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研究成果の概要（和文）：本研究では、癌自然発生モデルのKPCLマウスにおいて膵癌内で好中球細胞外トラップ
(NETs)が誘導されていること、微小肝転移巣において癌関連線維芽細胞(CAFs)の誘導に先立ち好中球の集簇がみ
られること、NETs阻害剤を投与することで肝転移の形成が抑制され、CAFsの誘導が抑制されることを示した。ま
た、in vitroにおいて好中球と膵癌細胞を間接共培養すると、膵臓癌細胞がNETs形成を誘発し、その結果NETsが
肝転移におけるCAFsの起源である可能性のある肝星細胞の誘導を促進することを示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we showed that neutrophil extracellular traps (NETs) were 
induced in pancreatic cancer in KPCL mice (spontaneous cancer model), neutrophil aggregation was 
observed in microhepatic metastases prior to the induction of cancer-related fibroblasts (CAFs), and
 administration of NETs inhibitors suppressed the formation of liver metastases and suppressed the 
induction of CAFs.
In addition, we have shown that pancreatic cancer cells induce NETs formation, which in turn 
promotes the induction of hepatic stellate cells under indirect co-culture of neutrophils and 
pancreatic cancer cells, which may be the origin of CAFs in liver metastases.

研究分野： 医歯薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膵癌では癌間質相互作用が腫瘍の転移・浸潤に大きな役割を果たしている。その一例として、NETsがCAFsを活性
化し、転移促進的な微小環境を形成する可能性が示唆されている。これまでに乳癌や大腸癌においてNETsが肝転
移を促進することが報告されているが、それらは癌細胞とNETsの直接の相互作用を検討したものであった。本研
究ではNETsが癌細胞そのものではなく、癌間質相互作用に与える影響という新たな視点に立った研究である。
また、早期に肝転移を起こす膵癌は極めて予後不良であり、膵癌の肝転移を制御する新規治療法は膵癌の予後を
改善する可能性が高く、新たな視点で解決を試みた社会的意義の高い研究といえる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
膵癌は極めて予後不良であり、ここ 30 年ほとんど生存率の改善がみられない取り残された癌

である。膵癌の予後が不良な原因のひとつに膵癌が早期に肝転移を起こすにも関わらず、それに
対する有効な治療法がないことが挙げられる。そのため、膵癌の肝転移を制御する新規治療法は
膵癌の予後を改善する可能性が高く、その開発は社会的要請度・貢献度・緊急性が高い。 
好中球細胞外トラップ(Neutrophil extracellular traps:以下 NETs)は NETsosis と呼ばれる

好中球の細胞死に伴い好中球の細胞外に放出されるクロマチンの網状構造であり、好中球が微
生物を殺傷する新たな機構として 2004 年に Brinkmann らによって報告された。近年 NETs は感
染性の疾患のみならず、リウマチ、血管炎等の自己免疫性疾患や担癌患者の血栓症、さらには癌
の進展等様々な病態に関与しているとする報告が相次いでいる。癌の進展に関しては乳癌や大
腸癌において NETs が転移を促進することが報告されているが、その機序はほとんど解明されて
いない。一方で NETs による線維芽細胞の活性化が喫煙やブレオマイシン等による肺の線維化に
促進的に作用することが報告されている(Chrysanthopoulou,J Pathol,2014)。これらのことか
ら、癌間質相互作用が重要な役割を果たす膵癌の転移形成においても NETs が癌関連線維芽細胞
(Cancer-associated fibroblasts:以下 CAFs)を活性化し、転移促進的な微小環境を形成する可
能性が示唆された。 
 以上より我々は、膵癌肝転移において NETs が転移形成促進的な微小環境形成を促進するので
はないかと考え研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は膵癌の主要な死因のひとつである肝転移を制御することで膵癌患者の予後を

改善する新規治療を開発することである。NETs を抑制することにより肝転移を抑制することが
できるという報告は乳癌、大腸癌等でみられるが、その機序はほとんど明らかにされていない。
今回我々は膵癌の進展に重要な役割を果たす癌間質相互作用と NETs の関係に着目した。これま
でに NETs と癌間質相互作用の関係についての報告はなく、この点が本研究の最大の特徴であり
独自性が高く、NETs を標的とした新たな治療法は、膵癌のみならず他癌腫の治療においても飛
躍的な進歩をもたらす可能性があると考えられた。 
 
３．研究の方法 
 まず、ヒト原発性膵癌及び自然膵癌発癌ルシフェラーゼ(KPCL)マウスの肝転移腫瘍における
好中球の状態を観察し、膵癌やその転移巣における好中球の動員や NETs 形成状態の確認を試み
た。さらに、NETs 阻害剤として知られている DNaseI が、KPCL マウスの自然発生 PDAC 腫瘍に及
ぼす影響を調査した。引き続き、肝微小転移マウスモデルを作成し、微小転移の経時的な変化を
解析した。さらに NETs 阻害剤投与を行って肝微小転移巣形成に対する NETs 阻害剤の効果を調
査した。加えて、マウス好中球に、NETs 誘導剤、癌細胞（原発腫瘍、転移腫瘍）それぞれがもた
らす影響を確認した。さらに、転移巣における NETs の役割を検討すべく、好中球と癌細胞株、
さらに肝星細胞を組み合わせて共培養し、肝星細胞の挙動を観察した。 
 
４．研究成果 
1. 腫瘍部位における好中球の観察 

ヒト原発性 PDAC および KPCL マウス肝転移腫瘍から得られた標本を免疫染色分析した。両組
織において Ly6G 陽性好中球密度は、隣接する非腫瘍組織よりも腫瘍部において高値であった。
ヒストン H3 は、NETs 形成の過程でシトルリン化されることが知られているため、抗シトルリン
化ヒストン H3抗体(Cit-H3)を用いた免疫染色を行ったところ、KPC マウス肝転移巣では Cit-H3
陽性細胞が浸潤しており、さらに、膜不透過性拡散染色剤である SYTOX Green を腫瘍採取前のマ
ウスに投与し腫瘍
を観察したところ、
腫瘍断面の直接観
察中に不均一に分
布した細胞外DNAが
検出された。 
 
 
 
 
 
 
 
 



2. NETs 阻害剤が KPCL マウスの自然発生 PDAC 腫瘍に及ぼす影響 
 NETs 阻害剤；DNaseI が、KPCL マウスの自然発生 PDAC 腫瘍に及ぼす影響を調査した。肝転移
形成の早期段階における変化の観察のため、連日の DNaseI 腹腔内投与の開始を週齢で変え比較
したところ、早期に DNaseI 投与を開始したマウスにおいて肝転移を予防できることが判明した。
一方、すでにある程度成長した腫瘍には NETs 阻害の治療効果は不十分であることが示唆された。 
 さらに癌細胞の脾臓内注射によって肝微小転移モデルを作成して観察したところ、転移巣に
おける好中球の動員は、CAF の活性化に先行することが判明した。 

 
3. 肝微小転移巣形成に対する NETs 阻害剤の効果の検討 
 肝微小転移モデルに対し連日 DNaseI 投与
を行い DNaseI処理マウスと対照マウスの転移
性結節の数を評価したところ、対照群と比較
して、DNase I 治療群の転移性結節の数と面積
はともに有意に減少していた。 
 
 
 
 
 
4. 癌細胞が NETs 形成にもたらす影響の検討 
単離されたマウス好中球を、間接的共培養の PCC(マウス癌細胞株)または 24 時間の PCC

の上清で処理したところ、原発腫瘍または転移性腫瘍に由来する PCC のすべての培養物は
NETs を誘導した。特に、肝臓および肺転移に由来する PCC の培養物は、原発腫瘍に由来す
るものよりも強力に NETs を誘導した。 
 
5. CAF 活性化に対する NETs の効果の解明 
 肝転移における CAF は常在性肝星細胞（HSC）に由
来することが示されており、NETs が HSC の移行に影
響を与えるメカニズムを、Transwell 移行アッセイを
用いて検討した。 
 HSC を PCC または好中球と間接共培養したとこ
ろ、遊走 HSC 数は変化しなかった。一方、PCC と好
中球の両方と共培養した場合、遊走 HSC 数は大幅
に増加した。NETs 阻害剤；アポシニンを投与した
ところ、PCC と好中球両方と共培養した遊走 HSC 数
は、PCC または好中球のみとの共培養で観察された
レベルまで減少した。 
 
以上から我々は、NETs が CAF の活性化を介して
PDAC の肝微小転移を促進することを示した。 
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