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研究成果の概要： 

平成19年度において、膵癌細胞と線維芽細胞、HUVECをdouble chamber methodで共培養し、HUVEC

を染色して管腔形成能を評価した結果、肝転移能の高い膵癌細胞はHUVECの管腔形成能を亢進す

ることを確認した。また膵癌細胞と線維芽細胞、LECをdouble chamber methodで共培養し、LEC

を染色してmigrationを評価した結果、Mia PaCa2はmigrationを亢進し、BxPC-3は亢進しないこ

とをつきとめた。平成20年度においては、リンパ管新生に強く影響しているVEGF-Cの発現を、Real 

time PCRを用いて測定したところでは、Mia PaCa2ではVEGF-Cの発現が亢進し、BxPC-3では亢進

していないことが判明した。同様にELISAでもMia PaCa2ではVEGF-Cの発現が亢進し、BxPC-3では

亢進していないことが判明した。またコラーゲンゲル内でのLEC/fibroblast の共培養によるLEC

の管腔形成能は、Mia PaCa2との共培養により、有意に増加していた。またこれらMia PaCa2との

共培養により増加していた管腔形成能は、VEGFR-3抗体にて阻害された。以上の結果から膵癌周

囲のリンパ管形成は、VEGF-Cを中心にして、膵癌、リンパ管、線維芽細胞などによる、癌-間質

相互作用があって初めて形成されうるものと考えられ、更なる検討を行うことにより、新たな分

子標的治療のターゲットとなりうると考えられた。 
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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悪性度の高い癌
であり、その予後規定因子には肝転移やリン
パ節転移、神経浸潤などがある。癌の様々な

特性は腫瘍細胞だけの特徴によるものでは
なく、周囲の正常組織との相互作用の結果と
して発現されることが提唱されてきた。癌細
胞が分泌するサイトカイン等が線維芽細胞
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に作用し、これらの間質細胞が成長因子を発
現することで腫瘍の増殖、浸潤、転移能を亢
進し、血管内皮細胞やリンパ管内皮細胞に作
用して脈管形成を亢進する。特に我々は、膵
癌細胞および血管内皮細胞、線維芽細胞を共
培養して血管内皮細胞の管腔形成能を比較
検討し、癌-間質相互作用により血管新生能
が亢進することを確認し、さらにそれは肝転
移能とよく相関していることを証明してき
た。 

 
２．研究の目的 

癌―間質相互作用から見た膵癌脈管新生
機構を分子生物学的に解明するために、膵癌
細胞と間質細胞の共培養により脈管新生能
を比較検討する。具体的には 1) 膵癌細胞の
培養上清によるHUVEC細胞の管腔形成能の亢
進程度を各膵癌細胞間で比較する。2) 膵癌
細胞によるリンパ管内皮細胞のtube like 
formation の生成亢進の程度を各細胞間で
比較する。3) 各膵癌細胞の培養上清のリン
パ管新生因子（VEGF-C）をELISAで比較する。
4) 同様の血管新生因子のｍRNAレベルの発
現をreal time PCRを用いて行う。 

 
３．研究の方法 

癌-間質相互作用からみた膵癌脈管及びリ
ンパ管新生機構を分子生物学的に解明する
ために、膵癌細胞と間質細胞の共培養により
脈管新生能を比較検討し、そこに関わる既知
未知のサイトカインを同定する 
(1) cell culture 

膵癌細胞株を高肝転移株と非肝転移株に
分類しており、これらの膵癌細胞株を用いる。
血管内皮細胞としてはhuman umbilical vein 
endothelial cell (HUVEC)を用いる。リンパ
管内皮細胞は新生児皮膚由来のlymphatic 
endothelial cell (LEC) を用いる。このLEC
は 抗 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 特 異 抗 体 の
podoplanin陽性を確認している。線維芽細胞
は新生児皮膚由来を用いる。  
(2) co-cuture method（angiogenesis） 

膵癌細胞と線維芽細胞、HUVECをdouble 
chamber methodで共培養し、HUVECを染色し
て管腔形成能を評価する。肝転移能の高い膵
癌細胞はHUVECの管腔形成能を亢進すること
を確認していることから、転移能の異なる膵
癌細胞を用いて共培養を行い、その培養上清
を採取し以下の実験に用いる。  
(3) co-culture method (lymphangiogenesis) 

膵癌細胞と線維芽細胞、LECを double 
chamber methodで共培養し、LECを染色して
tube-like formationを評価する。tube-like 
foramtionを亢進する細胞株と、亢進しない
細胞株を同定し、その培養上清を採取して以

下の実験に用いる。 
(4) Enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) 

(2)、(3)で採取した培養上清を用いて、
ELISAで蛋白定量を行う。 VEGF-Cおよび
VEGF-D も 蛋 白 定 量 し 、 リ ン パ 管 新 生
(tube-like formation)との相関を検討する。  
(5) realtime PCR 

単独で継代培養した膵癌細胞株と、線維芽
細胞と共培養した膵癌細胞株のRNAを抽出し、
上述のサイトカインのRNA発現を定量する。
同様に線維芽細胞におけるRNAレベルでのサ
イトカイン発現の定量を行い、co-cultureに
よる変化を検討する。 
 
４．研究成果 
膵癌細胞と線維芽細胞、HUVECをdouble 

chamber methodで共培養し、HUVECを染色して
管腔形成能を評価した結果、肝転移能の高い
膵癌細胞はHUVECの管腔形成能を亢進するこ
とを確認した。膵癌細胞と線維芽細胞、LEC
をdouble chamber methodで共培養し、LECを
染色しmigrationを評価した結果、Mia PaCa2
はmigrationを亢進し、BxPC-3は亢進しないこ
とをつきとめた。 

 
 



 

 

平成20年度においては、リンパ管新生に強く
影響しているVEGF-Cの発現を、Real time PCR
を用いて測定したところでは、Mia PaCa2では
VEGF-Cの発現が見られたが、BxPC-3では認め
られないことが判明した。 
同様にELISAにおいてもMia PaCa2ではVEGF-C
の発現が高いが、BxPC-3ではほとんど見られ
ないことが、蛋白レベルでも明らかになった。 

 
またコラーゲンゲル内でのLEC/fibroblast 
の共培養によるLECの管腔形成能の評価を行
ったところ、Mia PaCa2との共培養により有意
に増加していた。 
 
 
 
 

 
 

 
FIGURE 8. Effect of pancreatic cancer cells 
with different levels of secreted VEGF-C on 
capillary formation by LECs. A, MIA 
PaCa-2or BxPC-3 cells were cultured with 
LECs and fibroblasts using a double chamber 
for 6 days: A1: control (coculture without 
pancreatic cancer cells); A2, coculture 
with MIA PaCa-2; A3, coculture with BxPC-3; 
A4, coculture with MIA PaCa-2 treated with 
rVEGF R3/Fc chimera; A5, coculture with MIA 
PaCa-2 treated with human IgG (_100). B, 
Capillary formation area for eachcondition 
measured using an image analyzer. Multiple 
comparisons were performed by 
nonYrepeated-measures ANOVA with the 
student-Newman, Keuls test. Bars indicate 
SD, *P G 0.01 compared with control and 
BxPC-3 cells. C, Effect of rVEGF R3/Fc 
chimeraor human IgG on capillary formation 
by LECs as enhanced by pancreatic cancer 
cells. MIA PaCa-2 or BxPC-3 cells, LECs, 
and fibroblasts were cocultured and 
treated with rVEGF R3/Fc chimera or human 
IgG. Multiple comparisons were performed 
bynonYrepeated-measures ANOVA with the 
Student-Newman, Keuls test. Bars indicate 
SD, *P G 0.01 compared with coculture 
withMIA PaCa-2 cells treated with rVEGF 
R3/Fc chimera. 
 
またこれら Mia PaCa2 との共培養により増加
していた管腔形成能は、VEGFR-3 抗体にて阻
害された。 
 
以上の結果から膵癌周囲のリンパ管形成は、
VEGF-C を中心にして、膵癌、リンパ管、線維
芽細胞などによる、癌-間質相互作用があっ
て初めて形成されうるものと考えられ、更な



 

 

る検討を行うことにより、新たな分子標的治
療のターゲットとなりうると考えられた。 
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