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研究成果の概要（和文）：スキルス胃癌細胞株と線維芽細胞を混合してマウスに皮下投与することにより、癌線
維化が誘導できた。線維化の程度と形成される腫瘍体積については再現性を確認している。また、膵癌細胞株を
用いて行った実験では、Ptch1ペプチド（hedgehog阻害剤）で癌線維化が抑制でき、それに伴い、癌浸潤リンパ
球数が増加することが分かった。さらに、Ptch1ペプチド投与が抗PD-1抗体の治療効果を増強することが分かっ
た。

研究成果の概要（英文）：Cancer fibrosis was induced by subcutaneous injection of the mixture of 
scirrhous gastric cancer cells and cancer associated fibroblasts. We are confirming the 
reproducibility of the degree of fibrosis and formed tumor volume. In the experiment using 
pancreatic cancer, Hedgehog inhibitor; patched-1 peptide suppressed the cancer fibrosis and induced 
the increased migration of tumor-associated lymphocytes. In addition, Patched-1 peptide augmented 
the anti-tumor effect of lymphocytes during the therapy by anti PD-1 antibody agent.  

研究分野： 腫瘍免疫学

キーワード： スキルス胃癌　免疫治療　活性化リンパ球　癌線維化　抗PD-1抗体　免疫チェックポイント　膵癌　ヘ
ッジホッグ阻害剤

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
スキルス胃癌は癌線維化が強いことが特徴である。免疫チェックポイント阻害剤の奏効率向上のためには、癌組
織に浸潤するリンパ球数を増やす必要があるが、線維化がそれを阻んでいる可能性が考えられる。我々は、胃
癌、膵癌細胞株を用いて、hedgehog阻害剤が癌線維化を抑制し、癌浸潤リンパ球数を増加させること、また、抗
PD-1抗体薬の治療効果を向上させることを示唆する結果を得た。この結果は、難治性スキルス胃癌の新規治療開
発に重要な意義を提供する。

※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、研究者個人に帰属します。



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

スキルス胃癌は、癌細胞が胃壁にびまん性に浸潤し、高度の間質線維化が認められる高悪性度の
癌腫である。スキルス胃癌の間質線維化により、免疫細胞局所浸潤や薬剤の癌腫内への流入が阻
害されることが種々の治療に対し抵抗性であったり、患者の多くが免疫寛容の状態であったり
する一因と考えられ、スキルス胃癌に対し著効する薬剤は未だ開発されていない。また、細胞性
免疫能が低下したスキルス胃癌患者は種々の治療を継続することが困難であることを我々は経
験している。スキルス胃癌線維化の阻害に伴う免疫寛容状態の改善は、スキルス胃癌患者の全身
状態、治療効果の改善につながると考えられる。近年、Hh シグナルが膵組織の線維化誘導に関
与することが報告された(Jung IH et al, PLoS one, 2011)。また一方、胎生期に内胚葉の前腸
は Hh シグナルのリガンドである SHH に暴露されると胃上皮へと分化し、SHH に暴露されないと
膵管上皮へと分化することが分かっており、胃と膵は、発生学的に、また Hh シグナルの観点か
ら類似した組織であると考えられる。従ってスキルス胃癌においても、膵癌と同様に、Hh シグ
ナル阻害剤がスキルス胃癌の線維化を抑制し、またそれに伴いリンパ球組織浸潤が促進され抗
腫瘍効果が増強される可能性は十分にあると考える。 
 
２．研究の目的 

本研究は、難治性のスキルス胃癌に対する新規治療法の開発のために、「①Hh シグナル阻害剤が
スキルス胃癌の線維化を抑制できるか、それに伴い②リンパ球組織浸潤が促進され免疫監視機
構が構築でき、抗腫瘍効果が増強されるか」の２点に焦点をあてて研究する。 
 
３．研究の方法 
１、胃正常組織、慢性胃炎組織、スキルス胃癌組織における Hh シグナル関連分子発現プロファ
イルの作成 
我々は、研究を通じて炎症病変において Hh シグナルが活性化しており、癌の initiation として
の potential をもつ可能性を見出している(Nakashima H et al, Cancer Res, 20 
06)。また、我々は、乳癌において正常乳腺組織、上皮内癌(DCIS)、浸潤性乳管癌(IDC)と癌が進
展すると共に Hh シグナル活性化の指標である GLI1 発現が亢進する結果を発表している。そこ
で、手術時摘出組織（正常組織およびスキルス胃癌組織：各５０例）および生検組織（慢性胃炎
組織：５０例）における Hh 経路構成分子(SHH、PATCHED1、SMO、GLI1)発現を免疫組織染色法、
RT-PCR 法、western blot 法、および In situ hybridization 法で詳細に解析し、各種組織にお
ける Hh 経路構成分子発現プロファイルを作成することにより、Hh 経路構成分子発現の組織特異
性を確認し、治療標的としての安全性を評価すると共に発癌予防標的分子としての可能性を探
索する。さらに、再発率、予後、病理学的因子との相関といった臨床的意義を解析し、診断・治
療に応用する。 
 
２、スキルス胃癌細胞株単独移植の系 
スキルス胃癌細胞株 KATOIII、OCUM-2M、HSC-39 を免疫不全マウス(NOD-SCID)に異種移植する系
を用いる。GLI1 siRNA あるいは SMO-siRNA を導入したスキルス胃癌細胞株を移植する系、ある
いは、wild type のスキルス胃癌細胞株を移植後に Hh 阻害剤（シクロパミン、Ptch1 ペプチド）
を局所または腹腔内に投与する系を用いて腫瘍形成マウスを作成して、形成された腫瘍の腫瘍
径計測、免疫染色(-SMA、Masson trichrome)を行い Hh 阻害剤がスキルス胃癌の増殖および間
質線維化に及ぼす影響を検証する。 
 
３、スキルス胃癌細胞株と胃由来の線維芽細胞を混合して移植する系 
２の実験をスキルス胃癌細胞株と胃由来の線維芽細胞を混合して移植する方法で検証する。線
維芽細胞と混合させて移植することにより、より線維化がおこりやすく変化が確認しやすい可
能性がある。同様の方法で腫瘍形成マウスを作成して、形成された腫瘍の腫瘍径計測、免疫染色
(-SMA、Masson trichrome、Ki67)を行い、Hh 阻害剤がスキルス胃癌の増殖および間質線維化に
及ぼす影響を検証する。 
 
４、alloCTL 誘導 
健常人５人より末梢血単核球を分離し、プレート付着分画（単球）に GM-CSF 及び IL-4 を加えて
未熟樹状細胞(immature dendritic cell;iDC)を誘導する。iDC にスキルス胃癌細胞株 OCUM-2M、
HSC-39 あるいは手術時摘出新鮮癌組織の壊死腫瘍 lysate を加え共培養後、TNF-、INF-を加え
腫瘍抗原認識成熟 DC を誘導する。一方、プレート非付着分画（T リンパ球）を OKT3 固層化フラ
スコで IL-2 と共に培養し、活性化 T リンパ球を誘導する。このリンパ球と腫瘍抗原認識成熟 DC
を共培養し、他家腫瘍抗原認識細胞傷害性 T リンパ球(alloCTL)を誘導する。 
 
５、リンパ球浸潤促進とそれに伴う抗腫瘍効果増強の検証 
これまでの実験で線維化抑制効果が得られた方法を用いて、免疫不全マウスに腫瘍を形成させ
る（Hh 阻害剤治療群および未治療コントロール群の２群作成）。続いて、OCUM-2M 認識 alloCTL



あるいはHSC-39認識alloCTLを尾静脈より投与し腫瘍の増殖能を２群間で比較検討すると共に、
形成された腫瘍の免疫組織染色を行い、胃癌組織内に浸潤した alloCTL を CD3/CD8 で染色し浸
潤細胞数を計測して比較検討する。 
 
４．研究成果 
（１）胃癌細胞株 KATOIIIおよび胃由来ヒト正常線維芽細胞株 YS-1 を用いて、胃癌組織線維化
誘導について検討した。免疫不全マウスに KATOIII 単独投与した群、KATOIII と YS-1 を１：１
に混合して投与した群、１：２に混合して投与した群の 3 群を作成して、腫瘍形成を試みた。 
Massontrichrome(MT)染色で評価した。KATOIII 単独群に比較して、CAF を１：１、１：２で加え
ると、MT 染色陽性の部位が順に有意に高くなり、線維化誘導が確認できた。 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）（１）の実験における形成腫瘍体積の評価を行った。KATOIII 単独群の腫瘍体積が高い結

果となった。この結果が再現性があるかどうかを現在検証中である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

2

4

6

8

10

12

14

KATOIII only 1:1 1:2

線維化の
相対値

*

*

 

0

20

40

60

80

100

120

2 5 7 9

KATOIII only 1:1 1:2腫瘍体積(mm3)

培養日数（日）

 

KATOⅢ単独

KATOⅢ+ CAF１：１

KATOⅢ+ CAF １：２



（３）我々はスキルス胃癌と共に膵癌においても、癌線維化に対する hedgehog 阻害剤の有効性

を検証する実験を行っている。免疫不全マウスを用いてヒト膵癌細胞株および癌関連線維芽細

胞を混合し皮下移植してリンパ球を投与する実験モデルで、Ptch1 ペプチド、リンパ球、抗 PD-

1 抗体を図の通り、投与して治療効果を調べた実験では、Ptch1 ペプチド、リンパ球、抗 PD-1 抗

体の全てを投与した群で最も抗腫瘍効果が高く、組織浸潤リンパ球数も高いことが分かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（４）さらに、免疫不全マウスを用いてヒト膵癌細胞株および癌関連線維芽細胞を混合し皮下移

植してリンパ球を投与する実験モデルで、抗 PD-1 抗体に対する Ptch1 ペプチドの上乗せ効果を

検証した。その結果、抗 PD-1 抗体に ptch1 ペプチドを追加投与することで、リンパ球の抗腫瘍

効果が高まることが分かった。これら結果は、論文に発表した。 
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