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研究成果の概要（和文）：本研究者代表が独自に開発した、acinar-to-ductal transdifferentiationを誘導するとい
う実験系で、siRNAを用いたknockdownモデルがneoplasmとしての形質を証明する研究であったが、形質の獲得を確認す
ることが出来きず方向転換し、癌幹細胞の抗がん剤耐性獲得の機序、癌細胞への分化機序に焦点を当てた。ヒト膵癌細
胞株を用いて癌幹細胞の表面抗原（CD44, CD24など）の発現を確認した。発現確認後、3次元培養を行い免疫不全マウ
スに投与したが、移植された癌幹細胞は増殖するに至らなかった。今後、条件を変えることにより安定した増殖が確認
できるように展開していく。

研究成果の概要（英文）：The present study's representative is independently developed, in the 
experimental system that induces the acinar-to-ductal transdifferentiation, but knockdown model using 
siRNA was a study to demonstrate the trait as a neoplasm, to confirm the acquisition of the trait it is 
diverted not been able to, the mechanism of anti-cancer agents acquired resistance of cancer stem cells, 
focused on the differentiation mechanism of the cancer cells. To confirm the expression of surface 
antigens of cancer stem cells (CD44, such as CD24) using a human pancreatic cancer cell line. After the 
confirmation of the expression, but was administered to immunodeficient mice for 3-dimensional culture, 
cancer stem cells that have been transplanted did not lead to growth. In the future, stable growth by 
changing the conditions continue to expand to allow confirmation.

研究分野：膵臓外科
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１．研究開始当初の背景 
膵癌は日本人の悪性新生物による死亡の第 5
位を占め、毎年 2万人もの人が命を落として
いる。非常に予後の悪いことは周知の事実で
ある。外科的治療、放射線療法、化学療法な
どを組み合わせた就学的治療が行われてい
るにもかかわらず根治には程遠いのが現状
である。 
２．研究の目的 
マウス腺房細胞を分離し、3 次元培養を行い
TGFa を 投 与 す る こ と に よ り
acinar-to-ductal transdifferentiationを誘導
する実験系で、siRNA を用いた knockdown
モデルが neoplasmとしての形質を示すこと
によって、発癌メカニズムや情報伝達機構を
詳細に解明することである。 
３．研究の方法 
1.マウス腺房細胞の分離と3次元培養を行う。 
2.Day0,1,3,5,7,14 の ductal cell を抽出す
る。 
3.Neoplasm 獲得の有無を Western blot もし
くは PCR で Cyclin D1 の発現増強で確認。同
時にテロメアーゼ活性も測定。 
4.siRNAによる標的mRNAのknockdownモデル
を作製。 
5.Neoplasm を獲得した場合、阻害剤を用いた
増殖抑制実験を行う。 
 
４．研究成果 
Neoplasm 獲得の有無を確認する実験におい
て、Cyclin D1 の発現が確認できず、ここで
実験を癌幹細胞に移行した。 
 
PAN01、MiaPaca、AsPC1、などの 6 種類のヒ
ト膵癌細胞株を用いた実験で、まずは 2次元
培養を行い、癌幹細胞の特徴とされる Sphere
の確認を行った。 
しかし、Sphere は確認されず。 
 
癌幹細胞がどの程度存在するのかを、癌幹細
胞マーカー（CD24, CD44, CD133、EpCAM1、
ALDH1、CxCR4）を指標に Western blot を行
った。 
この実験系ではすべての細胞株の2次元培養
を行った細胞株において、Western blot にて
バンドの出現が認められなかった。 
Figure は左 CD44、右 CD133 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
次いで、免疫染色にて癌幹細胞マーカーの発
現を確認できるか否かの実験を行った。 
まずは 2次元培養での結果を示す。 
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2 次元培養での研究では積極的に癌幹細胞の
存在を考えられなかったので、これら陰性結
果を踏まえ、3次元培養にて Sphere の確認を
行った。 
Figure は PANC01 細胞で、Cellable3 次培養
容器を用いて培養後 Day 1。Sphere を確認で
きる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
同じく Prime surface での 3次元培養 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Sphere の確認が出来たので、2次元培養した
細胞株で実験した同様の実験を行うことと
した。 
PAN01、MiaPaca を 3 次元培養し、得られた
細胞で免疫染色を行ったが、陽性細胞は認め
られなかった。 
 
また、免疫不全マウスに 3次元培養で得られ
た細胞を移植するも、生着しなかった。 
 
今後は Western blot や免疫染色などで癌幹
細胞の存在を確実にし、それらを免疫不全マ
ウスに生着させる手法を確立させ、今後の癌
治療の基礎を築きたいと考えている。 
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