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研究成果の概要（和文）：治療抵抗性獲得膵癌に特徴的な遺伝子変異の同定および特定された候補遺伝子と
CD200発現との関連性の包括的解明，治療抵抗性メカニズム， 候補遺 伝子ノックダウンによる抗腫瘍効果の検
証を行うことを予定した.腫瘍免疫学的検討として, 腫瘍周 囲浸潤リンパ球との関連を検討し，CD200発現例で
IL-2が有意に低く，治療抵抗性を示す可能性を示した．これら治療抵抗性と関連する遺伝子の同定のため，治療
抵抗性を示した症例と，治療奏功した 症例を分類し，遺伝子解析を行ったが，現時点で治療抵抗性膵癌に特徴
的な遺伝子変異の検出・同定することができなかった．

研究成果の概要（英文）：The plan was to identify genetic mutations characteristic of 
treatment-resistant acquired pancreatic cancer and to comprehensively elucidate the association 
between the identified candidate genes and CD200 expression, the mechanism of treatment resistance 
and the anti-tumour effect of complementary gene knockdown. In a tumour immunology study, the 
association with peri-neoplastic infiltrating lymphocytes showed that IL-2 was significantly reduced
 in CD200-expressing patients, indicating the possibility of treatment resistance. In order to 
identify genes associated with treatment resistance, genetic analysis was performed by classifying 
cases that were resistant to treatment and those that responded to treatment. However, it was not 
possible to identify or detect specific genes that were associated with treatment resistance.

研究分野： 膵癌
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
難治性膵癌において，抗癌剤や放射線などに対する集学的治療が奏効しない遺伝子変異を同定することができ，
それに対する対策を取ることができれば，根治が困難とされる膵癌においても長期生存あるいは根治の可能性が
得られる可能性が広がると考えれれる．治療抵抗性を示す遺伝子を有する膵癌に対して有効な膵癌治療薬を開発
のため治療抵抗性遺伝子の同定を進めてきたが．免疫不活化分子として知られているCD200の発現が膵癌治療抵
抗に大きく関わっていることはわかったが，治療抵抗性に特徴的な遺伝子の同定まで至らず，今後さらに検討を
進めて行くことで個別化治療の確立に役立つと思われる．

※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 
近年，新規抗癌剤や様々な治療選択肢の増加により膵癌の予後は改善しつつある． 10 年前はわ
ずか 5％であった 5年生存率は現在約 10％まで上昇してきているが，未だ予後不良である．唯一
の根治療法は外科的切除であるが，診断時に切除可能と判断される症例は，わずか 20％程度に
過ぎない．局所進行膵癌に対する根治切除率改善のため術前治療が行われるようになったが，治
療中に腫瘍増大や遠隔転移巣の出現により切除不能となる症例や，根治切除が行われたにも関
わらず早期再発をきたす症例が 10％存在する．このような既存治療に抵抗性を示す症例は予後
不良であり，治療抵抗性克服が予後改善の鍵となる．これまで当教室では膵癌予後改善を目的と
し腫瘍免疫と膵癌との関連ついて研究し，報告してきた．特に，最近では免疫不活化分子として
認識されている CD200 に着目し研究を行なっている．腫瘍細胞上に発現している CD200 は，T細
胞に存在する CD200R に結合し，T 細胞による腫瘍免疫を抑制する．応募者らは膵癌において
CD200 発現が術後再発および予後に関連することを見出した．さらに CD200 発現と既知の癌幹細
胞マーカーである CD44 の共発現も認めており，CD200 が癌幹細胞マーカーとしての一面も有す
る可能性が示唆される．一方，近年では次世代シーケンサー技術の登場により複数の癌腫におい
て，網羅的遺伝子解析が行われるようになった．膵癌においても，これまで手術検体を用いた大
規模ながんゲノム解析研究が行われ，BIG4 と呼ばれる KRAS，CDKN2A，TP53，SMAD4/DPC4 の 4 つ
の遺伝子異常が高頻度に認められることが明らかになった．また，TGFBR2，ACVR1B，BRCA1，BRCA2
などのクロマチン修復，TGF-β signaling，軸索誘導，DNA 修復など 10~12 の細胞内シグナル伝
達経路の異常と関連した遺伝子変異の存在も報告され，膵癌における遺伝子変異と発癌のメカ
ニズムが解明されつつある．しかし，膵癌治療抵抗性に関与する遺伝子変異については未だ不明
であり，特定されていない．  
 
 
２．研究の目的 
治療不応膵癌において治療抵抗性の遺伝子基盤の解明である．CD200 発現に関連する治療抵抗性
遺伝子を同定し，治療抵抗性獲得のメカニズムの解明および治療抵抗性候補遺伝子と腫瘍免疫
との関連を明らかにすることで，腫瘍免疫の活性化だけでなく，癌幹細胞をもターゲットとした，
より根治度の高い治療となり，膵癌治療において大きなブレイクスルーとなり得ると考える． 
 
本研究の目的は膵癌を対象として，治療抵抗性関連遺伝子の同定および治療抵抗性を生じるメ
カニズムを解明することを目的とする．また，治療抵抗性遺伝子をノックダウンさせることによ
り既存治療の抗腫瘍効果が増強するかどうかを検証し，さらには腫瘍免疫と治療抵抗性関連遺
伝子との関連について明らかにすることで，今後，個別化治療を含む，新たな集学的癌治療戦略
の構築につなげることを目的とする．近年でこそ術前治療の有効性が注目されているが，2008 年
から術前治療後非切除となった治療抵抗性膵癌の生検検体や，術後半年以内に早期再発をきた
した予後不良症例の手術切除検体の新鮮凍結切片を所有しているのは非常に貴重である．本研
究は，これらの貴重な試料を用いて，CD200 発現に関連する治療抵抗性候補遺伝子を同定し，腫
瘍免疫から見た治療抵抗性メカニズムを明らかにし，これらの調整機構を制御することで，治療
抵抗性を獲得した膵癌に対する新規治療薬の開発に繋げることができると考えられ，独自性，創
造性を有するものと考えられる． 
 
 
３．研究の方法 
（１）治療抵抗性膵癌に特徴的な遺伝子変異を検出し同定する． 
当科では 2006 年から 2019 年に膵癌に対し 443 例の膵切除術を経験し，250 例に術前化学放射線
療法を施行し，193 例は手術先行で膵切除を行った．術前治療施行 250 例中 12 例では遠隔転移
の出現，8例では原発巣増大により非切除となった．このような切除可能膵癌・切除可能境界膵
癌に対する術前化学放射線療法中に切除不能となった症例，さらには手術加療後，早期再発をき
たした症例，また切除不能膵癌に対する全身化学療法中に腫瘍増大や遠隔転移を認めた治療抵
抗性症例において，治療開始前に内視鏡的に採取された膵癌組織検体あるいは切除標本を用い
て次世代シーケンサーによる網羅的な遺伝子解析を行う．また，治療抵抗性症例に特異的な遺伝
子変異を特定するため，治療抵抗性を示さなかった症例においても手術切除標本あるいは生検
検体を用いて網羅的な遺伝子解析を行う．これらから検出された遺伝子変異を比較することで，
治療抵抗性を示す症例において有意に検出される特異的な遺伝子変異を同定する． 
 
（２）宿主免疫機構における治療抵抗性メカニズムの解明 



治療抵抗性膵癌症例に特異的に認められた遺伝子変異と腫瘍内の免疫状態の関連性を検討する．
治療抵抗性症例の生検検体および切除組織検体に対して，CD200 発現の程度を免疫組織化学染色
法を用いて調べる．CD200 高発現例，低発現例それぞれにおいて CD4，CD8，CD45RO などの腫瘍
浸潤リンパ球サブセットの分子発現を調べ，腫瘍内リンパ球浸潤能を評価する．治療抵抗性に特
異的にみられる遺伝子と腫瘍免疫との関連性を明らかにし，治療抵抗性獲得のメカニズムを解
明する． 
 
（３）in vitro において特定された候補遺伝子と治療抵抗性との関連性メカニズムの包括的解
明. 
治療抵抗性膵癌において特異的に認められた遺伝子変異をもつ膵癌細胞株において，siRNA 法を
用いて腫瘍細胞の治療抵抗性関連遺伝子をノックダウンさせ，コントロール細胞と比較し，腫瘍
細胞の増殖能・浸潤能・転移能・治療感受性に及ぼす影響及びその機序を詳細に検討する．10%FBS
含有RPMI-1640，もしくはMEM/EBSSにてノックダウンされた細胞とコントロール細胞を培養し，
FACS や western blot，RT-PCR 等の手法を用いて増殖能・浸潤能・転移能について調べる．さら
に，CD200 発現が腫瘍免疫を抑制していることから CD200 発現もノックダウンさせ，更なる抗腫
瘍効果が得られるかを評価する．治療抵抗性関連遺伝子が複数同定された場合は，それぞれ個別
に当該遺伝子をノックダウンさせ上記の検討を行うと共に，複数の遺伝子を同時にノックダウ
ンさせることでより強い抗腫瘍効果を得られるかどうかを検討する．さらに既存の膵癌化学療
法剤（Gemcitabine，5FU，Oxaliplatin，Irinotecan，Nab-paclitaxel）を種々の条件で添加す
るとともに放射線照射も行い化学放射線療法感受性に及ぼす影響を検討する． 
 
（４）CD200 発現に関与する候補遺伝子ノックダウンによる抗腫瘍効果の検証 
マウス膵癌細胞株 PAN02 の特定した治療抵抗性関連遺伝子を siRNA 法を用いてノックダウンし，
治療抵抗性関連遺伝子ノックダウン細胞株を作成する．その後，治療抵抗性関連遺伝子ノックダ
ウン細胞株とコントロール細胞株をそれぞれ C57/BL6 野生型マウスの皮下に移植し，放射線治
療（7Gy.低容量 10 回分割照射）および Gemcitabine，5FU，Oxaliplatin，Irinotecan，Nab-
paclitaxel などの既存の化学療法剤を投与し，腫瘍径変化，遠隔転移の有無，転移個数，マウ
ス生存率などを対照群と比較する（図４）．さらに CD200 発現もノックダウンさせ，更なる抗腫
瘍効果が得られるかを評価する．治療抵抗性関連遺伝子が複数同定された場合は，それぞれ個別
に当該遺伝子をノックダウンさせ上記と同様の検討を行うと共に，複数の遺伝子を同時にノッ
クダウンさせることでより強い抗腫瘍効果を得られるかを検討する．これらの検討から，治療抵
抗性症例に特異的にみられた遺伝子変異をノックダウンすることで抗腫瘍効果増大に結びつく
可能性があることを in vivo において明らかにすることができる．これら一連の検討を行うこ
とにより，腫瘍免疫と治療抵抗性遺伝子との包括的な解明を行うことができれば，今後，個別化
治療の確立とともに治療抵抗性克服による免疫療法を含む集学的治療の構築につながるものと
推測する． 
 
 
４．研究成果 

当科では手術を企図した切除可能・切除可能境界膵癌症例に対して
2008 年より現在に至るまで術前化学放射線療法を一貫して行なって
きたが，術前化学放射線療法施行 250 例中 20 例（8%）が治療抵抗性
を示し，切除不能となっていた． 
治療抵抗性獲得膵癌に特徴的な遺伝子変異の同定および特定された
候補遺伝子と CD200 発現との関連性の包括的解明，治療抵抗性メカニ
ズム， 候補遺 伝子ノックダウンによる抗腫瘍効果の検証を行うこと
を予定した.腫瘍免疫学的検討として, 腫瘍周 囲浸潤リンパ球との
関連を検討し，CD200 発現例で IL-2 が有意に低く，治療抵抗性を示す
可能性を示した．これら治療抵抗性と関連する遺伝子の同定のため，
治療抵抗性を示した症例と，治療奏功した 症例を分類し，遺伝子解
析を行ったが，現時点で治療抵抗性膵癌に特徴的な遺伝子変異の検
出・同定することができなかった． 
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