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研究成果の概要（和文）：本研究の背景は膵癌患者における骨格筋低下は予後不良因子であることに起因する。
本研究では、まず、筋芽細胞とマウス膵癌細胞株との共培養実験を行った。共培養では膵癌細胞から放出される
因子（X）が直接筋芽細胞に影響し、骨格筋分化を抑制することを明らかにした。次にマウス膵癌細胞の同系マ
ウスへの移植実験を行った。ここでは移植後、膵癌により体重増加が不良となり、同時に骨格筋量も低下するこ
とを明らかにした。これらの結果から、膵癌と骨格筋という遠隔臓器の関連性を明らかにし、膵癌が骨格筋量の
低下を引き起こすメカニズムを解明できた。「骨格筋量を改善させる」という宿主に着目した膵癌の新しい治療
戦略への道筋を描けた。

研究成果の概要（英文）：Our study aimed to understand how pancreatic cancer contributes to the loss 
of skeletal muscle mass. We conducted co-culture experiments with myoblast and mouse pancreatic 
cancer cells to do this. Our findings revealed that the cancer cells release factor (X) that impedes
 skeletal muscle differentiation. However, by suppressing the expression of the factor using shRNA, 
we observed the relieving of this effect on the skeletal muscles. We then conducted orthotopic 
transplantation of mouse tumor cells, showing that the mice experienced poor weight gain and 
decreased skeletal muscle mass following the implantation. Our research highlights the connection 
between pancreatic cancer and skeletal muscle, suggesting that pancreatic cancer may directly cause 
sarcopenia in patients.

研究分野： 膵癌

キーワード： 膵癌　サルコペニア　骨格筋　液性因子　同所移植モデル　カヘキシー／カヘキシア
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膵癌は最も予後の悪い固形癌である。申請者は膵癌患者における骨格筋量の低下が強力な予後不良因子であるこ
とから、「膵癌」と「骨格筋」という遠隔臓器間の関連に着目した。本研究では、膵癌が骨格筋の低下を引き起
こす基本的メカニズムを明らかにした。膵癌の「宿主（患者因子）」が多様化する中で、本研究は「宿主に着目
した膵癌の新しい治療戦略」への基盤的エビデンスを提供する。特に、本研究で同定した因子（X）は、新規治
療ターゲットとしての応用が期待できる。同時に、膵癌患者に対するリハビリテーションに対するエビデンスの
確立など、多方面への研究展開が可能で、膵癌の飛躍的予後改善に向けた新たな道筋を開くことができた。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 申請者らは、切除不能膵癌において骨格筋量の低下を特徴とする「サルコペニア」が予後不良
因子となることを発見した。また、膵特異的 Kras 変異の導入による遺伝子改変マウスでも類似
の骨格筋量低下が再現されることも明らかにした。 
膵臓は内分泌・外分泌の双方を担う生体内エネルギー代謝の要である。その膵に癌の前駆病変

が発生し、進展する過程において、遠隔臓器である骨格筋にどのような影響を与えているのかに
ついては明らかではない。したがって、この骨格筋量低下に対する適切な介入方法も定まってお
らず、患者の生命予後の延長に資する研究が必要であると考えた。 
この研究の仮説は、「膵癌が骨格筋という『宿主のコンディション』に影響を与える」という

点で独創的なアプローチである。遠隔臓器の分子メカニズムを解き明かすため、In vitro、In 
vivo の双方からこの仮説を証明する必要があり、申請者が予備実験で自ら行ったマウス膵癌細
胞と筋芽細胞との共培養実験や、同系膵癌の同所移植モデルを実験系として用いることとした。 
 これまで、申請者らのグループでは、膵癌やその前駆病変である膵管内乳頭粘液性腫瘍
（Intraductal Papillary Mucinous Neoplasm; IPMN）に対する、血中バイオマーカーに関する
研究を行ってきた。この経験を基盤に、膵癌と骨格筋間におけるメディエーターとなる因子を特
定する研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は膵と骨格筋間に存在する「膵癌が骨格筋量低下を引き起こすメディエーター」を
特定することである。この目的のため、特に下記の観点に着目した。 
(1) 膵癌細胞（腫瘍）と筋芽細胞（宿主）の相互関係 
(2) サルコペニアを惹起する膵癌由来の液性因子 
(3) (1)、(2)で特定された相互関係と液性因子を基盤とした、膵癌の存在下で骨格筋量を改善さ

せる手法の探索 
 
３．研究の方法 
(1) In vitro 実験系 
(1)-①  
マウス膵癌細胞株と 
マウス筋芽細胞との共培養実験
（図 1） 

膵癌前駆病変（PanIN）を
自然発症する遺伝子改変
マウス（Ptf1a-
CreER;KrasG12D;Tp53+/fl）か
ら樹立したマウス膵癌細
胞株（KP+/-C）[1]、進行膵癌を発症する遺伝子改変マウス（Ptf1a-CreER;KrasG12D;Tp53 
R172H/+）から樹立したマウス膵癌細胞株（KPC）[2]とマウス筋芽細胞（C2C12）を非接触状
態で共培養する。非接触状態は Transwell（Sarstedt,Insert, 24 Well, PET 1µm, TP）を
用いて、Transwell 上に KP+/-C 細胞または KPC 細胞を播種し、下層に C2C12 細胞を、それ
ぞれ 0.3x105個ずつ播種した。培養液は培養開始後 2日間は 10%FBS（ウシ胎児血清）添加
D-MEM とし、その後 2%HS（ウマ血清）添加 D-MEM へと培養液を交換してさらに 5日間培養
した（合計 7日間培養；4ウェルずつ播種）。 
培養終了後、2 ウェルより C2C12 細胞を固定し、ミオシン重鎖抗体（クローン；MF20)と Dapi
で染色し、Fusion index（全細胞核数に対する筋芽細胞中の核数の割合）をカウントした。 
同時に、2 ウェルから C2C1 細胞の RNA を回収し、骨格筋分化に関与する 3 つの遺伝子
（Myod1、Myogenin、Acta1）の発現量を qPCR で定量した。 
 

(1)－② トランスクリプトーム解析(図 2)  
(1)-1 と同様の共培養を KPC 細胞株（Transwell）、C2C12 細胞株を用いて行った。7日の培養
後に KPC の RNA を回収し、ト
ランスクリプト―ム解析を
行った。その結果から、膵癌
細胞との共培養による骨格
筋分化の抑制に関与する候
補因子を同定した。 
 
 
 
 



(1)－③ 同定した候補因子の遺伝子発現量の定量  
  (1)-①で同定した候補因子の遺

伝子発現量を KP+/-C、KPC、C2C12
において、qPCR 法で定量した。
KP+/-C と KPC については、培養
開始 2日目（10%FBS 時点）と 7日
目（2%HS 時点）でそれぞれ候補因
子の発現量を定量した。 

 
(1)-④ 候補因子の遺伝子ノックダ

ウン実験（図 3） 
レンチウイルス発現ベクターシ
ステムを用いて、KPC 細胞に候補
因子の遺伝子をノックダウンし、(1)-1 と同様に KPC 細胞株（Transwell）、C2C12 細胞株を
用いて共培養実験を行った。7日間の共培養後に RNA を回収し、骨格筋分化に関与する遺
伝子の発現量を qPCR で定量した。また、2 ウェルより細胞を固定し、Fusion index をカ
ウントした。 

 
(2) In vivo 実験系(図 4) 

10 週齢の FVB マウス 18匹を用意し、マウスの膵尾部に全身麻酔下で、9匹に可溶化基底膜
マトリックス（Matrigel、Corning 
Life Sciences）に懸濁したKP+/-
C 細胞を 1.0x105個同所移植した
（Orthotopic 群）。他の 9匹は、
可溶化基底膜マトリックスのみ
を同所移植した（Control 群）。週
2 回（3 または 4日に 1 回）体重
と 1 日あたりの食餌摂取量を測
定し、6週間経時的に観察した。
6週後、マウスを全身麻酔で安楽
死し、下肢大腿四頭筋とヒラメ
筋・腓腹筋の筋肉量を測定した。 

 
４．研究成果 
(1) In vitro 実験系 
(1)-①   
マウス筋芽細胞の分化
は膵癌細胞株との共培
養で抑制される 
 KP+/-C、KPC と

C2C12 を共培養
し、7日後に
Fusion index をカ
ウントしたとこ
ろ、KP+/-C、KPC
との共培養群では有意に Fusion index が低下していた。Fusion index は KPC でより強く
低下していた（図 5(A)、(B)）。 
qPCR の結果でも同様に、KP+/-C、KPC との共培養では、骨格筋分化に関わる遺伝子
（Myod1、Myogenin、Acta-1）の有意な発現量の低下を認めた。KPC は Tp53 変異を有し、
悪性度は KP+/-C より高い。この結果より、悪性度が高くなるに従い、骨格筋分化がより
強く抑制される可能性が示唆された（図 5(C)）。 
 

(1)-② マウス膵癌細胞株から分泌され、筋芽細胞の分化を抑制する候補因子(X)を同定した 
KPC と C2C12 の共培養後に、C2C12 の RNA を回収し、RNA-seq 解析を行った。その結果、骨
格筋量を低下させる複数の候補因子が同定された。その中で、候補因子の発現が共培養によ
り高発現し、かつパスウェイ解析でも Enrichment が認められた因子に着目し、この候補因
子(X)について更に探索を進めた（図 6）。 
 

(1)-③候補因子(X)は KP+/-C、KPC の両方で高発現し、経時的に発現量が増加する（図 7(A)） 
KPC と KP+/-C を 1.0x106個播種し、(1)播種直後、(2)10%FBS で 2日間培養後、(3)10%FBS で 
2 日間培養し、その後 5日間 2%HS で培養後、の 3 点でそれぞれ RNA を回収し、候補因子(X)
の遺伝子発現量を比較した。その結果、経時的に候補因子(X)の発現量が増加していた。ま
た増加量は KPC の方が KP+/-C に比べて顕著であった。 



(1)-④ 候補因子(X)のノックダウンにより、マウス膵癌細胞株による骨格筋分化の抑制は解除
される 

上記までに同定した候補因子
(X)をコードしている遺伝子
（A）に対する低分子ヘアピン
型 RNA（shRNA）をデザインし、
レンチウイルスベクター発現
システムを用いて遺伝子（A）
をノックダウンした。5 種類
の shRNA のうち 2 種類で約
70%程度のノックダウン効率
を得た(図 7(B)；sh3-KPC、
sh5-KPC)。 
この 2 種の KPC 細胞株を用い
て、同様に共培養を行ったと
ころ、qPCR 法による骨格筋分
化の遺伝子発現量、Fusion 
index ともに約 10%程度の回
復が認められた（図 8(A)～
(C)）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) In vivo 実験系 
(2)-① マウス膵癌細胞株を同所移植
することにより膵癌にともなう骨格筋
量の低下が再現される（図 9） 

マウス膵癌細胞株(KP+/-C)を同系
マウスの膵尾部に移植した。6週後
のエンドポイントでは同所に進行
膵癌が形成されており、下肢大腿
四頭筋、ヒラメ筋・腓腹筋量は対照
群に比べて有意に低下していた。
経時的な検討では、食餌摂取量は
エンドポイントの約 1 週間前まで
低下しないのに対し、体重はより
早期から有意に増加量が減少して
いた。以上の結果から、臨床的に認
められる膵癌にともなう骨格筋量
の低下がマウス膵癌細胞株の同所
移植モデルでも再現され、その骨
格筋量の低下は食餌摂取の低下に
依存しないことが明らかとなっ
た。 
 

【考察】 
 今回の研究では、マウス膵癌細胞株を用いて、骨格筋分化を抑制する候補因子について探索的
検討を行った。実験モデルとして、In vitro 系ではマウス筋芽細胞と膵癌細胞株との共培養系
によるモデルを用いて、膵癌細胞株から分泌される候補因子(X)が同定された。また、shRNA を



用いて候補因子(X)の遺伝子発現を抑制することにより、この骨格筋分化の抑制が解除できるこ
とも確認できた。以上より候補因子(X)は膵癌にともなう骨格筋量減少の主要な因子であると考
えられる。我々が今回同定した候補因子(X)はすでに治療薬が上市されており、臨床応用されて
いる。しかし、骨格筋に着目してこの治療薬を用いた研究はなく、ドラッグ・リポジショニング
の観点からも有益な研究であったと考えている。 
 今回、我々は KP+/-C、KPCKPC の 2 種の細胞株を使用した。KP+/-C と KPC の違いは Tp53 変異
がナンセンス変異（KP+/-C）か機能獲得型変異（KPC）かによる。今回の実験では KPC の方がよ
り強く骨格筋量分化を抑制したことから、Tp53 変異そのものか、または膵癌の悪性度そのもの
が、骨格筋量低下の「程度」を反映している可能性がある。これは我々が報告した切除不能膵癌
における骨格筋量低下が予後不良因子となることと合致する。[3]  
 一方で、候補因子(X)の shRNA によるノックダウンで、骨格筋分化抑制を解除できたのは In 
vitro で約 10%程度であり、非癌状態（対照群）と比較して完全に分化抑制を解除できていると
は言い難い。このため、別の因子についても引き続き探索する必要があり、今後は、RNA-seq 結
果の再解析と同時に、ヒト膵癌細胞株を用いた実験も行う予定である。ヒト膵癌細胞株を用いた
実験では、本研究を基盤にマサチューセッツ総合病院 Pancreatic biology laboratory との共
同研究を開始した（国際共同研究加速基金(国際共同研究強化(A) 21KK0283；『ヒト膵癌に伴う骨
格筋量低下に寄与する因子への介入・治療基盤戦略の確立』）。研究者はすでにマサチューセッツ
総合病院にて、Patient-derived xenograft（PDX）を用いた実験を開始しており、本研究で確立
した In vitro、In vivo の実験系をもとに、ヒト膵癌における骨格筋量の低下原因とその解除の
方法に迫る研究をさらに継続する予定である。 
 In vivo 実験では KPC の同所移植は同系マウスであったにもかかわらず、宿主に生着せず、ま
た生着したマウスも死亡率が極めて高かったことから、プロトコルを完遂できなかった。このた
め、KP+/-C を同所移植した際のデータのみとなった。この In vivo 実験では、食餌摂取量や体
重を経時的に観察していることで、食餌摂取量などの骨格筋量低下に対して交絡しうる因子を
除外できた貴重なデータとなった。KPC の同所移植は、今後、免疫不全マウス（NCG マウス; T 細
胞、B 細胞、NK 細胞欠損マウスなど）で行うことを検討しているが、一般に免疫不全マウスは対
照群でも骨格筋量が減少しやすい[4]可能性があり、慎重なモデルの検討が必要である。マウス
モデルについても、同様にマサチューセッツ総合病院との共同研究でモデルの作成と解析を進
めており、血清中の候補因子(X)の定量なども今後予定している。 
 最後に、本研究では膵癌が骨格筋量低下をきたす因子を主体として研究を進めた（膵癌→骨格
筋）。「癌治療」という観点からは、骨格筋（量の低下）が膵癌に与える影響についても検討する
必要がある（骨格筋→膵癌）。骨格筋は、生体内で運動器官としてだけではなく、様々な役割を
担っていることが明らかになりつつある。[5]今後は、このような骨格筋が膵癌の進展・進行に
与える影響についても焦点を当てて研究を進める。 
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 ５．発行年 ２．論文標題
Case Report: A Rare Case of Esophagogastric Junctional Squamous Cell Carcinoma After the
Successful Treatment of Neuroendocrine Carcinoma: Clonal Tumor Evolution Revealed by Genetic
Analysis

Frontiers in Genetics 608324

 オープンアクセス  国際共著
オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 １．著者名  ４．巻

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
10.1016/j.pan.2021.03.002

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

Sato Hiroki、Goto Takuma、Hayashi Akihiro、Kawabata Hidemasa、Okada Tetsuhiro、Takauji Shuhei、
Sasajima Junpei、Enomoto Katsuro、Fujiya Mikihiro、Oyama Kyohei、Ono Yusuke、Sugitani Ayumu、
Mizukami Yusuke、Okumura Toshikatsu
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 ２．論文標題  ５．発行年
Prognostic significance of skeletal muscle decrease in unresectable pancreatic cancer: Survival
analysis using the Weibull exponential distribution model

Pancreatology 892～902

 オープンアクセス  国際共著
オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 １．著者名  ４．巻

Tumor-Progressive Mechanisms Mediating miRNA Protein Interaction

International Journal of Molecular Sciences 12303～12303

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
10.3390/ijms222212303

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 ４．巻
Konishi Hiroaki、Sato Hiroki、Takahashi Kenji、Fujiya Mikihiro 22

 １．著者名
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オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

10.2958/suizo.37.29

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Genomic medicine for the early detection of pancreatic cancer

Suizo 29～39

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 オープンアクセス  国際共著
オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
SATO Hiroki、TAKAHASHI Kenji、MIZUKAMI Yusuke 37

 １．著者名

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
10.1002/cam4.4461

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁
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Tanaka K、Tanabe H、Sato H、Ishikawa C、Goto M、Yanagida N、Akabane H、Yokohama S、Hasegawa K、
Kitano Y、Sugiyama Y、Uehara K、Kobayashi Y、Murakami Y、Kunogi T、Sasaki T、Takahashi K、Ando
K、Ueno N、Kashima S、Moriichi K、Sato K、Yuzawa S、Tanino M、Taruiishi M、Sumi Y、Mizukami Y、
Fujiya M、Okumura T
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 ２．論文標題  ５．発行年
Prognostic factors to predict the survival in patients with advanced gastric cancer who receive
later‐line nivolumab monotherapy?The Asahikawa Gastric Cancer Cohort Study (AGCC)

Cancer Medicine 406～416

 オープンアクセス  国際共著
オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 １．著者名  ４．巻

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
10.3389/fnut.2022.765209

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

Ando Katsuyoshi、Uehara Kyoko、Sugiyama Yuya、Kobayashi Yu、Murakami Yuki、Sato Hiroki、Kunogi
Takehito、Sasaki Takahiro、Takahashi Keitaro、Ueno Nobuhiro、Kashima Shin、Moriichi Kentaro、
Tanabe Hiroki、Okumura Toshikatsu、Fujiya Mikihiro
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 ２．論文標題  ５．発行年
Correlation Among Body Composition Parameters and Long-Term Outcomes in Crohn's Disease After
Anti-TNF Therapy

Frontiers in Nutrition 765209

 オープンアクセス  国際共著
オープンアクセスとしている（また、その予定である） 該当する

 １．著者名  ４．巻

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
10.1007/s00535-021-01846-4

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

Kawabata H、Ono Y、Tamamura N、Oyama K、Ueda J、Sato H、Takahashi K、Taniue K、Okada T、
Fujibayashi S、Hayashi A、Goto T、Enomoto K、Konishi H、Fujiya M、Miyakawa K、Tanino M、
Nishikawa Y、Koga D、Watanabe T、Maeda C、Karasaki H、Liss A. S.、Mizukami Y、Okumura T
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 ２．論文標題  ５．発行年
Mutant GNAS limits tumor aggressiveness in established pancreatic cancer via antagonizing the
KRAS-pathway

Journal of Gastroenterology 208～220

 １．著者名  ４．巻
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2022年

2021年

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

10.1093/jjco/hyab194

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ５．発行年 ２．論文標題
Endoscopic duodenal stent placement versus gastrojejunostomy for unresectable pancreatic cancer
patients with duodenal stenosis before introduction of initial chemotherapy (GASPACHO study): a
multicenter retrospective study

Japanese Journal of Clinical Oncology 134～142

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 １．著者名  ４．巻
Azemoto N、Ueno M、Yanagimoto H、Mizuno N、Kawamoto Y、Maruki Y、Watanabe K、Suzuki R、Kaneko
J、Hisada Y、Sato H、Kobayashi S、Miyata H、Furukawa M、Mizukami T、Miwa H、Ohno Y、Tsuji K、
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ５．発行年 ２．論文標題
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Validation of the National Cancer Database (NCDB) and the German Cancer Registry Group of the
Society of German Tumor Centers (GCRG/ADT)

Cancers 868～868

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 該当する
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Wegner R. E.

14

10.3748/wjg.v27.i23.3262
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 オープンアクセス  国際共著
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Takahashi K、Katanuma A、Omori Y、Iwano H、Yamada M、Yokochi T、Asahara S、Kawakubo K、Kuwatani
M、Sakamoto N、Enomoto K、Goto T、Sasajima J、Fujiya M、Ueda J、Matsumoto S、Taniue K、Sugitani
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁
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 オープンアクセス  国際共著
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High Response Rate and Prolonged Survival of Unresectable Biliary Tract Cancer Treated With a
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Frontiers in Oncology 597813
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オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 １．著者名  ４．巻
Goto Takuma、Saito Hiroya、Sasajima Junpei、Kawamoto Toru、Fujinaga Akihiro、Utsumi Tatsuya、
Yanagawa Nubuyuki、Hiramatsu Kazuhide、Takamura Akio、Sato Hiroki、Fujibayashi Shugo、Fujiya
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 オープンアクセス  国際共著
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Digestive Diseases and Sciences Online
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 オープンアクセス  国際共著
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有

 オープンアクセス  国際共著
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 １．発表者名

 ４．発表年

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －
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 ２．論文標題  ５．発行年
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肝胆膵 1125ｰ1133

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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 ２．発表標題
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高橋 賢治, 小山 一也, 川尻 はるな, 佐藤 裕基, 藤林 周吾, 林 明宏, 河端 秀賢, 岩本 英孝, 後藤 拓磨, 山北 圭介, 北野 陽平, 水
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佐藤 裕基, 水上 裕輔, 藤谷 幹浩, 岡田 哲弘, 藤林 周吾, 河端 秀賢, 林 明宏, 後藤 拓磨, 小野 裕介, 杉谷 歩, 奥村 利勝

 １．発表者名
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 １．発表者名
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 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

切除不能膵癌化学療法例において骨格筋量低下は予後不良因子である
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リキッドバイオプシー、内視鏡下採取検体による分子プロファイリング　EUS-FNA検体と血清を用いた膵癌診断における長鎖ノンコーディ
ングRNAの有用性
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