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研究成果の概要（和文）：静止期に留まっている癌幹細胞には既存の化学療法の効果がなく、固形癌でも存在が示唆さ
れる癌幹細胞の維持機構解明が期待される。最近血液幹細胞の維持にオートファジーの関与が報告され、また我々はマ
イクロRNA と膵癌悪性度の関係を報告してきた。これらから、オートファジーによる癌幹細胞静止期維持機構とマイク
ロRNA の関与を研究した。
　オートファジーと膵癌細胞の幹細胞性の評価法を確立した。またマイクロRNA-373が、上皮間葉転換の抑制を通して
、癌細胞の浸潤を抑制することを報告した。さらにマイクロRNA-5100の過剰発現で、膵癌細胞のコロニー形成能や浸潤
能，遊走能が低下することを報告した。

研究成果の概要（英文）：As the existing chemotherapy has little effect on cancer stem cells, which have 
remained in the stationary phase, mechanism elucidation of the cancer stem cells is expected. It was 
recently reported that autophagy is involved in the maintenance of blood stem cells, and we have been 
reporting the relationship between the micro-RNA and pancreatic cancer malignancy. From these, we study 
the involvement of cancer stem cells maintenance mechanism by autophagy and micro-RNA.
We established the evaluation method of autophagy and the stemness of pancreatic cancer cells. Further, 
we reported that micro RNA-373 suppressed the invasion of cancer cells, through the inhibition of the 
epithelial-mesenchymal transition. We also reported that overexpression of micro RNA-5100 reduced 
colony-forming, invasion, and migration ability of pancreatic cancer cells.

研究分野：医歯薬学

キーワード： オートファジー　マイクロRNA　膵臓癌

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 

 

膵臓癌などの難治性固形腫瘍は、早期から
浸潤や転移を生じ、発見時には既に治癒切除
が困難である事が多い。さらに、その多くが
放射線照射、化学療法抵抗性の特徴を有して
いる。近年、乳癌、膵臓癌、脳腫瘍などの固
形癌において血液腫瘍同様に、癌幹細胞の存
在の可能性が示唆され、注目を集めている。
癌幹細胞は正常幹細胞同様に細胞周期を静
止期(G0)に維持する事により癌組織を維持
している。現在使用されている抗癌剤の多く
は、細胞分裂中の DNA に入り込み、DNA 合
成阻害により癌細胞の増殖を抑えているた
め、静止期に留まっている癌幹細胞に対して
既存の化学療法は効果が無く、癌細胞の再発
を防ぐには癌幹細胞の静止期維持機構を解
明し、癌幹細胞の治療抵抗性を改善する方法
の開発が急務である。 

オートファジーは細胞内の代謝に不可欠
なシステムであるが、発癌から転移、浸潤、
化学療法抵抗性まで癌の様々な局面に重要
な役割を果たしていることが明らかになっ
た(Zou,Autophagy,2012)。昨年、血液幹細胞
の維持にオートファジーの関与が初めて報
告され、幹細胞の静止期維持機構に関与して
いる可能性が示唆されたが、固形癌幹細胞静
止期維持機構とオートファジーに関する報
告は皆無である。我々は膵癌を中心とした消
化器癌の病理学的特性、生物学的悪性度に関
する研究を行いマイクロ RNA と膵癌悪性度
の関係を報告してきた (Nakata, Surgery, 

2012)。 

 

２． 研究の目的 

 

オートファジーによる癌幹細胞静止期維
持機構の解明および miRNA の関与の解明
を行う。さらに人工ウイルスを利用した新規
の薬剤送達システムを用いた細胞特異的治
療法の検討を行う。 

 

３． 研究の方法 

 

（1）抗癌剤抵抗性膵癌細胞株を作成する。 
（2）CD133 によるフローサイトメトリーを用
いて、膵癌の癌幹細胞の同定法を確立する。 
（3）蛍光免疫染色やウェスタンブロット，
フローサイトメトリーを用いて膵癌細胞の
オートファジーの評価を行う実験系を確立
する。 
（4）オートファジー抑制剤である 3 メチル
アデニンやクロロキンを用いて、オートファ
ジーが抑制されたことを確かめ、実験系が正
しいことを確認する。さらにオートファジー
必須遺伝子である Atg5 や Atg7 の抑制を RNA
干渉によって行い、実験系が正確であること
を確定させる。 
（5）膵癌の浸潤に関与するマイクロ RNA の
検索、およびその生物学的意義を解明する。 

（6）作成した膵癌高転移株を用いた、膵癌
肝転移に関与するマイクロ RNA の検索、およ
びその生物学的意義を解明する。 
（7）オートファジー抑制後抗癌剤併用によ
る治療効果改善を検討する。 
 
４． 研究成果 

 
（1）膵癌細胞株のSUIT-2 及び Capan-1 を親
株として、抗癌剤のジェムザール及び 5-FU
の添加を持続し、徐々に抗癌剤の濃度を上昇
されることで、抗癌剤添加でも増殖する耐性
株の作成に成功した。ジェムザール耐性の
SUIT-2 及び Capan-1 に関しては、ジェムザー
ルに対する IC50 を測定し、共に親株と比較
して IC50 の有意な上昇を認めた。 
（2）CD133 によるフローサイトメトリーを用
いて、膵癌の癌幹細胞の同定法を確立した。
膵癌を含む複数の癌種で、癌幹細胞を除去す
る効果があると報告されているサリノマイ
シンを用いた。サリノマイシンを膵癌細胞株
に添加し、CD133 によるフローサイトメトリ
ーで検討したところ、CD133 陽性細胞はサリ
ノマイシンで減少した。この結果からサリノ
マイシンは膵癌細胞株の癌幹細胞を除去す
る効果が示された。またこの実験によって、
膵癌細胞株の癌幹細胞の割合を評価する方
法を確立した。 
（3）膵癌細胞株の SUIT-2，Panc1，Capan-1
を用いて、オートファジーを検討した。
Microtubule-associated protein light 
chain 3(LC3)抗体を用いた蛍光免疫染色で、
細胞質内に点状の LC3 puncture を認め、膵
癌細胞株でのオートファジー亢進が示唆さ
れた。またウェスタンブロットを用いて、ホ
スファチジルエタノールアミン付加された
膜結合型の LC3-Ⅱの蛋白質レベルが膵癌細
胞株で高いことを示し、オートファジーが亢
進ことを支持した。またオートファジーによ
って発生する小器官であるオートファゴソ
ームを特異的に染色する cytoID autophagy 
detection kit を用いた蛍光免疫染色でも、
膵癌細胞株でオートファジーの亢進が認め
られ、このキットを用いたフローサイトメト
リーでも同様の結果であった。 
（4）オートファジー抑制剤である 3 メチル
アデニンを膵癌細胞株に添加した。PI3K 阻害
によってオートファジーを抑制する3メチル
アデニンを膵癌細胞株に添加すると、蛍光免
疫染色で LC3 や cytoID の細胞質内陽性点が
減少した。またウェスタンブロットで LC3-
Ⅱの蛋白質レベルが低下した。これらの結果
から、3 メチルアデニンは膵癌細胞株のオー
トファジーを抑制することが示唆された。さ
らにオートファゴソームとリソソームの融
合を阻害するクロロキンを膵癌細胞株に添
加したところ、LC3 や cytoID の細胞質内陽性
点が増加した。またウェスタンブロットで
LC3-Ⅱの蛋白質レベルが増加し、オートファ
ジーで特異的に分解されるp62蛋白質の蓄積



を認めた。これらの結果から、クロロキンは
膵癌細胞株のオートファジーを抑制し、結果
的にオートファゴソームの蓄積を招いたこ
とが示唆された。さらに膵癌細胞株を用いて、
オートファジー必須遺伝子である Atg5 や
Atg7 の抑制を RNA 干渉によって行い、上記実
験からオートファゴソームの減少が示され、
オートファジーが抑制されたことが示唆さ
れた。 
（5）浸潤や転移に関与する上皮間葉転換に
おいて重要な制御因子であるEカドヘリンを
誘導すると報告されたマイクロRNA-373に注
目した。膵癌細胞株のマイクロ RNA-373 の発
現レベルは低かった。また、ホルマリン固定
やマイクロダイセクションした膵癌検体の
マイクロ RNA-373 の発現は、正常膵と比較し
て有意に低下していた。さらに、マイクロ
RNA-373 を導入すると、TGFβで誘導される上
皮間葉転換が抑制され、癌細胞の浸潤を抑制
した（図１）。 

図１：膵癌細胞株の SUIT-2 および KP-2 にマ
イクロ RNA-373 を導入すると、癌細胞の浸潤
能は低下した。 
 
マウスの腹腔内に膵癌細胞株を注射し、播種
形成能を検討したところ、マイクロ RNA-373
の導入によって腹膜播種形成は著明に抑制
された（図２）。 
 

図２：膵癌細胞株の SUIT-2 をマウスの腹腔
内に注射し、播種形成能を検討した。マイク
ロRNA-373の導入によって腹膜播種形成は著
明に抑制された。 
 
（6）膵癌細胞株とその高肝転移株を用いた
マイクロアレイによって、高転移株でマイク
ロ RNA-5100 の発現が低いことを同定した。
膵癌細胞株にマイクロ RNA-5100 を過剰発現
させると、膵癌細胞のコロニー形成能や浸潤
能，遊走能が低下することを見出した（図３）。

またマイクロ RNA-5100 の配列を基にポドカ
リクシンという膜蛋白質に注目し、膵癌細胞
における発現と予後の関連を発見した。 
 

図３：SUIT-2 高肝転移株（左）および膵癌細
胞株 KP-2（右）にマイクロ RNA-5100 を過剰
発現させると、膵癌細胞の浸潤能は著明に低
下した。 
 
 
（7）抗癌剤耐性株は癌幹細胞の特徴をもつ 
ことが知られており、この特徴を持つ細胞を
阻害する報告のあるサリノマイシンを用い
て検討した。サリノマイシンと抗癌剤を併用 
した群は、抗癌剤単独治療群と比較して有意
に増殖抑制を認めた。またサリノマイシンが
膵癌細胞株のオートファジーを亢進させる
ことを見出した。これらの結果に基づいて、
樹立した抗癌剤耐性株を用いたサリノマイ
シンと抗癌剤の併用による増殖抑制効果へ
の影響の検討を継続中である。 
 
研究期間中に上記結果を見出した。膵癌幹細
胞に対するオートファジの役割に関する研
究は現在継続中であり、今後論文化する予定
である。 
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