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研究成果の概要（和文）：教室では、膵癌幹細胞様細胞（P-CSLC）を誘導する方法を開発し、calreticulin
（CRT）が癌幹細胞の新規マーカーとなることを報告してきた。本研究ではこの結果を応用し、プロテオミク
ス、次世代シーケンサーを用いたmRNA解析という網羅的なアプローチを通じ、膵癌幹細胞の新たな治療標的可能
性を同定した。特に、網羅的なアプローチによるCRT陽性P-CSLCに高発現した数種類の分子と同細胞での活性化
した代謝経路を同定し、治療標的としての可能性を示した。さらに、P-CSLCとcancer associated fibroblasts 
(CAFs）の関連している表面抗原などについても解析できた。

研究成果の概要（英文）：We have developed a method for inducing pancreatic cancer stem cell-like 
cells (P-CSLC) and reported that calreticulin (CRT) is a novel marker for cancer stem cells. In this
 study, we applied this result and identified a new therapeutic target potential for pancreatic 
cancer stem cells through a comprehensive approach of proteomics and mRNA analysis using a 
next-generation sequencer. In particular, we identified several types of molecules highly expressed 
in CRT-positive P-CSLC by a comprehensive approach and activated metabolic pathways in the same 
cells, and showed their potential as therapeutic targets. Furthermore, we were able to analyze the 
surface antigens associated with P-CSLC and cancer associated fibroblasts (CAFs).

研究分野： 消化器外科

キーワード： 癌幹細胞　膵癌　癌周辺微小環境

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により解明された膵癌の治療抵抗性に関する知見は、癌幹細胞とも強く関連していると推察されるだけで
なく、CAFや免疫逃避機構と癌幹細胞の関与についての可能性までをも追求してきた。
このことによる、膵癌の治療成績向上におけるこれらの機序解明の学術的意義は高い。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
癌研究及び新規治療開発は多くの癌の予後改善に寄与してきたが、膵癌の予後は、5年生存率 7%
台といまだ極めて不良である（国立がん研究センター がん対策情報センター）。根治的治療は
手術療法のみであるが、ほとんどの症例が局所進行あるいは遠隔転移を伴った状態で発見され、
手術適応とならない（N Engl J Med, 2014）。さらに根治切除後の再発率も高率で、術後補助療
法による再発予防が試みられているが、最も良好な成績を示した JASPAC-01 試験（Lancet, 2016）
においても 5年生存率は約 40%と報告されている。また切除不能膵癌に対しては、多剤併用療法
が試みられているものの、生存期間中央値は 8.5-11.1 か月（N Engl J Med, 2011, N Engl J 
Med, 2013）にとどまる。 
近年の研究で、消化器癌の術後局所再発や遠隔転移には、癌組織中に少数含まれる癌幹細胞細胞
が関わっている、ということが分かってきた（Nat Med, 2011, Nat Rev Drug Discov, 2009）。
癌幹細胞は、自己複製能と heterogenous な腫瘍を生み出す多分化能を有し、さらに、既存の抗
癌剤や放射線治療に抵抗性を有しており、癌の根治のためには癌幹細胞を標的とした治療を開
発することが急務であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
(1) 癌幹細胞の研究遂行が困難な原因の一つに、癌組織には極少数の癌幹細胞しか含まれない
ことがある。教室では、膵癌細胞株および肝癌細胞株から、癌幹細胞誘導用培地を用いて、癌幹
細胞様細胞（cancer stem-like cells：CSLC)という癌幹細胞類似の表現型を伴う細胞誘導に成
功した（特願 2012-47433）。誘導した CSLC は、癌幹細胞関連表面抗原を表出し、高い腫瘍原性
と肝転移能を有し、stemness 遺伝子および Epithelial-Mesenchymal transition (EMT) 関連遺
伝子の高発現も確認された。さらに細胞周期の休止、薬剤排出に関連する ABC transporter の発
現亢進といった抗癌剤耐性も有していた。これらの CSLC 誘導方法は、本研究において、大きな
advantage になると考えられる。最近では、同様の方法で、別の膵癌細胞株や大腸癌細胞株、胃
癌細胞株からも、CSLC の誘導に成功している。 
 
(2) また、誘導した膵癌 CSLC (P-CSLC)より豊富な細胞集団と親細胞に発現している分子を
Proteomics の手法で比較し、小胞体における分子シャペロンとして知られる Calreticulin 
(CRT) が、P-CSLC の細胞膜上で高発現していることを見出し、報告した。CRT は、従来の P-CSLC
マーカーである CD24, CD44, ESA よりも遙かに鋭敏で、膵癌癌細胞の優れたマーカーと考えら
れる CD44 variant isoform9 (CD44v9) 陽性細胞よりも ABC transporter 活性が高い細胞に発現
し、高い薬剤耐性能を有していた。 
 
さらに、膵癌組織には、豊富な細胞外マトリックスが沈着するが、近年の研究で、この膵癌組織
の線維化が、抗癌剤の到達や免疫細胞の浸潤を妨げ、膵癌の悪性化や治療抵抗性に関与している
ことが分かってきた（Cancer Cell, 2012, Nature Reviews Cancer, 2012, Nat Commun, 2013, 
Br J Cancer, 2013）。また、膵癌の細胞外マトリックスを産生する cancer associated 
fibroblasts（CAFs）には、従来から言われてきたαSMA 陽性 CAFs の他に、IL-6 を産生する炎症
性 CAFs があり、膵癌の進行に関与しているという報告もある（J Exp Med, 2017）。これまでに、
膵癌幹細胞と CAF の関与は十分に検討されていない。 
 
(3) 我々は、現在までに教室独自の特殊培養により、膵癌、肝癌、胃癌、大腸癌細胞株で CSLC
の誘導に成功しており、これらの細胞はStemnessやEMT関連遺伝子を発現しているのみならず、
高い腫瘍原性、肝転移能および抗癌剤抵抗性を示した。さらに同細胞における CRT 発現をマーカ
ーとして用いることにより、効率的に CSLC を同定することを可能にした。この 2つの advantage
をもって、癌幹細胞性および癌悪性化、治療標的としての可能性という観点から、標的分子の絞
り込みを行うとともに、CRT 陽性 P-CSLC と CAFs の関係を明らかにする。そして、最終的には、
これらの研究を通して、膵癌幹細胞をターゲットとした新規治療法開発の礎を築くことを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
(1) CRT 陽性 P-CSLC に高発現する分子の同定および同細胞の病態生理解析 
CRT 陽性細胞を、フローサイトメーターを用いたソーティングにより分離する。親細胞および CRT
陽性 CSLC から、代謝産物、RNA、タンパクを抽出する。タンパクは 2次元電気泳動によるスポッ
ト比較により、CRT 陽性 CSLC に高発現したスポットを抽出し、Mass Spectrometry（MS）により、
分子同定を行う。同様に、代謝産物はキャピラリー電気泳動および MS によるスポット比較を行
い、RNA は、教室で保有する次世代シーケンサー（NextSeq2000）を用いた RNAseq により CRT 陽
性 CSLC に高発現した mRNA を同定する。 
代謝産物、タンパク、mRNA の情報から、体系的な解析 (GSE, Causal network、Pathway 解析な



ど) を行った上で、CRT 陽性 CSLC の病態生理を明らかにし、さらにターゲット候補分子を 10個
程度に絞り込む。 
 
(2) 膵癌 CSLC に対する治療のターゲット選定 
上記により絞り込んだ候補分子の siRNA/shRNA によるノックダウンや低分子化合物による阻害
が stemness に及ぼす影響を解析する。具体的には、免疫不全マウスを用いた腫瘍原性、ABC ト
ランスポーターの活性等に及ぼす影響を解析する。さらに候補分子の免疫細胞への影響につい
ては、免疫細胞との共培養試験で確認する。本解析には、翌年度も含め約 2年間を要すものと考
えられる。 
 
(3) CRT 陽性 P-CSLC と CAFs の関係 
P-CSLCとCAFsの共培養システムにおいて、CAFsの存在下でCRT陽性P-CSLCの増殖能やStemness
（主に ABC トランスポーター活性と RT-PCR を用いた stemness, EMT related gene の発現を用
いて解析）に変化が生じるのか検討する。変化が確認できた場合は、P-CSLC、CAFs の培養液お
よびそれぞれの細胞を Secretome、RNAseq により解析し、相互作用に関与している液性因子およ
び transcriptional profile を解析する。 
 
(4) 膵癌 CSLC に対する治療のターゲット選定 
前年度に引き続き、候補分子の解析を進める。2年間で治療ターゲットを 1-2 個に絞り込むこと
を目標とする。さらに候補分子の膵癌組織での発現、ヒト正常組織での発現を確認することは、
効果が高く、副作用の少ない治療の開発のため極めて重要である。膵癌組織、ヒト正常組織は、
山口大学大学院医学系研究科消化器・腫瘍外科学および山口大学医学部先端がん治療開発学に
保存されている検体を解析に用いる。組織での発現確認には主に免疫組織化学染色を用いる。 
 
４．研究成果 
教室では、膵癌細胞株から膵癌幹細胞様細胞（P-CSLC）を誘導する方法を開発し、calreticulin
（CRT）が膵癌幹細胞の新規マーカーとなることを報告した。本研究では、この結果を応用し、
プロテオミクス、次世代シーケンサーを用いた mRNA 解析という網羅的なアプローチを通して、
膵癌幹細胞の新たな治療標的を同定した。特に、我々の開発した P-CSLC 誘導法と CRT を用いる
ことで、効率的に膵癌幹細胞の病態解明と新たな治療ターゲットの同定が可能にした。また、網
羅的なアプローチによる CRT 陽性 P-CSLC に高発現した数種類の分子と同細胞での活性化した代
謝経路についても同定し、癌幹細胞性および癌悪性化、治療標的としての可能性という観点から、
標的分子の絞り込みとその可能性を示した。また、P-CSLC と cancer associated fibroblasts 
(CAFs）の関連している表面抗原などについても解析することを通して、膵癌幹細胞をターゲッ
トとした新規治療法開発の可能性について言及した。 
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