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研究成果の概要（和文）：膵癌において、線維芽細胞や細胞外マトリックスから構成される癌微小環境は癌の浸潤、転
移、薬剤治療抵抗性に重要な役割を果たしている。発癌や癌の進展に大きく関与していることが示されてきたオートフ
ァジーと癌微小環境の関与を研究した。
膵癌切除切片から樹立した膵星細胞のオートファジーが正常線維芽細胞と比較して亢進していることを発見した。また
、膵星細胞のオートファジーを抑制すると、間接共培養下の膵癌細胞の浸潤能と遊走能が低下することを報告した。さ
らにオートファジーの主要な誘導因子の一つである低酸素環境が、膵星細胞の産生する細胞外基質のリモデリングを通
して、膵癌細胞の遊走を促進することを報告した。

研究成果の概要（英文）：In pancreatic cancer, cancer microenvironment composed of fibroblasts and 
extracellular matrix play an important role in invasion, metastasis, and anti-cancer drug resistant. We 
studied relationship of cancer microenvironment and autophagy that has been shown greatly involved in the 
carcinogenesis and progress of cancer.
 We found that autophagy of pancreatic stellate cells established from pancreatic cancer resections are 
enhanced compared to normal fibroblasts. Further, we reported that suppressing autophagy of pancreatic 
stellate cells decreased invasion and migration ability of pancreatic cancer cells in the indirect 
co-culture with pancreatic stellate cells. In addition, we reported that hypoxia, which is one of the 
major inducer of autophagy, promoted the migration of pancreatic cancer cells through the remodeling of 
extracellular matrix produced by pancreatic stellate cells.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
膵癌において、線維芽細胞、細胞外マトリ

ックスから構成される癌微小環境は癌の浸
潤、転移、薬剤治療抵抗性に重要な役割を果
たしている。 
オートファジーは細胞の自己成分である

細胞内小器官をリソソーム内に取り込み、分
解する細胞代謝機構に重要な役割を果たし
ている。発癌や癌の進展にも大きく関与して
いることが示されてきたが、これまでのオー
トファジーと癌の研究は癌細胞に着目して
いるものが殆どであり、癌微小環境との関連
に関する報告は殆どない。 

 
２．研究の目的 
本研究では、オートファジーと癌微小環境の
関係を調べ、新規癌微小環境制御システムに
基づいた治療法を開発する事である。 
 
３．研究の方法 
（1）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(Bachem, Gastroenterology,1998、Apte, 
Gut, 1998)によりヒト膵星細胞株を作成する。
また作成した細胞株が、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。さらに
Vimentin や CD90 が陽性であること、CK19 が
陰性であることを免疫染色で確認する。 
（2）膵癌切除切片から樹立した膵星細胞と
癌疾患ではない切除膵から樹立した膵星細
胞のオートファジー活性を比較する。オート
ファジー活性は、Microtubule-associated 
protein light chain 3(LC3)抗体を用いた
Western blotting を用いて比較を行う。 
（3）膵星細胞との共培養によって、膵癌細
胞の浸潤能や遊走能が亢進することを我々
は報告してきた。膵星細胞のオートファジー
を抑制した時に、この膵星細胞が膵癌細胞に
与える影響がどのように変化するかをオー
トファジー抑制薬のクロロキンを用いて検
討する。 
（4）オートファジー必須遺伝子である Atg5
や Atg7 を膵星細胞でノックダウンし、その
影響を検討する。クロロキンで行った膵癌細
胞の浸潤能や遊走能へ膵星細胞が与える影
響がどのように変化するかを検討する。 
（5）オートファジーの主要な誘導因子の一
つである低酸素環境を検討する。膵星細胞が
作り出す細胞外基質は、低酸素状態によって
どのように変化するかを、膵星細胞の 3D 培
養によって得られた細胞外基質の蛍光免疫
染色によって検討する。 
（6）さらに膵星細胞の 3D 培養によって得ら
れた細胞外基質の低酸素状態による変化が、
膵癌細胞の運動能に与える影響を、タイムラ
プスイメージングとその統計解析によって
検討する。 
 
 

４．研究成果 
（1）膵癌患者より得られる手術切除標本を
用いて、30 種類以上のヒト膵星細胞株を作成
した。また作成した細胞株が、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した。さらに
Vimentin や CD90 が陽性であること、CK19 が
陰性であることを免疫染色で確認した。α
-SMA や Vimentin，CD90 はネガティブコント
ロールとして膵癌細胞株を用いた。同様に
CK19 のポジティブコントロールとして、膵癌
細胞株を用いた。 
（２）膵癌切除切片から樹立した膵星細胞を
6 種類，慢性膵炎の切除膵から樹立した膵星
細胞を 2 種類，正常ヒト線維芽細胞として
MRC-5 細胞（ヒト胎児肺線維芽細胞）の計 9
種類の細胞から、蛋白質を採取して、オート
ファジー活性を比較した。オートファジー活
性 は 、 Microtubule-associated protein 
light chain 3(LC3)抗体を用いた Western 
blotting を用いて比較した。比較検討は、ホ
スファチジルエタノールアミンが付加され
た膜結合型である LC3-Ⅱのタンパク量で行
った。膵癌切除切片から樹立した膵星細胞は、
慢性膵炎切除組織から樹立した膵星細胞や
ヒト胎児肺線維芽細胞と比較して、LC3-Ⅱ蛋
白質のレベルが著明に高かった。この結果か
ら、膵癌周囲の活性化された膵星細胞は、慢
性膵炎や正常組織に存在する線維芽細胞と
比較して、オートファジー活性が高いことが
示唆された。 
（3）いままで我々が報告してきた、膵星細
胞との共培養によって、膵癌細胞の浸潤能や
遊走能が亢進することは、今回の検討でも確
認された。膵星細胞のオートファジーを抑制
した時に、この膵星細胞が膵癌細胞に与える
影響がどのように変化するかをオートファ
ジー抑制薬のクロロキンを用いた。膵星細胞
との間接共培養で著明に亢進した膵癌細胞
の浸潤能・遊走能は、クロロキン投与によっ
て有意に減弱した。さらに膵癌細胞単独での
浸潤能・遊走能にクロロキンがどのように作
用するかも検討した。我々が行った膵星細胞
との間接共培養の実験と同じ細胞数や観察
時間での検討では、膵癌細胞の浸潤能・遊走
能にクロロキンは影響しなかった。 
（4）RNA 干渉によって、オートファジー必須
遺伝子である Atg5 や Atg7 を膵星細胞でノッ
クダウンし、標的遺伝子のノックダウンを
mRNA および蛋白質のレベルで確認した。また
ホスファチジルエタノールアミンが付加さ
れた膜結合型である LC3-Ⅱのタンパク量が
低下していることを western blotting で確
かめ、膵星細胞のオートファジーが抑制され
ていることを確認した。クロロキン添加によ
る実験と同様に、膵星細胞との間接共培養で
著明に亢進した膵癌細胞の浸潤能・遊走能は、
膵星細胞のオートファジー抑制によって有
意に減弱した。これらの結果から、膵星細胞
のオートファジーは、癌間質相互作用を介し



て、膵癌の浸潤や遊走に関与している可能性
が示唆された。 
（5）膵星細胞の 3D 培養によって得られた細
胞外基質をフィブロネクチンの蛍光免疫染
色によって評価した。オートファジーの主要
な誘導因子の一つである低酸素環境によっ
て、膵星細胞が作り出す細胞外基質は、より
平行に変化した。（図１） 

図１：膵星細胞の 3D 培養によって得られた
細胞外基質。低酸素環境での培養によって、
線維方向がより平行となった。 
 
（6）膵星細胞の 3D 培養によって得られた細
胞外基質の低酸素状態による変化が、膵癌細
胞の運動能に与える影響を、タイムラプスイ
メージングとその統計解析によって検討し
た。低酸素環境での 3D 培養から得られた細
胞外基質では、正常酸素下と比較して、膵癌
細胞の移動距離が有意に長くなった。（図 2）
膵癌細胞の移動速度自体は変化していない
ことから、この移動距離の増加は移動方向の
影響によるものであると考えられた。 
 

 

図２：細胞外基質内での膵癌細胞の運動軌跡。
低酸素環境で膵星細胞に産生された細胞外
基質の方が、膵癌細胞の移動距離が長くなっ
た。 
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