CD133) and PDGFR-β Stem Cells. 26:2912-2920, 2008. 
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２．研究の目的 

本研究ではヒト膵癌幹細胞株が Gemcitabine 耐性獲得により獲得した K-RasVal/MEK/MMP-10 シグ

ナル伝達機構を標的とした新規治療薬とバイオマーカーの開発を目指す。 

 



３．研究の方法 

本研究では今回、我々が樹立した Gemcitabine 耐性ヒト膵癌幹細胞とマウス人工膵癌を用いて

Gemcitabine により活性化される K-RasVal/MEK/MMP-10 シグナル伝達機構を標的にした新規治療

薬の開発と Gemcitabine 耐性を予測するバイオマーカーの開発を行う。その方法は、Gemcitabine

耐性マウス人工膵癌由来膵癌幹細胞株における K-RasVal/MEK/MMP-10 シグナル伝達機構の解析、

Gemcitabine 耐性マウス人工膵癌阻害薬の同定、マウス人工膵癌由来膵癌幹細胞株が

Gemcitabine 耐性獲得により分泌するエクソソームの同定、Gemcitabine 耐性予測因子の同定で

ある。 

 

４．研究成果 

（１）Gemcitabine 耐性マウス人工膵癌の樹立 

我々 はこれまでに、マウス組織幹細胞に GFP、変異型 KRASG12D、変異型 p53、cyclin dependent 

kinase 4 を遺伝子導入してマウス人工膵癌細胞を作成している。この 細胞は腫瘍形成能・転移

能・抗がん剤感受性など様々な点で、臨床で遭遇するヒト膵癌組織と類似している(未発表デー

タ)。初年度、この細胞をマウスに移植し、in vivo で腫瘍形成させたのちに GEM を長期投与し

て、一旦腫瘍が縮小効果を示したのちに再度増大傾向を示した腫瘍から GEM 耐性マウス人工膵

癌細胞を樹立した。この耐性株は、in vitro でも in vivo でも親株と比較して明らかに GEM 耐

性であることを確認した。さらに、親株と GEM 耐性マウス人工膵癌細胞を網羅的に解析するため

マイクロアレイ解析を行った。しかし、当初、ヒト膵癌幹細胞からの類推で予想された MMP-10

の遺伝子発現やタンパク発現の明らかな増強を認めなかった。これらの結果から、変異型

KRASG12D を強制発現するマウス人工膵癌細胞が GEM に耐性能を獲得した場合では、GEM 耐性ヒ

ト膵癌幹細胞と同様な K-RasVal/MEK/MMP-10 シグナル伝達経路が活性化されないと考えた。そ

のため、GEM 耐性膵癌幹細胞の新規治療薬として、GEM 耐性マウス人工膵癌細胞を使用して、MEK

阻害剤とヒストンアセチル化阻害剤による KRasVal/MEK/MMP-10 シグナル伝達経路の阻害効果の

評価は行わなかった。 

（２）GEM 耐性予測因子の同定 

マウス人工膵癌細胞親株と GEM 耐性マウス人工膵癌細胞の in vitro や in vivo における周囲

間質のラミニンとコラーゲン IV の発現を免疫染色やリアルタイ ム PCR 法で測定したところ、

GEM 耐性マウス人工膵癌細胞において発現の亢進を認めた。この結果よりコラーゲン IV が予後

不良因子であることが推定された。この結果に基づき、手術不適切進行膵癌（膵癌取り扱い規約

第 7版［2016 年］）の患者 8人を登録しコラーゲン IV値(IV 型コラーゲン・7S)とその予後につ

いて検討を行った。その結果、血清コラーゲン IV 値が高値である場合、抗癌剤投与を行っても

正常値の患者と比較して予後の短縮が認められた（図１）。今後対象患者を広げて、臨床の場で

抗癌剤の予後因子として使用できるか評価していくことが必要と考えた。さらに MMP-10 の血中

濃度を測定できた肝転移か腹膜播種の合併が確認できた進行膵癌患者５症例を３年間追跡した。

その結果、MMP-10 の血中濃度が正常範囲内であれば化学療法を行うことで予後が 46.8 ヶ月、

MMP-10 が高値なら２ヶ月であることが明らかとなった．今後症例の積み重ねが必要であるが、

血清 MMP-10 値もバイオマーカーになる可能性を明らかにした。 

 

 年齢 性別 IV 型コラーゲン 病期 生存期間（月） 

1 77 F 5.9 Stage IVb 10 



2 74 F 6.2 Stage IVa 2 

3 44 M 3.1 Stage IVb 15 

4 72 M 3.2 Stage IVb 46 

5 84 M 5.1 Stage IVa 7 

6 75 F 3.8 Stage IVb 24 

7 70 M 4.1 Stage IVa 14 

8 67 F 7.1 Stage IVb 12 

9 70 F 3.8 Stage IVb 86 

（図１）IV型コラーゲン・7S の正常値（5 ng/mL）の症例は、３、４、６、７、９である。 

それ以外（１，２、５、８）は高値である。 

 

（３）ヒト膵癌幹細胞を用いたモデル系の確立 

研究成果（１）の結果より、我々が樹立したヒト膵癌幹細胞株に立ち戻り、GEM 依存性に発現

が促進される因子の再検索をおこなった。その結果、ヒト膵癌幹細胞株で K-Ras/MEK/MMP-10 シ

グナル伝達の上流と下流の因子と報告されている MMP-1 と integrinβ3、FGF-2、FGFR1 の因子を

候補として同定した。MMP-1 は MMP-10 により活性化され、膵癌の悪性 度と予後不良因子として

報告されている。また integrin-β3と FGF-2、FGFR1 は、K-Ras/MEK シグナルの上流因子として

報告されている。さらに、マウスに移植したヒト膵癌幹細胞が、膵癌幹細胞を単離した患者と同

じ GEM 耐性機能を示すことを明らかにした[6]（図２,３）。今後はこのモデル系を使用すること

で、新規抗癌剤とバイオマーカーの開発を行うこととした。 

 

（図２）ヒト膵癌幹細胞が樹立できた３症例の臨床経過 



 

（図３）ヒト膵癌幹細胞由来移植したマウスに対して GEM 投与をおこない、Xenograft に対する

GEM の効果を評価した。３症例とも患者と同様に GEM を投与することで耐性化を獲得し増大傾向

となることが示された。 

 

[6] Machinaga A, Hori Y, Shimizu K, Okahara K, Yanagita E, Miyoshi M, Itoh T, Sasai K. 

Xenografts derived from patients’ascites recapitulate the gemcitabine resistance 

observed in pancreatic cancer patients. Pancreas 48: 1294-1302. 2019.  
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