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研究成果の概要（和文）：本研究では膵繊維化とがん幹細胞の浸潤への関連性を検討した。がん幹細胞様の特性を示す
CD133発現膵癌細胞が免疫不全マウスの膵臓内移植で間質の線維化増強および活性マクロファージの高発現を示した。
活性マクロファージの多くはFRβを発現し浸潤部位に存在した。血中可溶性FRβ測定系を確立し、膵癌20例の臨床デー
タとの相関を検討した結果、血清可溶性FRβ高値群はリンパ節転移の可能性が高く、臨床応用が示唆された。また、CD
133発現膵癌細胞はEMT関連遺伝子の発現を介して血行性転移を有意に増強した。さらに、miR-30 familyがCD133発現膵
癌細胞の浸潤に重要な役割を果たしていることを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examine the relevance to the invasion of pancreatic fibrosis 
and cancer stem cells. CD133 expression pancreatic cancer cells showing the cancer stem cell-like 
characteristics showed fibrosis enhancement and high expression of active macrophages interstitial in the 
pancreas within the transplantation of immunocompromised mice. Many of the active macrophages were 
present in the invasion site express FRβ. To establish a blood soluble FRβ measurement system, a result 
of the study the correlation between the clinical data of pancreatic cancer 20 cases, serum soluble FRβ 
high-value group has a high possibility of lymph node metastasis, clinical application has been 
suggested. In addition, CD133 expression pancreatic cancer cells were significantly enhanced the 
hematogenous metastases through the expression of EMT-related genes. It was further found that the miR-30 
family plays an important role in the invasion of CD133 expression pancreatic cancer cells.

研究分野：消化器外科学

キーワード： pancreatic cancer　cancer stem cell　CD133　macrophage　FRb-receptor　tumor microenvironment
　miR-30
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１．研究開始当初の背景 

膵癌（PC）は予後不良な難治性癌で、５年生

存率は５％以下である。近年、癌細胞と周囲

間質細胞との相互作用に関する研究の展開

が注目されている。我々は、腫瘍浸潤 Mに

葉酸受容体 β(FRβ)が発現することを、抗ヒト

FRβ 単クローン抗体を用いて初めて報告し

た(Arthritis Rheum, 2006; Cancer Immunol Immunother, 

2009)。PC は背景母地として慢性膵炎を伴う

ことが多く、がん幹細胞(CSC)と免疫細胞と

の相互作用が、浸潤転移において重要な役割

を果たしていると考えられる。しかし、癌微

小環境における相互作用は未だ明らかにな

っていない。 

２．研究目的 

本研究は、PC 幹細胞とシグナル伝達系の相

互作用を担う分子機構の解析と、FRβTAMを

標的とする PCの診断法及び新規治療法の開

発を目的とする。 

３．研究方法 

① FRαβ抗体の作製 ② 動物実験 ③ 免疫組

織学的解析 ④ 分子生物学的解析 

⑤ miRNAs発現プロファイルの解析 

４．研究成果 

（１）葉酸リセプター抗体の作製：葉酸リセ

プター抗体の作製をさらに発展させた。葉酸

リセプターαと βはアミノ酸レベルで 70%の

ホモロジ―があ

るが、双方に反

応する抗体は作

成されていない。

我々は、葉酸リ

セプターα と β

に反応する抗体

を作成した。こ

の抗体は、がん

組織の葉酸リセ

プターα 発現が

ん細胞と葉酸リセプターβ 発現がん関連 M

に反応した（右図）。 

葉酸リセプターα発現 GROV-1、KB細胞や

葉酸リセプターβ発現 FRβ－B300-19と反応

したが葉酸リセプターの発現のない SKOV3

細胞や B300-19細胞とは反応しなかった。作

成した抗葉酸リセプターαβ抗体の末梢白血

球との反応性を解析結果、単球(CD14陽性)

の一部とM-CSF下で培養したMと反応した

が、T（CD 3陽性）細胞、Ｂ（CD 20陽性）

細胞、NK（CD 16陽性）細胞とは反応しな

かった 

（２）膵癌の進展と腫瘍環境 

① セルレイン誘導膵炎における PC 進展と

線維性間質：慢性膵炎は PCの発癌または進

展への関与が示唆されている。本研究では、

セルレイン膵炎モデルに PC株を同所移植し

PC 進展における膵炎の影響を調べた。その

結果、膵癌細胞の生着や腫瘍径に膵炎の有無

による差は見られなかった。 

② CD133高発現 PCの浸潤による間質への

影響（線維化）と腫瘍関連 Mとの関連性：

PC は、desmoplastic reaction といわれる強

い線維化反応が特徴である。本研究では、

CD133＋PC が腫瘍微小環境に及ぼす影響を

検討した。そこで、CD133高発現（CD133high）

細胞（Capan-1M9）と CD133を knock-down 

(CD133KD) した細胞（shCD133M9）を樹立

した。これらの細胞株を免疫不全マウスに同

所移植し、腫瘍微小環境に対する効果を調べ

た結果、CD133highPCを

移植したマウス膵臓で

は腫瘍周囲線維化が高

いことを見出した（右

図）。また、CD133highPC による線維化部分

には CD68 Mの浸潤が著明で、CD133highPC

は線維化の促進およ

び CD68 Mの誘導能

が高いことが示唆さ

れた（右図）。さらに、

炎症性 Mのサブタ

イプである FRβMを同定した。すなわち、
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がん幹細胞特性をもつ CD133highPC が間質

の線維化を惹起することが示唆された。 

（３）PC転移において CD133と ERK経路

の相互作用を介する上皮間葉移行の促進： 

癌転移に必須な初期プロセスとされる EMT

（上皮間葉移行）を誘導する因子として

EGFR  があり、それを介して活性化される

経路として、RAS-RAF-MEK-MAPK-ERK 経

路と PI3K-Akt経路がある。近年、PCにおい

てSrc活性の上昇が認められ、CD133がSRC

ファミリーチロシンキナーゼの基質として

作用することにより、SRC機能の調節に重要

な役割を果たすことが示唆されている。 

①CD133発現と血行性転移との関連性：免疫

不全マウスを用いた in vivoモデルにおいて、

CD133highPC(Capan1M9) による浸潤および

血 行 性 転 移 性 小 結 節 は  CD133KD 

(shCD133M9)と比較して有意に増加を示し

た（上図） 

②CD133による EMT 関連遺伝子の制御 

遺伝子発現プロファイリングの解析結果、 

CD133は Slug, N-cadherin, fibronectinなど

の EMT 関連遺伝子の発現を含む間葉系の特

性を制御することが示された（下図）。 

③CD133と Slugの N-Cad発現制御：N-cad

中和抗体により CD133high Capan1M9の遊走

能は抑制された。CD133 過剰発現細胞 

(M9-CD133-His)において、N-cadherin の発

現が上昇した。細胞特異性を排除するため、

Panc1 細胞  (CD133 の発現が 1.3% )に

CD133を過剰発現させた (Panc1 CD133)場

合も同様の結果であった。以上の結果は、

N-cadherin 単独の阻害で膵臓癌細胞の遊走

能を抑制できることを示している。 

④ ERK, SRC と CD133の相互作用  

SlugのmRNA発現は ERK inhibitor (U0126)

で有意に減少した。CD133, Slugの

knockdown 細胞では、p-ERK, p-SRCの発現

は変化せず（下図 A）。Capan1M9を ERK 

inhibitor (U0126) で処理した結果、CD133と

Slugの mRNA の発現は減少した（下図 B）。

以上の結果は、ERK or SRC 経路は CD133,  

Slug regulation loop の上流に存在すること

を示唆している。 

また、CD133のタンパク発現は、時間依存的

に ERK inhibitor, SRC inhibitor で顕著に抑

制 さ れ た 。 Capan1M9 細 胞 に お け る

N-cadherin のタンパク発現は ERK, SRC 

inhibitor添加後 時間依存的に減少した（右図

A,B）。 
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EGF を添加後の N-cadherin の発現は、 

shSlugM9 で上昇するが、shCD133M9 では

上昇は確認されなかった。 

また、CD133-Hisを His抗体で免疫沈降を行

った結果、p-ERK と p-Src は、CD133 と結

合している（右図 D）。 

以上の結果から、 CD133 ＋ PC では、

ERK/SRC/CD133 axis は N-cadherin 発現を

調節する重要な一つの complex を形成して

いると考えられた。 

これらの結果を考察して、CD133highPCの浸

潤に関与する signal pathwayの仮説を下図に

示す。 

（４）膵がん幹細胞とmiRNA発現：miRNA

マイクロアレイを用いて CD133KDPC では

miR-30 family の発現レベルが減少している

ことを見出した（下図）。 

miR-30 familyのmiR-30a, 30b, 30cのmiRNA

を遺伝子導入した subline 株を作製し解析し

た。miR-30a, 30b, 30cの発現上昇は細胞増殖、

sphere形成に影響を与えなかった。一方、こ

れら subline は PC に対する標準的抗癌剤で

あるゲムシタビンに耐性を示した。さらに興

味深いことに、遊走、浸潤を促進した。また、

これらの miRNA によって間葉系マーカーが

上方制御され miR-30a subline 株では

N-cadherin の mRNA および蛋白の高発現が

認められた。 
（５）Hedgehog/GLI inhibitor GANT61 と 
mTOR inhibitionによる PC幹細胞の制御 

①PCの三つの典型的な細胞株（PANC1、MIA

の PaCa-2、CAPAN-1）および CD133highPC

では抗SHHおよび抗GLI1で陽性染色を示し

た。この分子は GLI1-と GLI2媒介転写をブロ

ックするために核内で作用し、Hh シグナル

伝達に高い特異性を示す。CD133highPC の

sphere形成に対するHh阻害剤の効果を調べ

た。幹細胞増殖条件下、CD133highPCは 8日

間培養後、直径 140µMに達した sphereを形

成した（下図 A）。cyclopamine及び 20µMの

GANT 61の処置は、有意に大きさ及びsphere

数を減少させた。直径 100µM より大きい

sphere形成は、図 Bに示す。cyclopamineは

50%の sphere 形成数を減少させた。対照的

に、GANT61は、sphere形成を阻止した。こ

れらの結果は、 Hh / SMO 阻害剤、

cyclopamineよりも効率的に Hh / GLIインヒ

ビターGANT61 によって sphere 形成の減少

が示された（図 C）。 

すなわち、Hhシグナル伝達は、CD133highPC

の自己複製に必須であることを示している。

一方、CD133highPC の細胞生存率に対して、

cyclopamine では生存率に対する効果を示さ

なかったのに対し、GANT61は濃度依存的に

減少を示した。さらに、20M GANT61によ

る CD133highPC の処理では、sphere 形成を

阻止した。以上の結果は、CD133+PCに対し

て GANT61 は高い有効性を示すこと示して

いる。次いで、mTOR 阻害剤 rapamycin と
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GANT61の併用療法を試みた。これら 2つの

阻害剤の組み合わせは、強くPANC-1細胞（下

図 A）の sphere 形成を減少させた。これら

の結果は、Hh / GLIと rapamycinの組み合せ

が GANT61 に低感受性を示すがん幹細胞様

細胞に対しても自己複製シグナル伝達を強

く抑制することを示した。また、2 つの阻害

剤との併用療法は、約 15％（上図 B）に細胞

生存率を減少させた。興味あることに、この

組み合わせに、ゲムシタビンの低濃度を追加

すると生存細胞をほぼ 0%へ低下させた（上

図 B）。 

相乗効果の可能なメカニズムとして Hh と

mTOR シグナル伝達の分子間相互作用が重

要である。S6キナーゼ S6K1は、PI3K / AKT 

/ mTOR経路の下流で活性化され、SMOに依

存しないリン酸化GLI1の活性化をもたらす。

S6K による GLI の活性化を介さない mTOR

独自機能の存在を示唆している（下図）。

mTOR阻害と Hh/ GLI阻害剤 GANT61の組

み合わせは、PCの CSCを制御するための効

率的なアプローチを提供し、高死亡率の膵癌

に対する新たな治療選択肢となる可能性を

示している。 
（６）臨床応用への展開 
ヒトの体液、血液における可溶化 FRβ測定系

を確立し、臨床への応用を始めている。現在

まで、膵癌20症例の臨床データと可溶性FRβ

値の相関を検討した結果、血清可溶性 FRβ

高値群はリンパ節転移との高い関連性を示

唆している。さらに症例数を増やし解析を行

い臨床応用に向けての開発を行っている。 
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