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研究成果の概要（和文）：膵癌の治療成績は極めて不良で、高率に遠隔転移再発を来す。この遠隔転移には上皮間葉転
換（EMT）が関与していると考えられており、EMTの制御が可能かどうかを、Wnt signalの観点より検討した。
膵癌細胞株Panc-1にWnt signalを抑制することで、Reverse EMTが起こることを示した。さらにReverse EMTを起こした
細胞では抗癌剤感受性が上昇していることを明らかにした。以上の結果より、癌細胞におけるEMTと抗癌剤は感受性は
密接に関係していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Outcome of pancreatic cancer is very miserable due to the recurrence of distant 
metastasis. The distant metastases were associated with epithelial-mesenchymal transition (EMT) . In this 
study, we examined the relationship between Wnt signal and EMT, and also relationship if EMT and 
sensitivity of anti-cancer drug.
When Wnt signal was inhibited by introducing SiRNA of LRRFIP1 into pancreatic cancer cell line Panc-1, we 
showed that reverse EMT was observed. Moreover, we revealed that the sensitivity of anti-cancer drug was 
increased in this situation. Therefore, we indicated that there was a strong relationship between the EMT 
and sensitivity for anti-cancer drugs in pancreatic cancer cells.

研究分野： 消化器外科
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１．研究開始当初の背景 
 
 膵癌は消化器癌の中でも治療成績のきわ
めて不良な癌腫である。その生物学的悪性度
より比較的小さな癌からも微小転移を生じ、
外科的治癒切除後に再発をきたすことも少
なくない。切除不能・再発膵癌には抗癌剤に
よる化学療法が行われるが、現在第一選択で
ある Gemcitabine でもその奏効率は約 10%
と低く、膵癌における抗癌剤耐性メカニズム
を解明することは急務である。 
 膵癌の特徴の一つに、膵癌組織の 80%が間
質で構成されていることがあげられる。近年、
癌微小環境の観点から膵癌間質に関する研
究が注目され、膵癌細胞と、膵癌間質の大部
分を構成する Pancreatic stellate cell の相互
作用が癌細胞の進展過程にきわめて重要で
あることが明らかにされつつある。これまで
にわれわれは、膵癌切除組織検体より
Pancreatic stellate cell を分離、初代培養す
る系を作成した。共培養系などにより癌細胞
と間質細胞との相互作用の研究を行うなか
で、これらの初代培養した Pancreatic 
stellate cell と膵癌培養細胞を免疫不全マウ
ス皮下に共移植し、in vivo xenograft モデル
を作製することに成功した。Co-injection モ
デルでは癌細胞単独と比較し、腫瘍の増殖ス
ピードが速くなることから、癌細胞と癌間質
細胞との相互作用の検証に適した実験モデ
ルと考えられた。 
 癌組織では腫瘍細胞が急速に増大するの
に比較し、腫瘍内部の血管形成速度は遅く、
また未熟な腫瘍血管はその脆弱性より腫瘍
組織に低酸素領域が生じるとされる。また、
癌間質中の Cancer associated fibroblast は
Extracellular matrix(ECM)を多量に分泌し、
癌細胞の増殖、浸潤を刺激するほか、微小環
境における循環不全をもたらし、Drug 
delivery の観点から抗癌剤感受性に深く関与
す る 。低酸 素 環境下 で は、転 写 因 子
hypoxia-inducible factor: HIF が誘導され、
さまざまなターゲット遺伝子の発現を制御
することで環境への順応をはかるとされる
が、癌においては癌細胞の浸潤転移を促進す
るほか、薬剤耐性にも深く関与する。HIF は
上皮間葉転換（EMT）を制御する転写因子 
TWIST の発現を誘導するほか、 TGF-β と 
協 調 して SMAD 経路を活性化するなど、
さまざまな経路を介して EMT を起こす。ま
た、薬剤感受性に関して、HIF-1 が活性化す
ることで薬剤の細胞外排出に関わる multi 
drug resistant protein 1(MDR1)の発現が誘
導されることや、細胞周期が p27Kip1 依存
的に静止期に留まることで細胞増殖依存的
な薬剤に対する抵抗性を獲得することなど
が報告されている。 
 本研究では、膵癌組織中の間質組織におけ
る低酸素環境、とくに HIF1 の活性化状態を
検討するとともに、Pancreatic stellate cell
における HIF の発現、その活性化が膵癌細胞

の増殖能、浸潤能、さらにその薬剤耐性獲得
のメカニズムにどのように関与するかを明
らかにする。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、膵癌における Pancreatic 
stellate cell を、低酸素環境の観点からその
性質を明らかにするとともに、HIF 活性化の
制御を行うことで、癌細胞との相互作用、と
くに癌細胞の薬剤耐性にどのような影響を
与えるのかについて検討することにある。本
研究では、臨床検体を用いて解析を行うこと
で、その抗癌剤による治療成績、生存期間な
ど生命予後への関連まで明らかにする。 
(1) 臨床検体、患者から切除した膵癌組織で
の間質細胞における HIF 発現の検討と、臨床
情報との対比 
(2) 膵癌組織からの Pancreatic stellate cell
の分離、培養 
(3) 分離した Pancreatic stellate cell と膵癌
培養細胞の共培養系における低酸素環境と
薬剤感受性 
(4) Pancreatic stellate cell と膵癌細胞の共
移植 xenograft モデルにおける in vivo 薬剤
感受性の検討 
 
３．研究の方法 
 
 臨床検体を対象とした検討と、臨床検体か
らの Pancreatic stellate cell の分離・培
養、およびこれらの細胞を使用して膵癌培養
細胞の共培養などを行い、in vitro での解析
を行う。 
 
(1) 膵癌切除標本での、癌間質組織中の低酸
素環境、HIF-1 の活性化状態の検討 
 膵癌にて、本研究に同意いただいた患者を
対象として、手術での摘出標本を研究試料と
して膵癌組織サンプルを採取し、膵癌組織中
の低酸素環境について、低酸素マーカー
2-nitroimidaszole による免疫組織化学を行
う。本手法を用いることで、細胞レベルで正
確に酸素勾配を測定、低酸素環境を組織内で
評価できると考えられる。 
 また、免疫組織化学により HIF-1 の発現に
ついて検討を試みる。術前化学療法の施行さ
れている検体では、臨床上の抗癌剤の効果と
の対比が可能となるほか、生存期間など治療
成績、予後との相関の有無についても検討を
行う。 
 
(2) 膵 癌 切 除 標 本 か ら の Pancreatic 
stellate cell の分離・培養、および膵癌培
養細胞との共培養系での薬剤感受性の検討 
 膵癌組織からの Pancreatic stellate cell
の分離には、Bachem らによって報告された
Outgrowth method を用いて行う（Bachem MG, 
et al. Gastroenterology 2005）。我々は、
本手法により Pancreatic stellate cell の



分離を行い、α—SMA の発現など、その活性化
を確認している。分離した細胞の初代培養系
を用いて in vitro でのさまざまな研究を行
う。分離した Pancreatic stellate cell を
１％酸素濃度など低酸素環境下で培養し、細
胞内での HIF-1 の発現を検討するほか、VEGF
や IGF など HIF-1 のターゲットとされる遺伝
子の発現変化を検討する。さらに低酸素環境
下培養時の Conditioned medium も採取し、
培養癌細胞などへの添加によりその癌の増
殖への効果、あるいは薬剤感受性への影響に
ついて検討を行う。 
 また膵癌培養細胞との共培養を、通常環境
下および低酸素環境下で行い、腫瘍細胞の増
殖能の変化についてKi-67染色などを用いて
お こ なうと と もに、 癌 細胞に お け る
E-cadherin 発現の変化、invasion assay、
migration assay などによる浸潤能移動能の
評価を行う。さらに MTT assay などにより、
各種薬剤への感受性の変化について検討を
行う。 
 
(3) Pancreatic stellate cell と膵癌細胞株
の免疫不全マウス皮下共移植モデルにおけ
る検討 
 われわれの研究グループはこれまでに、
Pancreatic stellate cell の分離同定し、さ
らに膵癌細胞株との共移植モデルの作成に
成功している。Pancreatic stellate cell と
の共移植モデルでは、癌細胞を単独で皮下移
植するのと比較し、腫瘍の増殖が早くなるこ
とが示されており、Pancreatic stellate 
cell と癌細胞との相互作用の検討に適した
実験系であると考えられる。 
 本研究課題では、膵癌間質組織での低酸素
環境の抗癌剤感受性に与える影響を検討す
る こ とを目 的 として い る。移 植 し た
Pancreatic stellate cell での HIF の活性化
の状態が、共移植モデルでの腫瘍の抗癌 
 剤感受性にどのような影響を与えるか検
討を行うとともに、SiRNA の手法により
Pancreatic stellate cell での HIF の活性を
knock down した場合、腫瘍の抗癌剤感受性
がどのように変化するか検討を行いたい。 
 また、抗癌剤の感受性の検討では、膵癌の
実臨床で投与される Gemcitabine や 5-FU と
いった抗癌剤のほか、癌関連間質組織への効
果が示唆されるタキサン系の抗癌剤、さらに
は増殖因子受容体阻害薬などの分子標的阻
害薬についても、その効果について検討を行
う。 
 
(4) 既存の膵癌細胞株を用い、EMT を制御し
た際の抗癌剤感受性の検討 
 
 抗癌剤gemcitabineに耐性を有するPanc-1
細胞株を使用し、この細胞に、Wnt signal の
activator である LRRFIP1 の発現を siRNA の
手法で制御することで、EMT の状態が変化す
るかどうかを検討する。さらに、その際に抗

癌剤感受性が変化するかどうか、を検討しそ
の分子機序に迫る。 
 
４．研究成果 
 
 臨床検体を用いた検討に関しては、現在も
症例を集積している最中であり、今後もこの
研究を継続する予定である。 
 膵癌細胞株 Panc-1 を用いた検討により、
膵癌細胞株におけるEMTの制御と抗がん剤感
受性について興味ある知見が得られたので
報告する。 
 Wnt signal の activator である LRRFIP1 の
発現を SiRNA の手法で抑制することで，
E-cadherin など上皮系のマーカーが上昇，
Reverse EMTが起こることが示された（Douchi 
D, Unno M, et al. Cancer Letters. 2015）。
さらに，これらの Reverse EMT を起こした細
胞で抗がん剤感受性の変化について検討を
行 っ た と こ ろ ， gemcitabine 添 加 時 に
apoptosis の誘導が促進され，gemcitabine
感受性が上昇することが示された。さらにそ
のメカニズムとしてgemcitabine添加時の細
胞内でJNK/c-Junの活性化が関与しているこ
とが示唆された。 
 以上の結果より，癌細胞における EMT は抗
がん剤感受性に深く関与していること，さら
にその制御は抗がん剤による抗腫瘍効果を
増強する可能性が示唆された。本研究期間内
に腫瘍循環細胞の解析までは至らなかった
が，EMT の制御による薬剤耐性克服への足が
かりとなる成果が得られたと考えている。 
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