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研究成果の概要（和文）：膵癌における癌幹細胞と間質の関係を中心に検討した。膵癌細胞において、膵組織幹細胞マ
ーカーであるsry-box 9(SOX9)の発現が強度の症例は予後不良であった。膵癌細胞株にてSox9の発現を低下させると抗
癌剤感受性が増強し、Sox9は薬剤耐性に関与していた。癌幹細胞と間質の関連を検討するため、膵癌間質量を測定し、
その中央値で症例を2群に分けると間質量が少ない症例は予後不良で、血行性転移の頻度が高かった。また、細胞外マ
トリックスのTenascin C(TNC)の発現も予後に関与しており、膵癌細胞の遊走能を誘導した。癌間質と癌幹細胞が密接
に関わり、これを標的とした治療法の開発が期待できる。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the relationship of cancer stem cells and stroma in pancreatic 
cancer. The high expression level of sry-box 9(SOX9), which is the marker of pancreatic progenitor cells, 
in cancer cell correlates with poor prognosis. Inhibition of SOX9 induced sensitivity against 
chemoreagent, suggesting its role in chemo-resistence.The low amount of stromal area in cancer tissue 
correlated with poor prognosis and high incidence of hematogenous metastasis. The expression of Tenascin 
C (TNC), which is known to have a role in maintenance of cancer stem cells, in cancer stroma was sound 
the stromal area which is adjacent to cancer cells. The positive expression of TNC correlated with poor 
prognosis. TNC induced pancreatic cancer cell movement and invasion, confirmed by in vitro analysis using 
pancreatic cancer cell line cultured on TNC coated plate. These results showed that the interaction 
between cancer stem cell and stroma plays important role in pancreatic cancer progression.

研究分野： 肝胆膵外科

キーワード： 癌幹細胞　癌間質　膵臓癌　組織幹細胞　細胞外マトリックス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 膵癌は日本において癌死亡の第５位を占
めており、その発生率も近年増加傾向にある。
加えて、他癌腫に比較して極端に既存の治療
法の成績が悪く、新規治療法の開発が急務で
ある。 
 組織の初期発生や再生において、種々の

細胞に分化できる能力を持つ幹細胞がその中
心的役割を果たす。膵臓は原腸細胞の中で、
pancreatic and duodenal homeobox 1 
(Pdx1) 、 pancreatic specific transcription 
factor 1a (Ptf1a)や sry-box 9 (Sox9)といった
転写因子を発現する細胞の一群から完成され
ていく。このような転写因子を発現する細胞
は、正常組織でも認められ、組織幹細胞とし
て組織の維持、修復、再生に関わっている。
最近、Sox9 発現細胞が膵の組織幹細胞として
重要な役割を果たしていることが報告された 
(Furuyama et al. Nat Genet 2011;43:34-) 。
一方、癌細胞の中にも、種々の細胞に分化で
きる多分化能を有し、自己複製能を有する細
胞、すなわち癌幹細胞が存在し、癌の増殖、
進展において中心的役割を果たしていること
が注目されている。膵臓癌でも膵癌幹細胞と
考えられる一群の細胞が存在することが、近
年、相次いで報告された。しかし、これまで
癌幹細胞のマーカーとしては、CD133, CD44
といった組織非特異的な幹細胞表面マーカー
が汎用されているが、これらのマーカーが各
種の癌でどのような働きをしているのかは明
らかでない。 
組織中の幹細胞は niche と呼ばれる周囲の

間質細胞が作る特殊な微小環境中に存在し、
その中に存在する血管内皮細胞やマトリック
スからのシグナルにより、増殖、分化が精密
に制御されている。近年、癌幹細胞もこのよ
うな特殊な微小環境(niche)の中に存在する可
能性も報告されつつあり、周囲の血管内皮細
胞、線維芽細胞、Tenascin C 等の細胞外マト
リックスとの相互作用が幹細胞としての機能
を維持する事に重要である。すなわち、癌組
織における微少環境からの作用、および、組
織幹細胞、前駆細胞との共通の分子機構に注
目した研究は、癌幹細胞を維持する機構を解
明し、そして、癌幹細胞をターゲットとした
新しいコンセプトの治療法の開発に大いに貢
献する。 
 
２．研究の目的 
このような背景から、膵癌における癌幹細

胞が膵組織幹細胞の性質を継承している可能
性があり、このような癌幹細胞がきわめて悪
性度の高い膵癌の生物学的特徴を引き起こし
ていると考えられる。加えて、このような形
質は周囲間質環境からの刺激により維持され
ていると考えられる（図 2）。本研究では、こ
のような仮説のもと、組織幹細胞の維持に必
要な因子(Sox9, Ptf1a, Pdx1 等)が癌細胞にも
発現していないかどうかを、外科切除標本を
使用した免疫染色法や RT-PCR 法により検討
し、組織幹細胞と癌幹細胞の関連を解明する。
このような因子が、癌幹細胞上でどのような
役割を担っているかを、膵癌細胞株を使った

in vitro の実験系において、発現阻害実験など 
 
を行うことで解明する。また、癌幹細胞を

取り巻く周囲微少環境を、血管内皮細胞や
CAFs などの細胞をそのマーカーを利用して、
加えて、tenascin C や vimentin などの細胞
外マトリックスの発現を,免疫染色法を中心
とした方法で解剖学的に検討する。また、癌
幹細胞と血管内皮細胞や周囲の間質細胞、細
胞外マトリックスとの相互作用を、細胞株を
利用した in vitro 実験を通して明らかにして
いく。最終的には、癌幹細胞がその機能を維
持していく分子機構を阻害、もしくは抑制す
ることにより、癌幹細胞自体を標的とした新
しい治療法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 膵癌における Sox9 の発現とその意義 
千葉大学医学部附属病院にて 2006-2011

年に切除術を行った浸潤性膵管癌症例106例
の切除標本を用い、Sox9 の発現を免疫組織
染色法により検討した。その発現が癌細胞の
25%以上に認められるものを高発現群、それ
以外を低発現群とし、各症例における臨床病
理学的因子を比較、また、その予後を
Kaplan-Meier 法を用いて比較した。 
 癌細胞における Sox9 発現の意義を検討す
る目的で、Sox9 を高発現する膵癌細胞株で
ある PANC1 細胞を用い、その機能解析を行
った。siRNA により Sox9 発現を低下させる
ことで幹細胞としての機能、特に抗癌剤耐性
への影響を中心に検討した。 
(2)膵癌間質量と臨床病理学的因子との関連 
 膵癌間質量を測定するため、上記の 116 例
より、標本が利用できなかった 2 例を除いた
104 例の切除標本を用い、二重免役染色法で
同 一 切 片 を 癌 細 胞 マ ー カ ー で あ る
Cytokeratin 19 (CK19)と血管内皮細胞マー
カーである CD31 を染色した。癌辺縁に近い
組織を用い検討した。50 倍視野にて CK19
にて染色された癌細胞およびその中心の腺
管構造部分を除いた面積を測定し、3 視野で
の平均値を間質面積とした。また、200 倍一
視野での CD31 陽性脈管構造を計測し、
Micro vessel density (MVD)と設定した。こ
れらの値と臨床病理学的因子、および予後と
の関連を検討した。 
(3)Tenascin C の膵癌間質における発現とその
役割 
 上記の 106 例の症例における Tenacin C 
(TNC)の発現を免役染色法により検討した。
その発現がある症例と無い症例に分け、臨床
病理学的因子との関連を検討した。また、膵
癌細胞株を用い、TNC をコートしたシャーレ
上とそうで無いシャーレ上で細胞を培養し、
その移動距離を time lapse image を用いて検
討した。 
 
４．研究成果 
(1)膵癌における Sox9 の発現とその意義 
 Sox9 における正常膵組織および癌細胞の



図 1：PANC1 細胞における塩酸ゲムシタビン(GEM)
投与後 72 時間での細胞数の変化 

発現を免疫組織染色法で検討した。正常組織
には一部の膵管細胞、および、Acinar cell の
特に傍中心細胞での発現を認めた。癌組織で
はその発現は症例によりまちまちで有り、前
述の様な基準に従い区分すると、全 106 例の
うち、Sox9 高発現群は 52 例、低発現群は 54
例であった。他の臨床病理学的因子との関連
を検討したが、分化度、ステージ、リンパ節
転移の有無など、検討した項目すべてで Sox9
発現と関連を認めなかった。その予後を解析
すると低発現群は高発現群に比し、全生存期 
 
間で有意に延長を認めた(p=0.01)。また、全
生存期間へ関与する因子を同定する目的で
多変量解析を施行したところ、分化度、遠隔
転移の有無、動脈浸潤の有無、癌局所医残度、
術後補助療法の有無とならび、Sox9 発現も独
立した予後規定因子であった。 
 以上から、Sox9 は膵癌においてその進展を
促進する機能があると考えられた。そこで、
特に幹細胞の機能にどのように関わるかに
ついて検討した。まず、抗癌剤耐性に関わっ
ているかどうかにつき検討した。膵癌細胞株
での Sox9 の発現を検討したところ、PANC1
細胞では高発現、BxPC3 細胞では低発現をし
ていることが、Western blot 法で確認された。
そこで、これら 2 種の細胞株の薬剤の感受性
を検討した。塩酸ゲムシタビン、および 5-FU
で細胞を処理し、72 時間後の細胞数を比較す
ると、両薬剤共に PANC1 では細胞増殖に対
する影響は認められなかったが、BxPC3 では
細胞数が両者共に著明に減少した。これらの
細胞間の違いは Sox9 の発現量による物の可
能性を考えた。これを検討するため、siRNA
を用いることで Sox9 高発現膵癌細胞株であ
る PANC1 細胞での Sox9 発現抑制により、薬
剤感受性がどのように変化するかを検討し
た。ます、siRNA にて Sox9 発現が低下する
ことを確認した。通常の培養液における変化
では、Sox9 siRNA 処理による細胞増殖に対
する影響は認めなかった。一方、培養液中に
塩酸ゲムシタビン 100ng/ml を添加した際の
72 時間後の細胞数を検討すると、negative 
control siRNA で処理した細胞に比較し、

50-80%の細胞数となり、塩酸ゲムシタビンに
よる殺細胞効果が増強された。このことは

Sox9 が塩酸ゲムシタビンに対する耐性を引
き起こしていると考えられた（図 1）。 
 現在、その他の幹細胞としての機能、特に
Sphere 形成能や他の幹細胞マーカー(CD44
等)の発現に Sox9 発現の抑制がどのような影
響を与えるか、検討を行っている。 
 
(2)膵癌間質量と臨床病理学的因子との関連 
 幹細胞は niche と呼ばれる特殊な微少環境
下に存在し、この niche に含まれる間質成分
が幹細胞の機能を維持しているとされる。癌
幹細胞においてもこの様な機構の存在が予
想される。すなわち、癌における間質は癌の
表現型の維持に深く関わっていると思われ
る。そこで、癌の間質量がその悪性度にどの
ように関わっているか、また、癌悪性度を増
加させるとされる MVD との関連はないかに
ついて検討した。 

 図2に示すように癌細胞をCK19で判別し、
それを除いた間質の面積を析出、中央値で間
質量の多い群と少ない群に各群52例ずつに2
分した。 
予後について検討すると、図 3 に示すよう

に、間質量が多い症例は少ない症例に比較し、
無再発生存期間、全生存期間共に有意に予後
良好であった。特に間質が多い症例では 5 年
生存率が約 40%と極めて良好な結果であっ
た。また、この間質量の多寡と他の臨床病理
学的因子との間の関連を検討したところ、分
化度が相関しており、間質量が少ない症例は
有意に低分化腺癌が多かった。 

MVD と間質量の関係を検討すると、両者
は負の相関を示した。また、再発頻度、形式
との関連では間質量が少ない症例では有意
に再発が多く、また、その形式では血行性転
移（肝、肺等）が多いという傾向であった。
このことから、間質量が多いことは癌の悪性
度とは直接結びついておらず、逆に癌細胞の
転移を抑制するバリアーのような役割があ
る物と推察された。 

図 2：膵癌組織での CK19, CD312 重染色（上段）と
間質量測定：CK19 染色領域およびそれに囲まれる腺
管領域(黒)を除外した面積を測定 



    
(3)癌間質細胞外マトリックスTenascin Cの役
割 
この様な結果から、間質の構成因子に踏み

込んだ検討が必要と考え、特に細胞外マトリ
ックスに注目した。Tenascin C (TNC)はグリオ
ーマで発見された細胞外マトリックスの 1 つ
で、乳癌では転移巣のごく初期の形成に関与
し、癌幹細胞の機能維持に関わっている可能
性が示唆されている。そこで、その発現を膵
癌切除標本において検討した。 
 免疫染色において、TNC は正常膵組織には
その発現を認めなかった。癌組織における検
討では、癌細胞による腺管構造の極近い部位
に TNC の染色を認めた。その染色の有無に
より症例を 2 分すると TNC 陽性例は 59 例、
陰性例は 47 例とほぼ二分された。その予後
を検討すると、TNC 陽性例は有意に陰性例に
比較し、全生存期間が短かった。 

 TNC 発現を認める膵癌症例の予後が不良
であったことは、このマトリックスが癌細胞
に何らかの作用をしていることが考えられ
た。また、TNC の発現が膵癌細胞の腺管構造
のすぐ脇に認められたことも、その可能性を
示唆していた。そこで、膵癌細胞株を用い、
TNC が癌細胞に対してどのような作用を持
つかを検討するため、膵癌細胞株を TNC で
コートしたシャーレで培養したときと、コー
トしていないシャーレで培養した際の細胞
の運動に注目した。すると、TNC コートシャ
ーレで培養した場合は有意にその遊走能が
亢進していた。また、細胞 invasion assay とし
て、2 重チャンバーを使い、マトリゲルを通
過した細胞数を測定すると、マトリゲルに
TNC を混入した場合は混入させなかった場
合に比較して invasion をきたす細胞数が増加
した。 

 以上のことから、TNC は癌細胞の浸潤、遊
走能を増加させることにより膵癌細胞の悪
性度を増強する物と考えられた。 
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