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研究成果の概要（和文）：膵がんの五年生存率は1割前後であり30年来改善していない。とりわけ進行性膵がん
では、予後は6か月未満と短く、投与薬剤が有効に奏功していないと考えられる。その原因を腫瘍細胞以外の腫
瘍組織構築因子に求め、本研究では、ヒト膵癌由来細胞を用いた新規三次元培養系の構築を通じて、薬剤送達経
路である1)腫瘍血管と2)腫瘍線維組織に求める仮説の実証を進めた。ヒト患者由来膵星細胞（PSC）を用いた立
体培養系を構築し、分子生物学およびナノ薬剤挙動という観点から解析を行った。これにより、PSCを用い、立
体培養・立体共培養の方法を再現性良く構築することが可能となり、薬物送達の解析に用いることに成功した。

研究成果の概要（英文）：The 5-year survival rate of pancreatic cancer is approximately 10% and has 
not improved for 30 years. Especially in advanced pancreatic cancer, the prognosis is  still less 
than 6 months. The fact suggests that the efficacy of the administered anti-tumor agents are not 
enough. 
In this study, we investigated the role of drug delivery pathway: via 1) tumor blood vessel and 2) 
tumor fibrous tissue. 
For the purpose we constructed a novel three dimensional culture system in this study using cells 
derived from human pancreatic cancer, especially pancreatic stellate cells (PSC) derived from human 
patients. We investigated the developed model from the viewpoint of molecular biology and behavior 
of nanomedicine. As a result, we were able to construct a method of three-dimensional culture / 
co-culture with reproducibility using PSC, and succeeded in using the model for the analysis of drug
 delivery.
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１．研究開始当初の背景 
膵がんは我が国のがん死亡の原因5位であ

り、特にその 8割以上を占める膵腺癌は難治
で悪名高い。膵がんの五年生存率は 1割前後
であり、この 30 年来改善がない。比較とし
て大腸がんの五年生存率は約 7割である。と
りわけ手術不可の進行性膵がんでは、抗腫瘍
剤が主な治療法であるが予後は6か月未満と
特に短く、投与薬剤が奏功しない症例が多い
と考えられる。膵腺癌で抗腫瘍薬剤の奏功程
度が低い原因は、腫瘍細胞そのものの薬剤感
受性や抵抗性を含めて様々ありうるが、本研
究代表者は薬剤送達経路の①腫瘍血管と②
腫瘍線維組織の関与は臨床薬効の重要な規
定因子であるという仮説を提唱し、実証を進
めてきた。 
このうち要因①腫瘍血管については、ナノ

薬剤の挙動と蓄積を指標とした解析という
独自のアプローチで実証してきた(若手研究
B、厚生労働科学研究費補助金；PNAS 2007、
Nat Nanotechnol 2011 ほか、Nature Asia 
Pacific 等でハイライト)。すなわち膵腺癌で
は血管壁細胞（ペリサイト, pericyte, PC）
の存在により、一般的に考えられる腫瘍血管
の性質とは異なって、漏出性が高くない。だ
がPCをTGF-βシグナル阻害で減少させると、
直径 70nm 以上のナノ薬剤の血管外移行が良
好となって治療効果が発揮されることなど
を既に示した。 
他方、要因②腫瘍線維組織も、膵腺癌で特

徴的にみられ線維化(desmoplasia)組織の中
に血管が埋め込まれた組織構造を呈する。膵
腺癌で線維組織は腫瘍量のおよそ 80%を占め
ると報告されるが、その実質的な意義の解明
はまだ世界的にも端緒についたところであ
る。申請代表者はこの要因にもナノ薬剤挙動
を指標とした解析の導入を、連携研究者松崎
により開発された線維芽細胞立体培養法に
より世界に先駆け着手している(BBRC 2012)。 
膵がんの病理学的解析から、以上の二要因

のいずれにも深く関与しうる細胞群膵星細
胞(PSC)を用いた解析の必要性に代表者は想
到した。PSC は 1998 年に初めて単離培養が成
功しそれから解析が始まった細胞種であり、
膵癌間質への関与も研究が進行中で不明な
点が多い。PSC の解析は我が国においては研
究分担者の正宗らが中心に進め、国際的に評
価 さ れ て い る （ 総 説 Masamune et al 
Pancreatology 2013、Erkan et al Nat Rev 
Gastroenterol Hepatol 2012 他）。解析には、
単離PSCの平面培養系とヒト病理組織がこれ
まで主に用いられてきた。その結果、PSC は
正常膵臓での静止型から腫瘍や炎症時に活
性型に形質転換すること、活性型 PSC はα
-SMA など筋線維芽細胞的なマーカーを発現
し、線維組織を構成する細胞外基質を大量に
生成すること、活性型 PSC の刺激には腫瘍細
胞や活性型 PSC 自体 による TGF-βの発現増
加が重要であること、等が報告されている。
これらより、膵がんでの薬剤の腫瘍組織透過

抵抗性について、PSC の立体培養法を確立し
応用することによる関与メカニズムの解析
が重要である可能性が着想された。 
 
 
２．研究の目的 
膵がんの五年生存率は 1 割前後であり 30 年
来改善していない。とりわけ手術適応のない
進行性膵がんでは、抗腫瘍剤が主な治療法と
なるが予後は 6か月未満と特に短く、すなわ
ち投与薬剤が有効に奏功していないと考え
られる。このように抗腫瘍薬剤の奏功程度が
低い原因を、申請代表者はナノ薬剤を用いた
研究から、薬剤送達経路である①腫瘍血管と
②腫瘍線維組織に求める仮説を提唱し、実証
を進めてきた。近年の研究の結果、PSC は因
子 1,2 ともに関与が考えられるが、申請者の
研究視点からPSCの関与を探る研究はこれま
でなかった。そこで本研究では PSC を用いた
立体培養系を構築し、分子生物学的解析に加
えて系内に加えたナノ薬剤の挙動という申
請者独自の視座から解析を行い、PSC の膵癌
への関与メカニズム解明とそれに基づいた
制御法開発を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
ヒト膵がん患者間質組織由来 PSC は、分担

者・正宗がすでに報告している通りの手順で
単離した。初代培養 PSC の不死化株の確立も
既報通り行った。 
積層培養法は、研究期間初期には既報

（Nishiguchi A et al. Adv Mater. 2011）
通りの手法を用いて行った。次項で述べるよ
うに、上記従来積層培養法はやや作業量・時
間ともに長く、増殖が盛んでない細胞では十
分な収率が得られないこともあったため、研
究期間中盤以降は研究代表者が考案した簡
便化した新規積層培養技術を確立し、利用し
た（特許出願済）。 
三次元培養化した組織の厚みは、組織のパ

ラフィンブロックを播種面に対して垂直な
断面で薄切したサンプルをHE染色すること、
ないし固定後の組織を核染色したものの
Z-stack 画像を共焦点レーザー顕微鏡で取得
することを通じて測定した。 
三次元培養PSC組織の分子生物学的解析は、

組織から RNA を抽出したのちリアルタイム
PCR 法により mRNA の発現解析を行い、組織全
体ないしその上清からタンパクを回収した
のち Western blotting 法によりタンパク質
の発現解析を行った。なおタンパク発現の局
在は必要に応じて蛍光免疫染色を合わせて
実施した。 
三次元培養PSCモデルの薬物透過性評価は、

積層化した PSC に種々のサイズの FITC 標識
デキストランないし FITC 標識アルブミンタ
ンパク質を負荷し、カルチャインサートの反
対側への通過量を蛍光分光光度計で測定す
ることにより定量した。 



 
 
４．研究成果 
研究分担者・正宗により樹立された初代培

養のヒト膵癌間質由来のPSCを用いた立体培
養の構築に成功した。PSC の立体培養系で高
分子物質の分布解析を通じ、細胞の分泌する
線維量と立体透過性が相関することが示唆
された（投稿準備中）。膵腫瘍細胞と PSC を
混ぜ動物に皮下移植した実験系を作成した。
この動物実験系でデキストラン分布が血管
外に移行後やはり腫瘍細胞に至らずPSCの分
布に阻まれることが示唆された。関連して、
BxPC3 腫瘍細胞と FGF-2 を混合して動物移植
すると、FGF-2 を混合しない場合に比較し間
質コラーゲン量が増加し、薬剤の送達及びア
ルブミンパクリタキセルによる治療効果が
減弱した（発表論文⑥）。in vitro 立体培養
について共同研究者により樹立された不死
化 PSC を用いても成功した。 
 なお、とりわけ初代 PSC の立体培養を実施
するにあたり、従来の立体細胞培養法では十
分な細胞の収率が得られないという問題が
あったため、より細胞傷害性が低く、かつ操
作上簡便な新規三次元培養法を考案・確立し、
特許出願した。立体培養 PSC の電顕観察の結
果、従来法よりも特許出願した新規の簡便培
養法でヒト症例と同様の構造が再現されて
きていた。 
また、新規積層法により PSC の立体培養を

行い、解析に用いていくにあたり、その三次
元組織の厚みが、ヒト病理と照合したときに
十分であるかどうかの解析を行った。ヒト膵
癌で典型的にみられる間質組織の厚みを複
数 PSC で再現することに成功した（投稿準備
中）が、これらの三次元組織の分子生物学的
解析では、三次元培養による PSC の多層化に
伴いコラーゲン分泌などがむしろ減少する
ことが再現良く示された。以上のことは、ま
ず膵癌の間質組織を三次元培養法によって
モデル化するにあたり、膵がん患者間質組織
由来PSCのみを用いるのでは十分に病態を反
映しきれない可能性を示していると考えた。 
そこで、正常線維芽細胞と腫瘍細胞を混合

した、積層共培養モデルを作成すると、線維
芽細胞1細胞あたりのコラーゲン産生量が増
える（共同報告、発表論文⑨）ことから、積
層培養した患者間質組織由来PSCモデル系に
他成分を追加することが必要であると考え
た。実際、追加で行った初期的な検討では膵
がん細胞との共培養系において、三次元培養
したときにのみPSCのコラーゲン分泌が増加
する場合も存在することがわかった。また、
三次元培養時にPSCの腫瘍由来液性因子に対
する応答性が平面培養時とは変化する（投稿
準備中）ことから、PSC の活性化機序に関し
て、これまで平面培養系で得られてきた知見
が不十分である可能性を意味するように思
われた。 
他方で、膵がんにおいて腫瘍血管周囲に存

在する壁細胞に着目した実験モデルを作成
し、これら壁細胞が血管構造を安定化するこ
とを通じて腫瘍内への薬物の送達を阻害す
ること（発表論文⑧）、さらに BxPC3 細胞の
動物移植系において、これまで静的な特性と
考えられてきた、腫瘍血管高分子物質漏出性
の時空間的動的変化が見られることを共同
報告した（発表論文⑦）。 
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