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研究成果の概要（和文）：本研究は、癌幹細胞を標的とした画期的な治療法を開発することを最終目標として人工膵癌
幹細胞を作製し、microRNAによってその特性を制御できるかを検討することを目的とした。正常膵管細胞に活性型K-ra
s発現ベクターを導入するとsphereの形成能はコントロールに比べ上昇したが、癌幹細胞マーカー陽性数は増加しなか
った。Warburg効果に関与するPKM2の役割を膵癌で検討すると、膵癌では正常組織に比べPKM2の高発現がみられ、発現
を抑制すると膵癌細胞増殖が低下した。また、膵癌の幹細胞特性に関与するmicroRNAを同定する過程でmiR-483-3pが膵
癌組織で高発現することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In order to develop effective therapy for pancreatic cancer, we tried to generate 
artificial pancreatic cancer stem cell. Human pancreatic duct cell line (HPDE) transfected with 
expression vector of activated K-ras demonstrated the increased sphere formation but could not show the 
increase in number of cancer stem cell marker positive cells. PKM2, a key molecule for Warburg effect, 
was significantly expressed in pancreatic cancer cells compared to normal cells. In addition, suppression 
of PKM2 expression resulted in decreased cellular growth. During the exploration for microRNA associated 
with cancer stem cell property, miR-483-3p was identified as highly expressed microRNA in pancreatic 
cancer cells.

研究分野： 消化器内科学
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１． 研究開始当初の背景 
 本邦での膵癌の死亡者数は 2004 年の時点

で２万人を超えており、癌関連死亡の第５位

を占めている。また、1993～96 年の部位別

５年生存率調査によると、癌患者全体の５年

生存率が 54.3%であり、胃癌は 62%、大腸癌

が 68%、肺癌が 22.6%に対し膵癌は 6.5%と

他の癌に比べ著しく致命率が高い。一方、最

新の膵癌全国調査によると StageI-III の 3 年

生存率が 40％以上であるのに対しStage IVa

は 16.5%、Stage IVb は 3.9％と極端な予後

の短縮がみられ、早期発見が膵癌患者の生命

予後向上のための最良の方策であることが

わかる。しかし、Stage III 以前に発見される

例が全体のわずか 20%以下であることはい

かに膵癌の早期発見が困難で進行が急速な

のかを示しており、膵癌患者の予後延長には

新しい画期的な治療法の開発が急務である。

申請者は膵癌化の初期の変化としてK-ras遺

伝子の変異、18q の欠失(Pancreas, 1996, 

Cancer Res, 1998)、c-erbB-2 蛋白の過剰発

現(Cancer, 1993)、後期の変化として p53、

CD44v、survivin (Cancer, 2001)、の発現、

初期から後期にかけての Notch signal の活

性化（Cancer Sci 2007）を明らかにし、これ

ら遺伝子異常同定による膵癌早期診断の可

能性を示してきた。しかし、膵癌の大多数を

占める進行膵癌を治療標的とするには、これ

らの遺伝子異常に加えて、癌細胞の転移や化

学療法耐性に関与する分子機構を明らかに

する必要があった。 

癌組織は多様な細胞集団によって構成さ

れている。その中で、通常の癌細胞と異なり

ごく少数の細胞でも癌を生体内で再構築で

きる細胞群の存在が示され、癌幹細胞と呼ば

れている。癌幹細胞の特徴は: 1)自らと全く同

じ細胞を作り出す自己複製能; 2)分化度の異

なる多種類の細胞に分化する多分化能; 3)不

均等分裂; 4) 高い腫瘍形成能; 5)細胞周期 G0

期に存在、などの性質を有することが挙げら

れる。癌の転移、抗癌剤や放射線療法に対す

る耐性は、この癌幹細胞がもたらしているこ

とが示唆されている。従って、この癌幹細胞

が最も効率の良い癌の治療標的となること

を意味するとともに、この細胞を根絶させな

い限り癌の根治はあり得ない。現在、さまざ

まな癌種において癌幹細胞様細胞群が同定

さ れ て い る 。 膵 癌 に お い て も

ESA+CD24+CD44+ 細 胞 群 あ る い は

CD133+細胞群に癌幹細胞様細胞が多く含ま

れていることが報告されている。しかし、こ

れらのマーカーを用いて基礎研究を行うに

は以下のような問題点がある。I)上記マーカ

ー陽性の細胞数は症例によっては 0.1%以下

と、研究の材料とするには少なすぎる場合が

ある。II)これらのマーカーによる選別が癌細

胞の腫瘍形成能を反映していない例がある。

III)また、膵癌細胞株にはこれらのマーカー

を発現していないものもあり、普遍的な膵癌

幹細胞マーカーとはなっていない。IV)さら

に、癌幹細胞の多分化能を有する性格上、癌

幹細胞を分離培養してもそれ以外の細胞数

が大多数を占めるようになることから、純粋

な癌幹細胞のみを長期的に実験に用いるこ

とができない。このように、症例や細胞株か

ら抽出した膵癌幹細胞を長時間安定な状態

で研究に用いるのは困難なのが現状である。

つまり、膵癌幹細胞を標的とした治療法を開

発するためには、普遍的な膵癌幹細胞マーカ

ーの同定と癌幹細胞の個々の性質を自在に、

かつ長期間安定的に表現する膵癌幹細胞モ

デルが必要なのである。IPS 細胞の樹立にみ

られるように、特定の遺伝子を導入すること

によって様々な細胞に分化しうる細胞の作

製が可能となっている。これは、正常の細胞

に様々な遺伝子を導入することによって、例

えば、G0 期から逸脱し増殖能が亢進してい

るといった、必要に応じた性質を強調させた

人工癌幹細胞が創作できる可能性を示すも

のである。 



２．研究の目的 
本研究の目的は癌幹細胞としての性質が

EMTやWarburg効果によってもたらされる

可能性があることに着目し、膵癌幹細胞を標

的とした画期的な治療法を開発することを

最終目標に、以下を行うことである。1) EMT

関連遺伝子と Warburg 効果誘導遺伝子を癌

関連遺伝子とともに正常膵管細胞に導入す

ることにより人工膵癌幹細胞を作成し; 2)癌

幹細胞の個々の性質をコントロールしてい

る分子を同定する;3) その癌幹細胞で特異的

に発現する microRNA と細胞表面タンパク

を同定し; 4) micro RNA制御による膵癌幹細

胞に対する治療効果を in vitro と遺伝子改変

膵癌マウス(Pdx1-Kras 変異-p53 変異マウ

ス)上で確認する; 5)さらに同定した細胞表面

タンパクが普遍的な膵癌幹細胞マーカーと

成り得るか検討する。 
 
３．研究の方法 
 ヒトの正常膵管細胞に癌遺伝子の活性型

と癌抑制遺伝子の不活型を導入し、人工膵癌

細胞を作製する。その細胞に、EMT 関連遺

伝子、Warburg 効果関連遺伝子群を段階的に

様々な組み合わせで、遺伝子導入し、自己複

製能、多分化能、高腫瘍形成能などを検討す

る。遺伝子導入の組み合わせによって、

variation のある人工膵癌幹細胞株を樹立し、

目的とする実験系に合わせ使用する。完全型

の人工膵癌幹細胞に特異的に発現する

microRNA、RNA を網羅的に解析し、特異的

に発現する miRNA、細胞膜表面タンパクを

同定する。この同定したmiRNAの precursor

あるいは anti-microRNA を遺伝子改変マウ

ス導入し、その治療効果を確認する。また、

前記で同定した細胞表面タンパクが、普遍的

な膵癌幹細胞マーカーとなりえるか、ヒト手

術検体を用いて検証する。 
 
４．研究成果 
人工膵癌細胞の作製のために、正常膵管上

皮細胞株として知られる、HPDE 細胞株(MS 

Tsao 先生より供与)を用いて実験を施行した。

レトロウイルスを用いて HPDE に活性型

K-ras 発現ベクターを導入することにより、

免疫不全マウス皮下において腫瘍を形成す

る 細 胞 株 (HPDE-KRAS) を 作 製 し た 。

HPDE-KRAS は sphere 形成能もコントロー

ル細胞に比べ有意に上昇した。しかし、膵癌

幹 細 胞 マ ー カ ー と し て 知 ら れ る

ESA+CD44+CD24+分画は増加しなかった。

現在、HPDE 細胞に、K-ras に加え p53 の変

異活性型を導入してその性質を検討中であ

る。次に、人工膵癌幹細胞作製のために、人

工膵癌細胞に癌遺伝子とともに導入する遺

伝子の候補で Warburg 効果に関与している

ことが知られる pyruvate kinase type M2 

(PKM2)の膵癌細胞における役割についてま

ず検討した。PKM には PKM1 と PKM2 が

存在し選択的スプライシングによって単一

遺伝子 PKM より作られる。膵癌細胞株

（AsPC1, MIAPaCa2, Panc1, BxPC3）にお

いて、PKM の発現を real-time RT-PCR にて

確認すると、検索した全ての細胞株で PKM1

と比べ PKM2 が優位に発現していた。ヒト膵

癌組織より Microdissection にて抽出した癌

細胞と正常膵管上皮で PKM2 の発現を比べ

ると、癌部で有意に発現が亢進していた。

AsPC1 と MIAPaCa2 に PKM2 の shRNA を

導入し PKM2 発現抑制細胞を作製し、その機

能を検討すると、PKM2 の発現抑制により、

乳酸生成が低下しており、Warburg 効果も抑

制されている可能性がみられた。また、PKM2

発現抑制細胞は、in vitro の細胞増殖能並び

に免疫抑制マウスの皮下での細胞形成能が

低下していた(図 1)。 



 

図 1. PKM2 発現抑制細胞の免疫不全マウス皮下

生育。コントロール細胞と比べ、PKM2 の発現を

shRNA 導入にて抑制した膵癌細胞では、免疫不全

マウス皮下での生育が有意に抑制されている。 

 

また、PKM2 の発現低下により sphere 形

成能も抑制され、PKM2 はがん幹細胞特性に

も重要な役割を果たしていることが示唆さ

れた。これらの研究成果については投稿準備

中である。 

微小環境と癌幹細胞の関連を検討するた

めに、膵特異的に K-ras 遺伝子の変異活性化

タンパクを発現するマウスと、ニッチで強く

発現し癌幹細胞の性質をコントロールして

いると考えられている Periostin のノックア

ウトマウスを交配させ、Periostin=ニッチの

膵癌化への関与を検討中である。さらに、膵

癌の癌幹細胞性に関与する microRNA を探

索している過程で、miR-483-3p が膵癌細胞

に高発現することを発見した。 
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