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研究成果の概要（和文）：膵癌に“デコイ間葉系幹細胞(MSC)”を外来性に投与して、膵癌細胞周囲に増殖させた後、
一気に間質を消去し間接的に癌細胞を死滅させる新規癌間質治療を目指した。間質のもととなるMSCは一般に骨髄由来(
BM-MSC)と考えられて来たが、増殖速度、遺伝子導入効率が悪くengineered -MSC のソースとしては利用しにくかった
。本研究は,利便性に勝る脂肪細胞由来MCS (Ad-MSC)がBM-MSCと同様に癌の間質形成に寄与する事を明らかにし、デコ
イMSC治療の開発の基盤を形成した。

研究成果の概要（英文）：Crosstalk between cancer cells and Cancer-Associated Fibroblast (CAF) plays a 
crucial role that comprises 3D organization of solid cancers. We designed new cancer therapy namely 
“decoy MSC therapy”, that involves administration of engineered MSC at first, and eliminate them after 
cancer cells are surrounded by decoy MSC. The origin of CAFs have been assumed as bone marrow derived 
Mesenchymal Stem Cell (BM-MSC), however they anc not be a souse of decoy MSC because of technical 
challenges. We employed adipose tissue derived MSC(AD-MSC), confirming its positive potential for the 
application in new therapy.

研究分野：医歯薬学，消化器外科学，腫瘍治療学
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１．研究開始当初の背景 

【厚い間質組織に囲まれた難治性固形癌、
薬剤投与による DDS問題、治療の限界】 
 膵癌を初めとする難治性固形癌は間質組
織を誘導して増生させ、その中に含まれる
間質細胞（腫瘍関連線維芽細胞、腫瘍関連
炎症細胞、腫瘍新生血管など）は癌細胞と
ダイナミックに cross talkし、癌結節全体
の増殖、進展をサポートする事が知られて
いる。 
 こういった間質組織に厚く囲まれた固形
癌を治療する際、間質組織は抗癌治療薬の
送達を阻むバリアーとなり、治療抵抗性を
もたらす大きな障壁にもなっている。投与
した治療薬をいかに癌細胞に送達するか、
というDDSが治療の鍵となるが、癌細胞、
腫瘍間質組織、間質細胞の分布には強い
heterogeneity があり、外来性に投与した
治療薬を腫瘍組織全体に有効濃度で行き渡
らせる事は理論的に困難である。すなわち、
外来性に治療薬を投与するという古典的
な治療戦略をとっている限り、膵癌の治療
成績にはおのずと限界がある。  

【おとり–MSCの外来投与によるがん間質
の増生効果の確認と、自殺遺伝子発動によ
る間質消去】 

がん間質を形成する細胞の由来としては骨
髄由来の MSC (BM-MSC) が中心的な役
割を果たしており、ホストの骨髄由来の
BM-MSCや、外来性に投与した BM-MSC
が癌組織に強く formingする事が知られる
様になった。本研究では、がん間質細胞の
ソースとなる MSC を血中に投与し、膵癌
細胞周囲を人工的な MSC 由来の間質細胞
で充満させる事を第一段階として行う。効
率的に腫瘍間質増生を引き起こす MSC を
選別する。予めこの MSC にはマーカー色
素と自殺遺伝子(HSV-TK 等)を導入してお
き、癌結節に十分“デコイ間質細胞”が充満
した段階で、突然自殺遺伝子を発動させ
(Ganciclovir投与)、間質組織を消去させる。
間質細胞との cross-talkに依存して生存し
ていた膵癌細胞をアポトーシスに陥らせて
死滅させる新しい癌治療法の実験的基盤を
整える。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、「膵癌が間質細胞を誘導する、
必要とする」という性質を逆手にとった新
しい治療戦略を開発する事を目的にした。
最終目的は外来性に投与した脂肪細胞由
来 MSC (=Ad-MSC)が、BM-MSC と同等
のがん間質誘導をもたらす事を確認し、
Ad-MSC による膵癌間質消去治療の実現
を目指す事である。 

 がん間質を形成する細胞の由来としては 
骨髄由来の MSC (BM-MSC) が中心的な
役割を果たしており、ホストの骨髄由来の
BM-MSCや、外来性に投与した BM-MSC
が癌組織に強く formingする事が知られる
様になった。本研究では、がん間質細胞の
ソースとなる MSC を血中に投与し、膵癌
細胞周囲を人工的な MSC 由来の間質細胞
で充満させる事を第一段階として行う。効
率的に腫瘍間質増生を引き起こ MSC を選
別する。予めこの MSC にはマーカー色素
と自殺遺伝子(HSV-TK 等)を導入しておき、
癌結節に十分“デコイ間質細胞”が充満した
段階で、突然自殺遺伝子を発動させ
(Ganciclovir投与)、間質組織を消去させる。
間質細胞との cross-talkに依存して生存し
ていた膵癌細胞をアポトーシスに陥らせて
死滅させる新しい癌治療法の実験的基盤を
整える。 

【骨髄由来ではなく脂肪細胞由来の MSC
を利用する】 
 生体の癌においては BM-MSCが間質誘
導の主役であると考えられている事から、
がん間質の制御を目指した研究では主に
BM-MSCが研究材料として使われている。
しかし、BM-MSC は抽出が煩雑で採取効
率が悪く、加えて遺伝子改編が難しいとい
う問題点がある。ヒトへの臨床応用を視野
に入れた場合、脂肪細胞由来の MSC 
(=Ad-MSC)が持つ、遺伝子導入効率と組織
定着性に優れ、入手が簡便である事、さら
に多分化能を維持する播種回数が多く移植
材料としての量を確保するのが容易である、
等の特徴は本研究の利用に適している。 
 本研究の最終目的は外来性に投与した
脂肪細胞由来 MSC (=Ad-MSC)が、
BM-MSC と同等のがん間質誘導をもたら
す事を確認し、Ad-MSCによる膵癌間質消
去治療の実現を目指す事である。 
 
３．研究の方法 
【①RFP 導入マウス大腿骨からマウス骨
髄間葉系幹細胞(BM-MSC)を、GFP導入マ
ウスの精巣上体から脂肪細胞由来間葉系幹
細胞(Ad-MSC)を単離。】 

BM-MSCは、若齢（3−6週齢）の RFP導
入 マ ウ ス (Red マ ウ ス : B6;B6D2-Tg 
(CAG-MBD/RFP)1Rbrc: 理研 BRC)の大
腿骨から骨髄を採取。7-10日ディッシュ上
で培養し、2nd passageを行う。浮遊細胞
を入念に除去し、ディッシュへの接着細胞
を BM-MSCとして継代する。BM-MSCは
多分化能を維持する５継代までを使用する。 

 Ad-MSC は老齢（12-20 週齢程度）の
GFP 導 入 マ ウ ス (Green マ ウ ス : 



C57BL/6-Tg(CAG-EGFP)C14-Y01-FM13
1Osbマウス: 理研BRC)の精巣上体から採
取。7-10 日ディッシュ上で培養し、2nd 
passageを行う。浮遊細胞を入念に除去し、
ディッシュへの接着細胞を Ad-MSC とし
て継代する。Ad-MSCは多分化能を維持す
る８継代までを使用する。 
 双方ともより純度の高い MSC を回収す
るため、既存細胞マーカー(Ter119, CD31, 
and CD45) 陽 性 の 細 胞 群 を
MACS(Magnetic-activated cell sorting)に
て選別し、繊維芽細胞様細胞を播種して、
BM-MSC（赤）、Ad-MSC（緑）として使
用する。 
【②BM-MSC（赤）と Ad-MSC（緑）を担
がんマウスの尾静脈より投与。膵癌細胞周
囲での増殖能とフォーミング能力が高い
“おとり MSC”を選別する。特に、マウ
ス MSC のマウス腫瘍の間質誘導だけでな
く、ヒト膵癌へのフォーミング能力、とい
った、種間の相互効果を確認。】 

(1)マウス同系腫瘍におけるMSCの影響 

① 局所増殖能 

マウス大腸癌細胞(C-26) 10E5個に様々な
比率(10E3, 10E4, 10E5, 10E6個)のMSC
を移植前に既に混合させておき、野生型マ
ウス(Balb/c)の皮下に移植する。BM-MSC
（赤）と Ad-MSC（緑）それぞれにおける
腫瘍増殖の違いを確認する。また、
BM-MSC（赤）と Ad-MSC（緑）を同比率
で混合し、形成した腫瘍中での間質造成の
比率を蛍光観察、フローサイトメトリーに
て確認・計測する。 

② 血中遊離 MSC のマウス腫瘍へのフォ
ーミング 

マウス大腸癌細胞（C-26）単独で皮下腫瘍
を野生型マウス(Balb/c)に形成し、尾静脈
から 10E5 の MSC を投与する。注入する
BM-MSC（赤）と Ad-MSC（緑）の比率を
10:0、5:5、0:10 の 3 つの比率に振り、フ
ォーミング及び間質形成効率を確認する。
MSCの静脈内投与時期を腫瘍形成早期（癌
細胞移植直後、3 日後）と後期（7 日後、
14日後）に分けたフォーミングの効率も確
認する。腫瘍中での間質造成の比率を蛍光
観察、フローサイトメトリーにて確認・計
測する。 
(2) ヒト膵癌細胞株移植モデルにおける解
析 
① 局所増殖能 

ヒト膵癌細胞(Capan-1, Suit-2, ASPC-1, 
MiaPaca 等)を Ad-MSC（緑）と混合し、
BALB/c ヌードマウスの皮下に移植する。
Ad-MSC 由来の間質が増生しやすいヒト
細胞株と外来間質非依存株を選別する。こ
れは、本治療戦略の効果を予見するための
基盤情報とする。 
② 血中遊離 マウス MSC のヒト膵癌への
フォーミング 
これは、種の異なる MSC が腫瘍周囲に本
当にフォーミングするか否かはまだ十分に
は検討されていないこと、癌遺伝子の導入
や、癌抑制性遺伝子のノックアウトといっ
た造腫瘍性のある MSC ではなく、野生型
に近い MSC が本当に腫瘍にフォーミング
するか否かを確認するために必要となる。 
(3) ヒト臨床膵癌組織移植モデル

(tumorgraft)における解析 
膵癌の様な難治癌における間質組織の誘
導という性質は、細胞株を使った移植腫瘍
ではなかなか再現されない。我々は、ヒト
の臨床癌組織片を直接マウスに移植した膵
tumorgraft で間質増生がとても良く再現
される事を示して来た。本研究のアイデア
である、外来投与 MSC の腫瘍へのフォー
ミングもこの膵 tumorgraft モデルで確認
されてこそ、臨床応用への礎になると考え
る。少なくとも 5 人の膵癌患者由来の膵
tumorgraft へマウス Ad-MSC（緑）を投
与し効果を確認する。 
 
４．研究成果 

 H25年度は、利便性に勝る脂肪細胞由

来MCS (Ad-MSC)がBM-MSCと同様に癌

の間質形成に寄与するか否かの検証を行

った。臨床癌の形態模倣、癌—間質のクロ

ストークを評価項目として、複数のヒト

由来BM-MSCとAD-MSCを癌細胞と混合

培養した。２種類のBM-MSCが５点の形

態模倣をしたのに対し、５種類の

AD-MSCは１種類が５点、２種類が４点、

２種類が３点であり、いくつかの

AD-MSCがデコイMSCとして使える可能

性が示せた。 

 H26年度は、Ad-MSCが癌に教育された

後、CAFに変化したか否かを検証した。

癌細胞とAd-MSCを直接混ぜるdirect 



co-cultureの系では、Magnet beadsを使って

癌細胞（赤）とAd-MSC（緑）を分離採取

し、各種マーカーを定量PCRで評価した。

ただ、いくらMagnet beadsを使っても、

FACSを使っても癌細胞（赤）とAd-MSC

（緑）を完全に分離採取する事は出来ず、

客観的なPCRの結果が得られなかった。

その為、後半ではTrans wellを使った非接

触系でAd-MSCのCAF化を検証し、一定の

分化傾向を確認出来た。さらに、２つの

デコイMSC候補株にGFPを導入し、マウ

スへの移植モデルで臨床癌の形態模倣を

再現するかを検証したが、残念ながら、

今の所Pilot Studyで得られたような臨床

像に近い形態は再現出来ていない。 

 H27年度はこれらの混合培養により、

Trans wellを使った非接触系において、

Ad-MSCが癌細胞によってeducationされ

る事によるAd-MSCの遺伝子発現状態が

CAFに変化したかをDNA sequenceにより

解析し、FAP,FSP,CXCL12といったCAF 

signatureが確かに上昇する事を確認した。

さらに、定量PCRによりその再現性を確

認した。ここで、これらのAd-MSCをデコ

イ線維芽細胞として遺伝子改変する事を

試みた。しかし、Ad-MSCは継代を重ねる

度にviabilityが悪くなる傾向があり、継続

して実験に使うことが出来なくなった。

そこで、H28年度からは不死化した

Ad-MSCを導入し、デコイCAFの作成を目

指した所、がんの周囲にCAFとして配置

される可能性を見出した。今後、不死化

したAd-MSCをソースとすることで、癌間

質消去治療の具現化を継続していく。 
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