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研究成果の概要（和文）：膵臓癌が極めて予後不良な癌腫である理由には、早期から浸潤、転移を生じる生物学的悪性
度の高さが治癒切除を困難にしている点や、豊富な細胞外基質を伴う過剰な間質増生（desmoplasia）のもたらす乏血
性環境を原因とする化学療法抵抗性が挙げられる。本研究において我々は膵星細胞の樹立を行い、樹立した膵星細胞に
おけるオートファジー活性化の測定を行った、また、星細胞と膵癌細胞の共培養で膵癌細胞の浸潤が促進し、更にオー
トファジー抑制剤3MAの添加で膵癌細胞の浸潤が抑制されることを確認した。

研究成果の概要（英文）：We established pancreatic stellate cells from pancreatic cancer tissue obtained du
ring surgery. We identified the autophagy levels in each pancreatic stellate cells and found the levels we
re different in each cells. We also found the invasiveness of pancreatic cancer cell lines were increased 
with co-culture with pancreatic stellate cells and identified that its invasiveness was decreased with 3MA
.
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１．研究開始当初の背景 
  
膵臓癌が極めて予後不良な癌腫である理由に
は、早期から浸潤、転移を生じる生物学的悪
性度の高さが治癒切除を困難にしている点や
(Bhowmick, Nature, 2004)、豊富な細胞外基質
を伴う過剰な間質増生（desmoplasia）のもた
らす乏血性環境を原因とする化学療法抵抗性
が挙げられる(Olive, Science, 2011)。膵間質に
存在する膵星細胞 (Pancreatic Stellate Cells; 
PSCs)が同定され、種々の液性因子の分泌を介
し膵癌細胞の浸潤、転移を促進し (Vonlaufen, 
Cancer Res, 2008)、さらには Desmoplasia を形
成(Omary, J Clin Invest, 2007)することが報告
され、膵星細胞が膵癌の悪性形質を誘導する
責任細胞として注目されている。膵星細胞の
活性化には膵臓癌細胞からの TGF-βや酸化
ストレスが関与する事は分かっているがその
詳細なメカニズムは不明である。 
 オートファジーは新たな癌制御メカニズム
として注目されている。オートファジーは膵
星細胞同様、様々な液性因子により惹起され
る。最近、オートファジーが肝炎における肝
星細胞の活性化に関与している事が初めて報
告された(Thoen,J Hepatol,2011)。膵星細胞活性
化にオートファジーが関与している事は十分
に考えられるが、これまでにそのような報告
は無かった 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、膵癌間質細胞とオートファジー
の関係を明らかにするため以下の 3 点を明ら
かにする。 
 
a.膵癌切除標本を用いた膵星細胞の作成およ
びオートファジー活性の評価, 
 
b. 分離膵星細胞を用いた液性因子およびス
トレス刺激によるオートファジー活性化の評
価 
 
c. オートファジー抑制による desmoplasia 形
成、膵癌細胞悪性度の変化 
 
３．研究の方法 
 
１ ヒト膵星細胞株の樹立 
現在すでに、膵癌患者より得られる手術切除
標本を用いて、BachemやApteらにより報告さ
れた方法によりヒト膵星細胞株を20株以上作
成する(Bachem,Gastroenterology,1998、Apte, 
Gut, 1998)。作成された細胞株は、膵星細胞の
特徴とされるMyofibroblast様の形態を呈し、
α-SMAが陽性であることを確認する。星細胞
活性化の指標としてOil-Red-O による脂肪滴、
Vimentin、Desminの免疫染色で行った。 

 
２ 活性化膵星細胞におけるオートファジー
誘導の確認 
 
活性化膵星細胞でのオートファジー活性を共
焦点顕微鏡による GFP−LC３発現、ウエスタ
ンブロットにて確認した。 
実験１において分離した星細胞におけるオー
トファジー活性化の違いを確認した。我々は
既に TGF-β、低酸素によるオートファジー
誘導実験系は既に確立しており(Kayashima, 
Cancer Sci, 2011)、また TGF-Βによるオートフ
ァジー誘導実験も確立した。 
オートファジーの誘導は低酸素ストレス、
TGF-βのみならず、他の酸化ストレスや因子
で誘導されることが報告され、膵星細胞の活
性化にも様々な因子が関与している。これら
他のストレスや因子で Quiescent 星細胞にオ
ートファジーが誘導されるかの確認を行った。 
 
3 膵癌細胞との共培養によるオートファジ
ーを介した膵星細胞活性化の確認 
-本研究を遂行する為の具体的な工夫— 
我々はすでに膵星細胞と膵癌細胞との共培養
モデルは確立済みである。始めに Quiescent
星細胞が膵癌細胞との共培養により活性化が
促進されるかを確認、その際オートファジー
が誘導されているかを実験１と同様の方法で
観察した。さらにオートファジー抑制剤であ
る 3MA を用いて膵癌細胞との共培養を行い
星細胞活性化が抑制されるかを観察した。 
 
４．研究成果 
 

１ ヒト膵星細胞株の樹立 

現在すでに、膵癌患者より得られる手術切除
標本を用いて、BachemやApteらにより報告さ
れた方法によりヒト膵星細胞株を20株以上作
成した。作成された細胞株は、膵星細胞の特
徴とされるMyofibroblast様の形態を呈し、免
疫染色においてα-SMAが陽性であることを
確認した。 

 
 

 



 

 
２ 活性化膵星細胞におけるオートファジー
誘導の確認 
膵星細胞でのオートファジー活性を免疫染色
およびウエスタンブロットにて確認した。結
果、星細胞によってオートファジー活性レベ
ルが異なる事を確認した。これまでの報告か
ら各種癌細胞、線維芽細胞で TGF-β、酸化ス
トレスによりオートファジーを誘導 される
事が報告されていた。われわれは飢餓状態、
低酸素状態で星細胞のオートファジーが誘導
される事を確認した。 

 
３ 膵星細胞との共培養による癌細胞浸潤へ
の影響 
 膵星細胞、癌細胞に 3MA を投与したところ
星細胞、癌細胞でオートファジーの誘導が抑
制される細胞を認める事を確認した。さらに、
膵星細胞と膵癌細胞との共培養モデルを確立、
星細胞との共培養において膵臓癌浸潤が促進
される事を確認した。癌細胞、膵星細胞共培
養下にオートファジー抑制剤 3MA の投与で
膵癌細胞の浸潤が抑制される事を確認した。 
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