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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は癌細胞の悪性度や治療抵抗性と深く関わっている細胞外マトリックス
のリモデリングの機序や膵星細胞、炎症細胞の担う役割を明らかとし、新たな治療戦略を開発することである。
初代培養した活性化型膵星細胞が作成するコラーゲンマトリックスは低酸素培養条件下ではより平行化し、癌細
胞の浸潤を促進した。また、低酸素下で発現が誘導されるコラーゲン修飾因子としてPLOD2を同定した。活性化
膵星細胞が作成するコラーゲンマトリックスは、正常脂肪組織由来の間質細胞が作るコラーゲンマトリックスと
比較して、密で硬い構造であることを同定し、間質細胞の多様性がマトリックスの構造に影響を与えることが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to clarify the mechanism and contribution of 
stellate cells and immune cells in of remodeling extracellular matrix of pancreatic cancer. We 
isolated activated stellate cells (PSCs) from human pancreatic cancer and analyzed the structure of 
collagen matrix produced by PSCs. Under hypoxic condition, the alignment of collagen fiber became 
parallel and enhanced motility of pancreatic cancer. We identified PLOD2 as a major collagen 
modifying enzyme under hypoxia. We also identified collagen matrix produced by PSCs was denser and 
stiffer than that of adipose tissue derived stromal cells, which means heterogeneity of stromal 
cells in pancreatic cancer influences mechanical structure of extracellular matrix in pancreatic 
cancer. 

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
膵癌は癌死の 5位を占める予後不良の疾患
で、ここ 20 年で十分な治療成績の改善が得
られていない。膵癌は豊富な細胞外基質を伴
う過剰な間質増生(desmoplasia) を病理学的
な特徴とする。細胞外基質の成分はコラーゲ
ンやプロテオグリカンであり、これらの産生
は活性化膵星細胞が中心的な役割を担って
いることが報告されてきている。この細胞外
基質は、癌細胞増殖の足場となって悪性度に
関与することや、薬剤送達率を低下させるこ
とで治療抵抗性の原因となっていることが
報告されており、細胞外基質の量的・質的な
制御は膵癌治療の新たな治療標的となるこ
とが期待されている。 

MMP(マトリックスメタロプロテアーゼ)
は、細胞外基質の分解に関与し、マトリック
スリモデリングの中心となる液性因子の１
つである。MMP の産生は癌細胞だけでなく
膵星細胞、炎症細胞等の種々の細胞が行って
おいる。つまり、マトリックスリモデリング
を理解するためには、単に癌細胞を対象とし
た研究では不十分であり、これらの細胞間の
複雑な相互作用を理解する必要がある。 
その中でも免疫細胞は腫瘍微小環境内で
抗腫瘍効果を発揮するものと、免疫寛容に関
与し腫瘍促進性に働くものとが存在ること
が近年明らかとなり、注目されている。しか
し、免疫細胞が膵癌微小環境内でマトリック
スリモデリングにどのような影響をおよぼ
しているのかについては不明である。免疫細
胞のマトリックスリモデリングに及ぼす役
割が明らかとなることで、細胞外基質の制御
による新たな治療戦略の確立が期待される。 
 
２．研究の目的 
膵癌のマトリックスリモデリングにおける
免疫細胞が担う役割を明らかとし、新たな治
療標的を同定することを目的とする。特に、
膵星細胞が産生するコラーゲンマトリック
スの物理的な構築に対して、どのような因子
が影響するのかを解明し、新たな治療戦略の
確率を目指す。 
 
３．研究の方法 
膵星細胞および炎症細胞がコラーゲンリモ
デリングに及ぼす機序を解明するため、研究
期間内に以下の実験を行った。 
① 活性化型膵星細胞を初代培養・樹立し、
in vitroでコラーゲンマトリックスを作成し
た。 
② 低酸素培養下で作成されるコラーゲン
マトリックスの線維配向の変化を解析した。
更に、マトリックス上での膵癌細胞の運動軌
跡を解析した。 
③ 低酸素培養下で発現が亢進するコラー
ゲン修飾因子として PLOD2 を同定し、その発
現抑制実験を行った。 
④ 脂肪組織由来幹細胞を初代培養・樹立し、
コラーゲンマトリックスの構造を解析した。 

⑤ マウスの末梢血からセルソーターを用
いて好中球を単離した。 
 
４．研究成果 
ヒト膵癌切除標本からoutgrowth法を用いて、
活性化型膵星細胞を初代培養し、樹立を行っ
た。活性化型膵星細胞ではαSMA が高発現し
ており、細胞外基質の主要な構成因子である
フィブロネクチンとその発現パターンが一
致していた(図 1)。この、活性化型膵星細胞
をディッシュ上で1週間培養したのちに脱細
胞化し、3 次元のコラーゲンマトリックスを
作成した(図 1)。作成されたマトリックスは、
膵癌の病理組織像と類似しており、生体を反
映した実験モデルであると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 . 活性化型膵星細胞によって作成され
た 3次元コラーゲンマトリックス 
 
次に、膵癌組織の特徴である低酸素環境に着
目し、低酸素培養下でのコラーゲンマトリッ
クスの構造の変化を解析した。通常の培養条
件である酸素濃度 20%と比較して、酸素濃度
1%下で 1週間培養して作成されたコラーゲン
マトリックスは、その配向がより平行になっ
ていることが判明した(図 2)。 
 

 
図 2. 低酸素培養条件下で作成されるコラー
ゲンマトリックスの線維配向の変化 
 



このコラーゲンマトリックス上に膵癌細胞
株である PANC1 細胞を撒いて、タイムラプス
撮影でその運動軌跡を解析した。低酸素培養
下で作成されたコラーゲンマトリックス上
では PANC1 細胞の運動の方向性が規定され、
より遠くへ癌細胞が移動することが観察さ
れた(図 3)。 

 
図 3. コラーゲンマトリックス上での PANC1
細胞の運動軌跡 
 
マイクロアレイによる網羅的な解析によっ
て低酸素培養条件で発現が亢進するコラー
ゲン修飾因子として、PLOD２を同定した(図
4)。実際に、低酸素培養下では活性化膵星細
胞内では mRNA およびタンパクの発現が亢進
することを確認した(図 4)。 

 
図 4.網羅的遺伝子解析による低酸素条件下
で発現変動がみられるコラーゲン修飾因子
の同定 
 
RNA 干渉によって活性化型膵星細胞における
PLOD2 の発現抑制を行った。PLOD2 ノックダ
ウンによって、αSMA やコラーゲン１、フィ
ブノネクチンのタンパクレベルでの発現変
動はみられなかった。しかし、PLOD2 ノック
ダウンによって低酸素条件下でコラーゲン
線維の平行化が抑制された(図 5)。 
 
 

 
図 5. PLOD2 発現抑制による低酸素条件下で
のコラーゲンマトリックスの線維配向の変
化 
 
この PLOD2ノックダウンによって作成された
コラーゲンマトリックス上にPANC1細胞を撒
いてその運動軌跡を解析した。PLOD2 ノック
ダウンによって作成されたマトリックス上
では、膵癌細胞の移動距離が低下することが
示され、膵星細胞における PLOD2 はマトリッ
クスリモデリングおよび膵癌細胞の浸潤を
制御する新たな治療標的としての可能性が
示された(図 6)。 
 
 
図 6. PLOD2 発現抑制膵星細胞が作成したコ
ラーゲンマトリックス上でのPANC1細胞の運
動軌跡 

 
 
次に、コラーゲンマトリックスの形成に及ぼ
す他の細胞の影響に着目し、脂肪組織由来幹
細胞を初代培養・樹立し、コラーゲンマトリ
ックスの作成・解析を行った。脂肪由来幹細
胞がつくるコラーゲンマトリックスは、粗で、
軟らかい構造であることが判明した(図 7)。
このことから、コラーゲンマトリックスも産
生される細胞によって、その立体構造が変化
することが示され、腫瘍内間質細胞の多様性



について新たな知見が得られた。 
 

 
図 7. 脂肪組織由来幹細胞と活性化型膵星細
胞が作成するコラーゲンマトリックスの構
造の比較 
 
免疫細胞の関与を解析するため、マウスの末
梢血中からセルソーターを用いて、CD45、
CD11b, Ly-6Gの表面抗原によって好中球を単
離を行った。好中球の単離、培養に関しては
研究期間内で概ね、安定して行えるようにな
ったが、これを用いたマトリックスリモデリ
ングに関した実験には至らなかった。 
 
以上、本研究では膵星細胞が作成するコラー
ゲンマトリックスのリモデリングに関する
因子として低酸素環境や責任遺伝子として
の PLOD2 を同定した。また、活性化膵星細胞
と脂肪由来幹細胞が作るマトリックスの構
築の違いについても新たな知見を見出した。
免疫細胞がマトリックスリモデリングに及
ぼす影響については、今後引き続き解析を進
めていく予定としている。 
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