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研究成果の概要（和文）：　膵癌の新たな治療法を開発する上では、抗癌剤に耐性を示す膵癌幹細胞の特性を明らかに
し、有益なバイオマーカーを同定する必要がある。本研究では、ヒト膵癌組織を移植し担癌マウスにゲムシタビン治療
を施すことにより、ヒト膵癌治療モデルを構築した。治療後の組織を解析したところ、癌幹細胞マーカーの発現を示す
細胞が高頻度に検出された。残存膵癌組織のプロテオーム解析およびヒト膵癌病理検体を用いた解析により、膵癌幹細
胞において高い発現を示す薬剤トランスポーターを複数抽出した。
　今後、予後と相関するトランスポーターを同定することにより、膵癌の新たな治療標的および、新規バイオマーカー
の開発が期待される。

研究成果の概要（英文）： The prognosis of pancreatic cancer remains very poor, the mainly reason might be 
the prominent resistance to chemoradiotherapy. However, the mechanism of chemoradiotherapy resistance in 
pancreatic cancer has not been fully understood. We aim to investigate the relationship between 
pancreatic cancer stem cells and chemoradiotherapy resistance, and identify the specific biomarkers, 
which promote tumor survival in pancreatic cancer with chemoradiotherapy.
 Firstly, we transplanted human pancreatic cancer tissue into mice to construct pancreatic cancer mice 
model. With gemcitabine treatment, we found that the population of pancreatic cancer stem cells was 
increasing. Moreover, we identified expression of multiple transporters were upregulated after 
gemcitabine treatment with proteomic analysis, and these upregulated transporters were mainly detected in 
CD133+CD44+ cancer cells. Our results suggest that these transporters may exhibit important roles in the 
chemoradiotherapy resistance.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 膵癌の治療抵抗性と癌幹細胞 
	 膵癌は消化器癌の中でも予後が悪く、既存

の化学療法に治療抵抗性を示すことが知ら

れている。膵癌の治療抵抗性には抗癌剤に耐

性を示す膵癌幹細胞の関与が強く考えられ

るが、従来の解析の多くはモデル動物を対象

とした理解に留まっており、ヒト膵癌幹細胞

の特性は十分に明らかにされていない。また、

癌幹細胞の治療抵抗性機構についても未解

明な点が多い。 
 
(2) 薬剤排出トランスポーター 
	 癌幹細胞の治療抵抗性において、薬剤排出

トランスポーターの機能が重要視される。し

かしながら、これまでに膵癌幹細胞の治療抵

抗性に関与する薬剤トランスポーターは同

定されていない。加えて、複数の報告より、

トランスポーターを始めとする細胞膜上に

発現する分子群は、遺伝子発現量と蛋白質発

現量が必ずしも一致しておらず、トランスポ

ーターの発現レベルを正確に評価するため

には、蛋白質レベルでの解析を実施する必要

がある。 
 
 
２．研究の目的 
	 膵癌は消化器癌の中でも予後が悪く、既存

の化学療法に治療抵抗性を示すことが知ら

れている。膵癌の治療抵抗性は、膵癌幹細胞

が抗癌剤に耐性を示しながら残存すること

により生じるものと考えられる。本研究では、

抗癌剤治療に抵抗性を示すヒト膵癌幹細胞

の特性解析を進めるとともに、膵癌幹細胞に

おいて特異的に発現する分子の探索を試み

る。癌細胞の抗癌剤治療抵抗性には、抗癌剤

の排出を担う薬剤トラスポーターが重要な

機能を担うと考えられることから、抗癌剤治

療後の残存膵癌組織等を用いた解析を行い、

ヒト膵癌幹細胞において発現するトランス

ポーターの同定を試みる。 
 
 
３．研究の方法 
(1)	 ゲムシタビンに治療抵抗性を示す膵癌

幹細胞の特性解析	 

	 抗癌剤治療後の残存膵癌組織中には、膵癌

幹細胞が高頻度に残存していると考えられ

る。そこで、これらの膵癌組織を対象とした

組織解析を実施し、残存する癌幹細胞の特性

解析を行う。既存の癌幹細胞マーカー（CD133、

CD44 等）の発現を指標として、細胞動態を解

析し、以後の実験に用いる検体の検証を行う。	 

	 

(2)	 プロテオーム解析に基づく膵癌幹細胞

特異的なトランスポーターの包括的抽出	 

	 膵癌幹細胞が高頻度に残存する検体、およ

び対照群となる検体について、定量精度の高

いプロテオーム解析を包括的に実施する。こ

れにより、膵癌幹細胞において発現する候補

トランスポーターの抽出をすすめる。	 

	 

(3)	 臨床検体を用いた候補トランスポータ

ーの発現検証	 

	 プロテオーム解析により抽出された候補

トランスポーターの発現を、ヒト膵癌検体を

用いて検証し、発現や局在を明らかにする。	 

	 

	 

４．研究成果	 

(1)	 ゲムシタビンに治療抵抗性を示す膵癌

幹細胞の特性解析	 

	 術前にゲムシタビンおよび放射線治療を

受けた膵癌患者の手術摘出検体の一部を用

いて、既知癌幹細胞マーカーの発現を検証し

た。その結果、EpCAM を発現する膵癌細胞に

おいて、CD133 と CD44 の発現が高頻度に観察

された（図 1）。さらに、これらの細胞はアポ

トーシスに耐性を示す傾向にあることが明

らかとなった。	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

(2)	 プロテオーム解析に基づく膵癌幹細胞

特異的なトランスポーターの包括的抽出	 

	 トランスポーターの発現は mRNA レベルと

蛋白質レベルで乖離するとされている（図 2）。	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

図１ ゲムシタビン投与後に残存した膵癌組織
における CD133+ CD44+ EpCAM+細胞の存在 

図 2 膵癌幹細胞の抗癌剤耐性に関わるトラン
スポーターの機能解析において想定される問題 



 

 

そこで、本研究ではトランスポーターの発現

量を包括的に解析することが可能な絶対定

量プロテオーム解析法を用い、トランスポー

ターの発現レベルを解析した。	 

	 予備検討において、プロテオーム解析では、

一定以上の組織量（0.5g 程度以上）が必要で

あることが明らかとなったため、ヒト膵癌組

織を有した担癌マウスを作製し、このマウス

に抗癌剤（ゲムシタビン）を投与することに

より、人為的な治療モデルを作製し、プロテ

オーム解析に用いた（図 3）。	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

はじめに、担癌マウスに 30 日間ゲムシタビ

ン治療を施した群（治療群）とコントロール

群（非治療群）の摘出組織について、既知癌

幹細胞マーカー（CD133,	 CD44）の発現を免

疫染色により検討した。その結果、治療群に

おいて有意に CD133+CD44+細胞の存在頻度が

増加していることを確認した。次いで、内部

標準ペプチドを用いたヒトトランスポータ

ーの定量解析系を構築し、定量精度を検証し

た（図	 4）。検証の結果、定量下限は 1fmol/µg
と極めて低いことが確認された。さらに、治

療群および非治療群の組織の絶対定量解析

の結果、治療群において有意に発現増加を示

すトランスポーターが複数抽出された。	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 (3)	 臨床検体を用いた候補トランスポータ

ーの発現検証	 

	 絶対定量プロテオーム解析により抽出さ

れたトランスポーターの中で、癌幹細胞マー

カーを発現する膵癌幹細胞において発現す

る分子の絞り込みを試みた。ヒト膵癌組織を

対象として、候補トランスポーターに対する

特異抗体を用いた免疫組織化学の結果、ヒト

膵癌中の CD133+CD44+細胞において発現する

トランスポーターを明らかにした（論文投稿

準備中）。	 
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