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研究成果の概要（和文）：治療法の開発にもかかわらず、膵臓がんは予後不良で、がん死亡率の第５位である。本研究
ではヒト膵癌幹細胞株の増殖阻害機構を分子レベルで解明し、これらを応用した新規治療薬の開発をめざすことを目的
としている。われわれは既存の抗がん剤に対して耐性を示した進行膵癌患者から膵癌幹細胞株の樹立する新規性の高い
方法を確立した。また、この細胞株を免疫不全マウスに移植すると、患者膵臓がんと同じ組織型を示した。

研究成果の概要（英文）：Pancreatic ductal adenocarcinoma is highly resistant to systemic chemotherapy. tab
ine-resistant pancreatic ductal adenocarcinoma patients. By use of in vitro co-culture system with stromal
 cells, we established a novel pancreatic tumor-initiating cell line. The cell line required its direct in
teraction with stromal cells for its in vitro clonogenic growth and passaging. Their direct interaction in
duced basal lamina-like extracellular matrix formation that maintained colony formation. The cell line exp
ressed CD133 protein, which expression level changed autonomously and by culture conditions. These results
 demonstrated that there were novel pancreatic tumor-initiating cells that required direct interactions wi
th stromal cells for their in vitro cultivation in gemcitabine-resistant pancreatic ductal adenocarcinoma.
 This cell line would help to develop novel therapies that enhance effects of gemcitabine or novel anti-ca
ncer drugs. 
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１．研究開始当初の背景 
膵臓癌は癌死亡率の第５位にあり、早期診断
が困難できわめて予後不良の疾患であり、発
見時には多くの症例ですでに遠隔転移や癌
性腹膜炎を伴っている。遠隔転移や癌性腹膜
炎を伴った膵癌患者にはGemcitabineやTS-1
を用いた抗がん剤治療が行われているが、５
年生存率は 0％である。また遠隔転移がなく
根治手術を行った場合でも５年生存率は 20%
には及ばない。このように外科的治療、化学
療法、放射線療法による集学的治療の進歩に
も関わらず死亡率や死亡数は増加傾向にあ
り、病因解明や新しい治療法の開発が急務で
ある。最近、正常組織と同様に癌組織にも幹
細胞の存在が報告されており、上皮系・非上
皮系を問わず、様々な癌組織の幹細胞が同定
されつつあり、癌幹細胞を標的とした新たな
治療法開発が注視されている。これまでに、
我々は正常の膵幹細胞を同定しこの膵幹細
胞が幹細胞マーカーである CD133 を発現して
いることを明らかにした[1]。また、悪性度の
高いヒト膵管状腺癌が幹細胞マーカー
(CD133)を発現する一方、低悪性度の膵管内
乳頭粘液性腫瘍が CD133 を発現しないことも
明らかにした[2]。一方、我々は Gemcitabine
や TS-1 に耐性をもつ進行膵癌患者の肝転移
巣と癌性腹水、癌性胸水から CD133 陽性膵癌
幹細胞株を樹立する実験系の開発に成功し
ている。今回、抗がん剤治療耐性膵癌患者よ
り樹立した膵癌幹細胞を用いて抗がん剤耐
性の分子機構を分子レベルで解明すること
で膵癌幹細胞を標的とした新規治療薬の開
発を行う。	 
[1]	 Hori	 Y,	 Fukumoto	 M,	 Kuroda	 Y.	 
Enrichment	 of	 putative	 pancreatic	 
progenitor	 cells	 from	 mice	 by	 sorting	 for	 
prominin1	 (CD133)	 and	 PDGFR	 b.	 Stem	 Cells.	 
26:	 2912-2920,	 2008.	 
[2]	 Shimizu	 K,	 Itoh	 T,	 Shimizu	 M,	 Ku	 Y,	 Hori	 
Y.	 CD133	 expression	 pattern	 distinguishes	 
intraductal	 papillary	 mucinous	 neoplasms	 
from	 ductal	 adenocarcinomas	 of	 the	 
pancreas.	 Pancreas	 38:	 e307-e214,	 2009.	 
 
２．研究の目的 
研究の全体構想は膵癌幹細胞の新規治療薬
の開発を目指すことである。我々は正常膵幹
細胞と高悪性度のヒト膵癌が幹細胞マーカ
ー(CD133)を発現することを明らかにした
(Hori	 et	 al.	 Stem	 Cells	 2008)(Shimizu	 et	 
al.	 Pancreas	 2009)(Hashimoto	 et	 al.	 
Pathobiology,	 2011)。さらに既存の抗がん
剤に耐性のヒト膵癌患者から CD133 陽性膵癌
幹細胞株の樹立に成功し、予備実験の結果か
ら、ケルセチンと Notch 阻害剤がこの細胞株
の増殖を抑制することを明らかにしている。
本研究ではケルセチンと Notch 阻害剤による
ヒト膵癌幹細胞株の増殖機構を分子レベル
で解明し、膵癌幹細胞を標的とした新規治療
薬の開発を目指す。	 

３．研究の方法 
(1) ヒ ト CD133 陽 性 膵 癌 幹 細 胞 株 で

Gemcitabine 投与により発現調節をう
ける因子の同定	 
予備実験の結果、我々が樹立した CD133
陽性膵癌幹細胞株ではある種の feeder
細胞の存在が必要であった。一方、抗が
ん剤未治療の患者からは同様の培養条
件を用いても細胞株を樹立できない。そ
こ で 、 も う 一 度 樹 立 し た 細 胞 を
Gemcitabine で処理したあと、発現が増
強あるいは抑制される遺伝子の解析を
行う。Gemcitabine に対する反応は
TUNEL 法で評価した。	 

	 
(2)	 ヒト CD133 陽性膵癌幹細胞株とマウス

feeder 細胞との細胞接着機構の解明	 
まず、共培養により、マウス feeder 細
胞に誘導される細胞外基質を RT-PCR で
調べる。また、免疫染色により、確認す
る。さらに、既報(Hosokawa,	 2007;	 
Higuchi,	 2010)に従い、人工基底膜を作
製して、ヒト CD133 陽性膵癌幹細胞株の
コロニー形成能を評価する。	 

	 
(3)	 ケルセチンや Notch 阻害剤のヒト CD133

陽性膵癌幹細胞株に及ぼす影響と治療
への応用	 

	 in	 vivo におけるこれら薬剤の効果を調
べるため、1x106 個の細胞を免疫不全マ
ウスの膵臓内に移植して、腫瘍形成能を
評価する。続いてケルセチンや Notch 阻
害剤(γ-secretase	 inhibitors;	 DAPT,	 
diabenzazepine)の in	 vitro でのコロニ
ー形成抑制能や in	 vivo での腫瘍抑制効
果を検討する。	 

	 
４．研究成果	 
(1) in	 vitro での検討の結果、ヒト CD133

陽性膵癌幹細胞株は Gemcitabine に対
する IC50=7μM であった。Feeder 細胞
との共培養により、コロニーを形成させ、
至適濃度の Gemcitabine を投与すると、
上皮間葉転換(Epithelial-Mesenchymal	 
Transition:EMT)に関与する遺伝子発現
が増強した。この結果は免疫染色でも確
認された。	 

	 
(2)	 	 ヒト CD133 陽性膵癌幹細胞株とマウス

feeder 細胞との共培養の結果、マウスの
細胞外基質のうち、基底膜成分である
laminin-γ1,	 laminin-α5,	 collagen	 IV
の遺伝子発現が増強しており、免疫染色
でも laminin の発現が確認された(図 1)。	 
さらに、マウス feeder 細胞を用いて人
工基底膜を作製すると、laminin が強陽
性であった。人工基底膜上でヒト CD133
陽性膵癌幹細胞株を培養すると、type-I	 
collagen 単独に比べて明らかにコロニ
ー形成能が増強した。	 



	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 	 	 	 	 	 図 1	 
	 

(3)	 	 1x106個のヒト CD133 陽性膵癌幹細胞を
免疫不全マウスの膵臓内に移植して 6 週
間後に腫瘍形成能を評価すると、図 2 の矢
印のように全てのマウスの膵臓に腫瘍を
形成した。	 

	 

図 2	 
	 

	 
また、組織を HE 染色で検討すると、患
者膵癌組織と類似した adenocarcinoma
の所見を呈した。	 
免疫不全マウスの皮下に腫瘍を形成さ
せたのち、120mg/kg	 body	 weight	 の
Gemcitabine を腹腔内投与すると、明ら
かな腫瘍抑制効果を示した。	 
次に、 Notch 阻害剤 (γ -secretase	 
inhibitors;	 DAPT,	 diabenzazepine)の
存在下でヒト CD133 陽性膵癌幹細胞と
マウス feeder 細胞を共培養すると、in	 
vitro で有意にコロニー形成能が抑制
された。	 
さらに、in	 vivo での Notch 阻害剤の効
果を検討するため、膵臓に腫瘍を形成後
に、DAPT を 6 週間腹腔内投与したとこ
ろ、マウスの体重には変化なかったが、
明らかな腫瘍抑制効果を認めた。一方で、
ケルセチンの効果は in	 vitro,	 in	 vivo
ともに認められなかった。	 
	 
本研究では、既存の抗がん剤抵抗性膵癌
患者由来の細胞株を樹立することに成
功した。我々が開発した条件下では、
feeder 細胞の存在下、無血清培地では
汎幹細胞マーカーCD133 陽性細胞が
enrich しており、血清培地下では CD133
陽性細胞が減り、分化マーカーが出現す
る。すなわち、我々の条件下では癌幹細
胞の特性を保持した細胞を解析するこ
とが可能であった。	 
また、feeder 細胞との共培養で形成さ
れる基底膜様の laminin-rich な人工基
底膜を使えば feeder 無しでも培養でき
る系を確立した。この結果は、今後のそ
う創薬スクリーニングにとっても意味
のある知見である。	 

膵癌幹細胞を標的とした治療法の開発
の足がかりとして Notch 阻害剤の効果
を検討したが、明らかなコロニー形成能
や腫瘍形成能の抑制を認めたことから、
一つの候補となることが示唆された。
Notch	 を介するシグナル伝達経路には
feeder 細胞、すなわち、微小環境の影
響も考えられるので、今後のさらなる解
析が必要である。	 
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