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研究成果の概要（和文）：本研究では膵癌のcancer stem cell維持に必要なnicheを標的とした新規治療法開発のため
、cancer stem cellに関連する細胞形質の制御因子の同定と新たなcancer stem cellマーカーの機能解析を行った。検
討の結果、IPMNに比べ膵癌で高発現がみられるmiR-197はp120 cateninの発現抑制を介して上皮間葉形質転換（EMT）を
誘導することが判明した。また、膜蛋白質であるCDCP1の発現はcancer stem cell関連細胞形質維持に重要であること
を明らかにし、BMP4・ERK経路によりその発現が制御されることを確認した。

研究成果の概要（英文）：We performed a comprehensive analysis to identify an important regulator of cancer
 stem cell-related phenotype and a novel marker of pancreatic cancer stem cell. miR-197 was highly express
ed in pancreatic cancer tissue compared with IPMN, and this microRNA had an epithelial to mesenchymal tran
sition (EMT)-promoting role in cancer cells. miR-197 directly targeted p120 catenin, which was important f
or the maintenance of epithelial phenotypes. A membrane protein CDCP1 was highly expressed in pancreatic c
ancer cells, whose knockdown attenuated the cancer stem cell-related phenotypes such as EMT or spheroid fo
rmation. Furthermore, we confirmed that the expression of CDCP1 was regulated by BMP4/ERK pathway in pancr
eatic cancer cells. These data would lead to the identification of novel therapeutic targets that could el
iminate cancer stem cells. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 膵癌は本邦における部位別癌死亡数の第 5
位を占め、いまだに増加を続けている癌の一
つである。膵癌は早期に周囲組織へ進展し、
大血管や重要臓器への浸潤や遠隔転移の形
成により根治的手術が困難となることで知
られており、膵癌と診断された患者のうち切
除が可能である症例は全体の 20％程度に留
まるとされている。近年の検討により、癌組
織中には高い腫瘍形成能を有し、化学療法に
対して抵抗性を示す少数の細胞集団が存在
することが明らかとなった。このような細胞
集団は cancer stem cell と呼ばれており、
多様な分化度を呈する癌細胞のヒエラルキ
ーを再構成し、抗癌剤耐性を呈することが報
告されている。また、cancer stem cell は高
い遊走能を有し、migrating cancer stem cell
として遠隔転移の形成にも寄与することが
判明している。従来の抗癌剤による治療は腫
瘍内で cancer stem cell phenotype を有す
る細胞集団を増加させ、最終的には治療抵抗
性の獲得につながることが判明している。す
なわち、膵癌の予後を改善するためには膵癌
の cancer stem cell を特異的に標的とする
治療法の開発が必要不可欠であると考えら
れる。 
 Cancer stem cell は新たな治療標的として
有望視されてきたが、普遍的な cancer stem 
cell を標的とするデリバリーシステムの開
発は特異的なマーカーが特定されていない
ために未だに困難である。正常組織における
stem cell の機能維持にはいわゆる niche の
存在が重要である。cancer stem cell におけ
る nicheの必要性についても様々な報告があ
り、腫瘍間質細胞との相互作用が腫瘍形成に
必須であることが明らかとなっている。この
ような腫瘍内微小環境の制御因子として、
microRNA が注目を集めている。microRNA は
進化過程において高度に保存された 3’UTR
の特異的配列を認識することにより mRNA か
らの translation を制御する小 RNA 分子であ
り、一つの microRNA が複数の標的遺伝子の
発現を制御することで多彩な生物学的効果
を示す。癌細胞における microRNA 発現プロ
ファイルの変化やその標的遺伝子と腫瘍の
生物学的悪性度との関係は既に検討されて
おり、膵癌に対して K-ras を標的とすること
で抑制的に作用する miR-96 や、対照的に膵
癌での高発現がゲムシタビン耐性に関与す
ると報告されている miR-21 などが同定され
ている。 
 本研究計画の立案に際しては、Cancer stem 
cell の維持を困難にするために腫瘍内に集
積する性質を有する骨髄由来細胞の機能を
改変し、microRNA を介して微小環境を制御す
る新規治療開発のための基礎検討を行うこ
とを目的とした。このような治療戦略を実現
するためには desmoplasia と呼ばれる膵癌に
特 徴 的 な 組 織 構 築 が も た ら す 特 異 な
microRNA 発現プロファイルの解析を進め、膵

癌細胞機能への影響を詳細に解析すること
が必要であると考えられた。また、膵癌組織
内において cancer stem cell marker として
候補となりうる分子の機能についての検討
も並行して行うこととした。 
２．研究の目的 
 本研究は、浸潤性膵癌で発現が変化する
microRNA によって cancer stem cell に関連
する細胞機能が制御される機構を解析する
とともに、骨髄細胞による治療標的となる有
望な分子標的の同定を目的とした。期間内に
以下の検討を行った。 
（1）これまでの検討により同定された、浸
潤性膵癌の癌腺管において有意な発現変動
がみられる microRNA について、細胞機能へ
の影響を検討した。 
（2）細胞機能に変化を与えた microRNA につ
いて、その標的遺伝子の同定と機能解析を進
めた。 
（3）膵癌細胞において cancer stem cell の
マーカーとなりうる分子標的の機能解析を
進め、発現制御機構を明らかにした。 
３．研究の方法 
（1）細胞培養 
ヒト膵癌細胞株AsPC-1およびPanc-1、Panc-1
派生細胞（PHU、Di-5、Di-13）は 10% FBS 添
加 Dulbecco's modified Eagle’s medium で、
5% CO2 incubator 中で 37℃にて培養した。 
（2）膵癌細胞株における microRNA 強制発現 
過年度の研究により、IPMN に比較し浸潤性膵
癌で発現が増加していた microRNA、miR-197
の強制発現を Pre-miR ™ miRNA Precursor 
(Life Technologies Japan)を用いて行った。
培養細胞への transfection は 100nM の濃度
で Lipofectamine2000 (Life Technologies 
Japan)を用いて行った。コントロールには
Pre-miR ™  miRNA Precursor Molecules 
Negative Control (Life Technologies 
Japan)を使用した。 
(3)膵組織中での miR-197 発現の確認 
正常膵・IPMN・膵癌組織中での miR-197 発現
を評価するため、パラフィン包埋切片を用い
て in situ hybridization を行った。microRNA
検 出 用 プ ロ ー ブ と し て DIG-labeled 
detection probe (EXIQON)を用い、miRCURY 
LNA™ miRNA ISH Optimization Kit (FFPE) 
(EXIQON) 、 anti-DIG-AP (Roche Applied 
Science) お よ び NBT/BCIP ready-to-use 
tablets (Roche Applied Science)を用いて
シグナルを検出した。 
（4）microRNA 標的遺伝子の推定 
miR-197 標的遺伝子の推定は Targetscan 
database (http://www.targetscan.org/) を
用いて行った。 
（5）膵組織中での miR-197 標的遺伝子、p120 
catenin の発現確認 
正常膵・IPMN・膵癌組織中での p120 catenin
発現と局在は免疫組織化学で確認した。発色
は DAB とヒストファインキット（ニチレイ）
を用いて行った。 



（6）膵癌細胞株における p120 catenin ノッ
クダウン 
培養細胞での p120 catenin ノックダウンに
は ON-TARGET plus SMARTpool siRNA
（Dharmacon）を使用し、Lipofectamine2000
を用いた transfection（最終濃度 100nM）に
て行った。 
（7）CDCP1 ノックダウン細胞株の作成 
他臓器の癌で足場非依存性増殖や細胞生存
を促進する機能が報告されている膜蛋白、
CDCP1 について、Panc-1 細胞株へ CDCP1 に対
する shRNA を発現するベクターを導入して
CDCP1 ノックダウン細胞株 Di-5、Di-13 を作
成した。コントロール細胞として特定の mRNA
を標的としない配列を有するコントロール
ベクターを導入した細胞株、PHU を作成した。 
（8）各種細胞機能の検討 
細胞遊走能・浸潤能は 8 μm pore 24-well BD 
FALCONTM Cell Culture Insert および BD 
BioCoat™ Matrigel™ Invasion Chamber (BD 
Biosciences)を用いた two-chamber assay に
て確認した。Spheroid 形成能は低接着性プレ
ートを用いた培養系で評価した。 
４．研究成果 
（1）膵癌細胞における miR-197 の機能 
過年度の研究により浸潤性膵癌組織では
IPMNに比較してmiR-197発現が増加している
ことが判明していたため、ヒト膵癌細胞株で
ある Panc-1、AsPC-1 に miR-197 強制発現を
行った。miR-197 を導入した Panc-1、AsPC-1
では two-chamber assay にて細胞遊走能とマ
トリゲルへの浸潤能が増加していることが
明らかとなった（図 1）。 

図 1 

このような細胞機能の変化とともに上皮系
マーカーである E-cadherin の発現は低下し、
間葉系マーカーである Vimentin の発現は上
昇していた（図 2）。以上の変化は cancer stem 
cell に関連した細胞形質の一つである上皮
間葉形質転換（EMT）が miR-197 により誘導
されたことを示唆するものと考えられた。 

図 2 
（2）miR-197 標的遺伝子の同定 
Targetscan database による解析から、潜在
的な miR-197 標的遺伝子として E-cadherin
結合蛋白である p120 catenin を同定した。
p120 catenin の mRNA は miR-197 と相互作用
しうる 3’UTR 配列を有していた（図 3）。
miR-197 導入は Panc-1、AsPC-1 において p120 
catenin 発現を減少させた。 

図 3 
正常膵組織、IPMN、浸潤性膵癌の組織切片を
用いて miR-197 の in situ hybridization と
p120 catenin の免疫染色を行い、両者の局在
を比較した。その結果、図 4 に示すごとく正
常膵組織及び IPMN では miR-197 の発現はほ
とんど認められず、対照的に p120 catenin
の発現が腺房細胞・導管細胞・IPMN の腫瘍腺
管に確認された。p120 catenin は細胞膜に局
在しており、正常膵組織・IPMN 組織において
細胞間接着を保つ機能を担っている可能性
が考えられた。浸潤性膵癌組織では癌腺管に
一致して強い miR-197 発現がみられ、p120 
catenin の発現は減弱していた。この結果は
miR-197 発現と p120 catenin 発現が相互排他
的であることを示すものであった。 



図 4 
（3）p120 catenin ノックダウンによる EMT
誘導の確認 
Panc-1、AsPC-1 に p120 catenin に対する
siRNA を導入したところ、コントロール処理
に比べて two-chamber assay にて細胞遊走能
とマトリゲルへの浸潤能が増加しているこ
とが判明した（図 5）。 

図 5 
このような変化とともに、p120 catenin がノ
ックダウンされた Panc-1、AsPC-1 では
E-cadherin の発現低下と Vimentin の発現増
加がみられ、miR-197 を導入したときと同様

にEMTが誘導されたものと考えられた（図6）。 

  図 6 
ここまでの検討によって、miR-197 による
p120 catenin の発現制御が cancer stem cell
に関連する細胞形質である EMT誘導に寄与す
るということが明らかとなった。 
（4）膵癌 cancer stem cell のマーカーとな
りうる分子の機能解析 
膵癌における cancer stem cell を標的とし
た新規治療開発のため、あらたなcancer stem 
cell marker の特定と機能解析を行った。膵
癌を含む各種固形癌で発現増加が報告され
ている CUB-domain containing protein 1
（CDCP1）について、ヒト膵癌細胞株 Panc-1
を用いて安定ノックダウン細胞株を作成し
て cancer stem cell に関連する細胞機能を
評価した。図 7 に示すごとく、CDCP1 ノック
ダ ウ ン 細 胞 株 Di-5 お よ び Di-13 は
E-cadherin 発現の増加と N-cadherin 発現の
低下を示し、細胞間接着が密となっていた。
この結果により、CDCP1 は膵癌細胞の EMT を
促進する因子であることが示された。 

  図 7 
Two chamber assay で評価した細胞遊走能に
ついても Di-5、Di-13 では低下しており、さ
らにもう一つの cancer stem cell 関連細胞
形質である低接着条件下での spheroid 形成
能についても低下が認められた（図 8）。以上
の知見は CDCP1 発現レベルが膵癌における
cancer stem cell 関連細胞形質と相関してい



ることを示唆しており、CDCP1 が膵癌のあら
たな cancer stem cell marker として利用で
きる可能性が考えられた。 

  図 8 
（5）CDCP1 発現制御機構の解析 
Panc-1 を用いて、既報により EMT を誘導する
ことが報告されている各種サイトカインが
CDCP1 発現レベルを制御しうるかを検討した。
図 9 に示すごとく、Bone morphogenetic 
protein 4（BMP4）は検討したサイトカイン
の中で最も強く CDCP1 発現を誘導した。 

  図 9 
以前の検討において、BMP4 により活性化され
る下流の経路のうち ERK 経路が EMT 誘導に寄
与することが報告されているため、MEK 阻害
剤である U0126 を用いて ERK 経路の阻害が
CDCP1 誘導を抑制するかを検討した。U0126
による前処理は ERK の活性化を抑制し、BMP4
のよる CDCP1 誘導も抑制することが確認され
た（図 10）。以上より、BMP4 は ERK 経路の活
性化を介して CDCP1 発現を誘導することが明
らかとなった。 

  図 10 
さらに、BMP4 により誘導される膵癌細胞の
EMT が CDCP1 ノックダウンによって抑制され
るかについても確認した。図 11 に示すよう
に、BMP4 による E-cadherin 発現の抑制効果
は Di-5 および Di-13 において減弱しており、
細胞遊走能の促進効果も低下していた。 

  図 11 
この結果は CDCP1 が BMP4 の下流で EMT 誘導
に重要な役割を果たすことを意味しており、
様々な細胞外刺激の影響を受ける cancer 
stem cell 関連細胞形質のうち、BMP4 に依存
するものが CDCP1を介して制御されている可
能性が考えられた。 
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