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研究成果の概要（和文）：三次元共培養モデルにおいて膵癌細胞と膵星細胞との共培養群で浸潤細胞数は有意に
増加し、癌細胞浸潤を先導する形式での膵星細胞浸潤がみられ、コラーゲン・ゲルの線維方向が細胞の浸潤方向
に沿って変化した。さらに、それらがEndo180によって抑制されることも見出した。また、ヒト膵癌組織検体か
ら実際の器官に類似した組織体であるヒト膵癌由来オルガノイドを樹立した。オルガノイドを膵星細胞と共培養
すると、オルガノイドは膵星細胞の直接接触が誘因となり管状構造・基底膜構造を失い、周囲への浸潤が亢進し
た。さらに、膵星細胞でのMMP2またはMT1MMPのノックダウンで、膵星細胞による基底膜破壊が有意に減弱した。

研究成果の概要（英文）：Using three-dimensional matrix remodeling assay, we found that pancreatic 
stellate cells (PSCs) frequently invaded the collagen matrix with pancreatic cancer cells (PCCs), 
which invaded behind the invading PSCs.  Invading PSCs changed the alignment of collagen fibers, 
resulting in ECM remodeling and an increase in the parallel fibers along the direction of invading 
PSCs. In addition, Endo180 knockdown in PSCs attenuated the invasive abilities of PSCs and 
co-cultured PCCs. Next, we established human PDAC organoids from resected PDAC specimens. When the 
organoids were co-cultured with PSCs, organoids lost their BM and ductal structures by PSCs direct 
contact and invaded collagen matrix more frequently. Matrix metalloproteinase 2 or membrane type-1 
MMP knockdown in PSCs significantly attenuated BM destruction by PSC.

研究分野：医歯薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌細胞は様々な形態で浸潤・転移を行う。本研究では、クラスター浸潤を導くPSCが形成する浸潤微小環境を改
変することで癌の進展制御を目指した。その結果、Endo180ノックダウンPSCは、インビボで共移植された膵臓癌
モデルにおける腫瘍増殖および局所浸潤を減少させる、またヒト膵癌由来オルガノイドを樹立し、PSCの直接接
触でオルガノイドの基底膜が破壊されることを見出した。この研究は、今までの膵癌の浸潤・転移に関する研究
とは全く異なるアプローチによる研究であり、予後改善が進まない膵癌治療を進展させる一助となりうる可能性
があり、学術的意義、社会的意義は大きいと思われる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
我々はかねてから膵癌の進展における膵星細胞(Pancreatic stellate cells: PSC)の役割につ
いて研究を行ってきた。これまでに放射線により線維芽細胞が癌間質相互作用を増強して膵癌
の浸潤を促進することや、CD10 陽性膵星細胞集団が膵癌の進展を促進することなど、膵癌細
胞と PSCの heterogeneityに注目した細胞間ネットワークについて報告を行ってきた。また、
膵癌原発巣の desmoplasia を対象とした間質標的治療の有効性も報告してきた。同時に癌の浸
潤・転移における癌細胞および間質の形態変化についても解析を進めており、これまでの研究
から、膵癌細胞と PSC の 3 次元共培養モデルでは、PSC が膵癌細胞より先に浸潤していく
様子が観察され、その際にコラーゲン線維を浸潤方向へと変化させていることがわかっている。
このことから、癌の浸潤においては、PSC が細胞外基質(Extracellular Matrix: ECM)のリモ
デリングを行い、癌細胞が増殖・浸潤しやすい環境を整えていることが示唆される。また転移
を想定した浮遊培養条件下では、膵癌細胞は PSC との共培養でクラスター形成が促進される
ことが確認されている。これらの研究成果と最近の preliminary な研究経過から、PSC は間
質浸潤および転移においても重要な役割を担っており、leading cell として間質浸潤を先導し
た後、癌細胞と共に血液中へ入りクラスターを形成し、circulating tumor cells(CTCs)となっ
て肝転移など遠隔転移を促進している可能性を考え、本研究の構想に至った。 
 
２．研究の目的 
癌細胞は様々な形態で浸潤・転移を行い、その形態は浸潤・転移能や治療抵抗性との関連が報
告されている。中でも複数の細胞が集塊となったクラスターの状態では、転移能が促進すると
の報告があるが、未だ不明な点が多い。一方、我々の研究ではこれまでに膵星細胞(Pancreatic 
stellate cells: PSC)が基質リモデリングにより浸潤微小環境を形成し、膵癌浸潤を先導するこ
とを見出しており、PSC による持続的な基質リモデリングが浸潤・転移において重要である
と考えている。本研究では、膵癌クラスター浸潤・転移を導く膵星細胞を同定し、そのメカニ
ズムを解明する。我々は preliminaryな解析でクラスター浸潤においても、膵星細胞が浸潤・
転移に適した浸潤微小環境を形成している知見を得ており、クラスター浸潤を導く膵星細胞が
形成する浸潤微小環境を改変することで癌の進展制御を目指すという、これまでにない新たな
方法での膵癌治療の開発につなげる。 
 
３．研究の方法 
まず、膵癌細胞株やヒト膵癌切除組織から樹立した膵癌細胞を用い、クラスター状態での癌
細胞の浸潤能について解析する。クラスター形成能を持つ膵癌細胞と膵星細胞との 3 次元共培
養によって、クラスター浸潤を導く膵星細胞を同定する。さらに、クラスター浸潤を導く PSC と
の 3 次元共培養で得られる ECM の質的・量的特徴の変化と浸潤・転移能との関連について検討
する。以上の結果によって得られた検討を元に、膵癌クラスター・PSC をヌードマウスに共移
植し、癌の増殖、浸潤、誘導される間質の特徴について in vivo で評価する。また、原発巣だ
けでなく、転移巣、播種巣についても検討を行う。 
膵癌クラスター浸潤を導く PSC によって誘導される間質の特徴に応じ、同定された関連分子
のinhibitor や siRNA/shRNA 導入による抑制実験を行う。膵癌クラスターとPSC のin vivo 共
移植モデルを用いて、ECM リモデリング関わる分子を標的とした治療実験を行い、新規分子標
的治療薬を開発する。同時に誘導される癌微小環境に応じた治療薬の選択を可能にし、個別化
治療についても検討を行う。同時に膵癌 FFPE サンプルを対象に間質の質的特性に関連する分
子の発現と臨床病理学的因子の相関を調べる。 
 
４．研究成果 
(1) PSC は、膵癌細胞の局所浸潤を導き、促進する。 
 まず、クラスター浸潤を導くleading cells 
を同定するために、コラーゲン・ゲルを用い
た三次元共培養モデルを作成した。膵癌細胞
と膵星細胞を三次元培養したところ、単独群
と比較して膵癌細胞と PSCを共培養した群に
おいて浸潤細胞数は有意に増加し、癌細胞の
浸潤を先導する形式での膵星細胞浸潤がみ
られた。次に、H＆Eで染色されたコラーゲン
マトリックスのパラフィン切片を用いて測定 
した浸潤細胞の数および最大浸潤距離は、単 
培養モデルと比較して共培養モデルで有意に 
増加した。 
 
 
 
 
 

図：コラーゲンマトリックス中の共培養
24 時間後にコラーゲンマトリックスに
侵入した膵癌細胞：Panc1 細胞（緑色）
および PSC1 細胞（赤色）の代表的な蛍
光顕微鏡画像。 



(2) PSC は、ECM を物理的にリモデリング
することにより、PCC の局所浸潤を導く。 
共焦点顕微鏡法を用いてコラーゲンマ
トリックスの変化を観察した。膵癌細胞: 
SUIT2と PSC2の共培養36時間後の3Dマト
リックスリモデリングアッセイでは、浸潤
しているPSC2の周囲で反射率が増加した。
次に、コラーゲン繊維の角度を測定したと
ころ、SUIT2 と PSC2 を共培養した 36時間
後に、浸潤する PSC2 の方向に沿った平行
繊維が有意に増加することが見出された。
対照的に、SUIT2 または PSC2 がコラーゲン
マトリックス中で単培養された場合、細胞
はコラーゲンマトリックスにわずかに侵
入し、コラーゲンファイバーの角度はほと
んど変化しなかった。これらの結果は、浸
潤 PSC が、コラーゲン繊維配列の変化を伴
うコラーゲンマトリックスを物理的改変
することによって、膵癌細胞の局所浸潤を
もたらすことを示唆している。 
 
 
(3) PSC における Endo180 ノックダウンは、先導する膵癌細胞および PSC と共培養した癌細胞
の浸潤能を低下させる。 
Endo180 は、ECM リモデリング因子であ
り、コラーゲン結合および内在化受容体で
ある。さらに、Endo180 は、PCC よりも PSC
でより高度に発現される。TCGA データベー
スより膵腺管癌患者におけるEndo180高発
現と全生存率とに有意な相関があること
が示された。そのため、PSC における
Endo180 ノックダウンの影響を調べた。PSC
の Endo180 をノックダウンで、PSC の浸潤
能が低下することが明らかになった。さら
に、PSC の Endo180 をノックダウンした場
合、浸潤細胞数の有意な減少を示した。 
 
(4) Endo180 ノックダウン PSC は、インビボで共移植された膵臓癌モデルにおける腫瘍増殖お
よび局所浸潤を減少させる。 
マウスモデルにおいては、膵星細胞に発現
しそのコラーゲン取り込みに関与する
Endo180 をノックダウンすることで、浸潤方
向のコラーゲン線維配列が抑えられ、腫瘍進
展が抑制されることを示した。 
 
右図：control shRNA と shEndo180 群との腫
瘍前面におけるコラーゲン繊維角度の比較。 
 
 
 
(5) ヒト膵癌由来オルガノイドを樹立した。 
Cell line を使用した三次元共培養モデル
ではヒト組織に類似しているとは言い難い
ため、ヒト膵癌組織検体から人為的に創出し
た実際の器官に類似した組織体であるヒト
膵癌由来オルガノイドを樹立した。樹立した
オルガノイドはこれまでの他癌による報告
の通り、管状構造・基底膜構造を持つことを
確認した。 
 
 

図：膵癌由来オルガノイドの蛍光免染画像 
 

図：SUIT2（緑）と PSC2 の 0 時間・36 時間後
の共焦点顕微鏡法によるコラーゲン繊維画像
（左パネル）、ImageJ ソフトウェアにより作成
したコラーゲン繊維配列（右パネル）。繊維角
度の比較(下パネル) 



(6) PSC の直接接触でオルガノイドの基底膜
が破壊される。 
オルガノイドを PSC と共培養すると、オルガ
ノイドは管状構造・基底膜構造を失い、周囲
への浸潤が亢進した。3D培養での局所を詳細
に観察すると、オルガノイドへの PSC の直接
接触が基底膜破壊の誘因となった。 
 

図：3D 培養での PSC の直接接触によるオルガノ
イドの基底膜破壊 

 
(7) 膵星細胞での MMP2 または MT1MMP のノックダウンで、膵星細胞による基底膜破壊が有意に

減弱した。 
膵星細胞による直接接触が、膵星細胞上の
MT1MMP に結合する MMP2 を介して基底膜破壊お
よび膵癌細胞の間質浸潤を誘導することを示唆
した。 
 
図：B：PSC と膵癌オルガノイドの共培養の蛍光
顕微鏡画像。 PSC-1 を siMMP2 または siMT1MMP
でトランスフェクトした。C: PSC に siMMP2 ま
たは siMT1MMP をトランスフェクトし、TIMP2 阻
害剤で処理した。D： PSC-1（siCtrl・siMMMP2・
siMT1MMP）と直接共培養した膵癌オルガノイド
の浸潤数、E：TIMP2 阻害剤で処理した PSC-1
（siCtrl・siMMMP2・siMT1MMP）と直接共培養し
た膵癌オルガノイドの浸潤数 
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