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研究成果の概要（和文）：世界的にも解析が遅れている膵癌における糖鎖解析に取り組んだ。臨床膵がん幹細胞
様細胞株（CSCL-1）の糖鎖発現を網羅的に解析し、H type 3糖鎖が特異的に表出しており、 rBC2レクチンがそ
れに結合する事を同定した。さらに、rBC2レクチンを直接がん幹細胞を標的とする治療担体としての応用に研究
を展開した。
　また、間葉系幹細胞をCSCL-1と混合してマウス皮下に移植すると、腫瘍増生能は優位に促進されるが、CAFを
第一世代（F1）、F2と単離しそれをCSCL-1と混合移植した所、腫瘍増生能はF0,F1,F2と徐々に弱くなる事が明ら
かになり、逆にCAFマーカーは高くなっていく傾向を示した。

研究成果の概要（英文）：We comprehensively analyzed glyacan expression of clinical pancreatic cancer
 stem cell-like cell line (CSCL-1), and identified that H type 3 sugar chain was specifically 
expressed, and that rBC2 lectin binds to it. In addition, we have studied application of rBC2 lectin
 as a therapeutic carrier targeting direct cancer stem cells.
In addition, when mesenchymal stem cells are co-cultured with CSCL-1 and transplanted subcutaneously
 into mice, CAF boosted tumor growth. When the CAF was isolated as the first generation (F1), F2 the
 tumor growth capacity gradually weakened  as the generation progress (i.e. F0, F1, F2 ), while the 
CAF marker showed a tendency to become higher.

研究分野： 腫瘍治療学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

【研究背景−１： CAF 研究の混沌と CAF 実
験モデルの不足】 
 CAF の由来、働きは非常に複雑で、がん間質
研究を混沌としたものにしている。単純に考え
ると、CAFは癌が発生した臓器に元々あるlocal 
MSC (Mesenchymal stem cell)に由来すると理解
されるが、我々は CAF は流血中の骨髄由来の
MSC(BM-MSC)から多く作り出される事を見いだ
した（Ishii G, Oda T et.al. BBRC 2003）。そ
の後、それ以外にも腫瘍周囲の脂肪組織由来の
MSC (=AD-MSC)、血管周囲のpericyteなどから
もCAF が分化する事が解りそのheterogeneity
が明らかになってきた。様々な由来の MSC は
CAF-progenitor として癌と相互作用して
成熟した CAF へ分化する。しかし、成熟し
た CAF が癌に促進的に働く場合と抑制的に
働く場合が混在していて、その働きも混沌
としている。 
 
 CAF 研究進展を阻んでいる要因として、
臨床膵癌の豊富な間質増生を再現する実験系が
無い事が挙げられる。現在、大多数の癌研究
に使われている動物モデルは、細胞株を単独
でマウスに移植したものであり(Cell xeno)、間
質組織の増生に乏しく（2-10%）臨床癌の間質量
（30-50％）とはかけ離れたものである。申請者
らは間質増生を比較的再現できる(23%)実験モ
デルとして臨床腫瘍片を移植したOpe xenoモデ
ルを独自に開発したが（Akashi Y, Oda T, 
Pancreas 2013）、腫瘍増殖にかかる時間が長い
（3 ヶ月〜半年）といった解決すべき課題が残
っている。 
 
臨床膵癌の病理形態を再現させる為に、癌組織
からCAFを分離採取して癌細胞と混合する試み
が成されてきた。しかし、癌細胞と CAF（↑）
は無秩序に混在するのみで癌細胞（◁）と相互作
用を再現するモデルは確立されていない。 
 この度、筑波大学消化器外科と産総研は共
同で膵癌細胞株とある特殊なMesenchymal Stem 
Cell (=MSC)を混合培養することにより、「癌
細胞の腺管構造の形成とその周囲を取り囲
む線維芽細胞の増殖」という形態を見事に
再現し、in vivoマウス体内で臨床膵癌の豊富
な間質組織増生を再現する事に成功した（特許
申請準備中）。さらに、この現象は in vitro
シャーレ−上でも再現される事から、癌—間質相
互作用を簡便に解析できる有効なシステムにな
る（=in vitro CAF 作製プロトコル）。 

【①研究背景−２： 癌細胞、間質細胞共に
糖鎖に覆われている】 
 ところで、全てのタンパク質は糖鎖修飾
を受けており、細胞表面は糖鎖で覆われて
いる為、本来、治療標的の第一候補は糖鎖
であるべきである。実際、糖タンパク質の
糖鎖レパートリー（グライコフォーム）は
細胞の種類や、発生・分化、癌の進展によ
って異なるため、同じタンパク質であって

もグライコフォームによって機能は大きく
変化する。癌細胞、癌間質細胞にも特有の
糖鎖構造、糖鎖発現があるはずであるが、
従来、糖鎖を網羅的に解析する手段が無く、
糖鎖研究の進展は非常に緩徐であった。
2005 年に産総研のチームが世界に先駆け
て開発した「レクチンマイクロアレイ」は
糖鎖・糖タンパク質の解析を飛躍的に進歩
させた独自の解析技術である。しかし、膵
癌細胞上や、膵癌間質細胞上の糖鎖発現が
どのようなものであるかを網羅的に解析さ
れた事は無い。更に膵癌細胞上のグライコ
フォームが間質細胞とのcross talkにより
どのように変化するかといった、臨床的な
膵癌の特徴に即した研究は全く手が付けら
れないままである。 
 
２．研究の目的 
【A-1:病理形態学による CAF 分化プロセス
解明: mixed assay による CAF progenitor 
の選別】 
 癌細胞と MSC を共培養し、成熟 CAF とし
て機能を果すもの、それを提供し得る MSC
を CAF progenitor として現象論（病理形態
学）的に選別する。既に、筑波大—産総研で
共同開発した膵癌細胞+MSC 混合モデルを基本
に、両者が混在してcross-talkした状態におけ
る遺伝子プロファイルを把握する。 
—方法：Capan-1(ヒト膵癌細胞) は CD44v9
が強陽性で、腺管形成能力も持ち、極めて
癌幹細胞に近い性質を保つ。Capan-1 10Ｅ5
個を、PromoCell 社, Germany より購入した
複数種類（ヒト骨髄 MSC 3 系統、ヒト脂肪 
MSC ヒト臍帯 MSC 3 系統 ＝合計 9系統、）
のヒト MSC それぞれ 10E5 個と混合し
BALB/c ヌードマウスの皮下に移植する。
（EXPREP™ MSC Medium（コスモバイオ））で
培養し、10E5 に増殖させ Mixed assay に供
する。多分化能を維持する５継代までのみ
を使用する。1cm 程度に腫瘍形成した段階
で腫瘍を摘出し、蛍光顕微鏡で GFP 陽性の
CAF を確認する。さらに抗 GFP 抗体で免疫
染色し、病理医が病理形態学的に CAF とし
て機能しているか否かを判断する。また、
１つの癌細胞株（Capan-1）との cross-talk
だけでなく、大腸癌の癌幹細胞株(Stem 
Cells 2012: p2631)などの細胞株と同様の
Mixed assay を行い、病理形態学的に成熟
CAF への分化を確認する。 
 

【②研究期間内の目的 1：CAF signature の
把握とiPS技術を使ったCAF=iCAFの開発。iCAF
を使った新規癌研究モデル】我々が開発した癌
-MSC 混合モデルでは研究毎に初代培養 MSC
を購入して利用している為、MSC の性質の
違いが結果に影響する可能性がある。性質
が安定したCAF projenitorを手に入れる事
を目的に、本研究ではまず、癌細胞と
cross-talkする能力のあるCAFの遺伝子発現プ



ロファイル（=CAF signature）を把握する。
既に行ったプレリミナリーなマイクロアレ
イ解析では、CAF と元の MSC では、発現プ
ロファイルの明確な違い（8000 の変動遺伝
子（p<0.01））が認められている。引き続
き、iPS 細胞に本研究で同定した CAF 
signatureを導入してCAFを誘導する(=iCAF)。
この iCAF は癌の発生・進展を解明する新しい
研究モデルになる。本研究の初期1−２年目にお
いて、iCAF と様々な癌細胞を cross-talkさ
せCAFの分化プロセス、及び、癌の発生・進展
の分化プロセスに関わる分子イベント、病理形
態学的な現象を明らかにする。 

【②研究期間内の目的 2：膵癌細胞と間質
細胞を分離採取して糖鎖発現を解析】 
 膵癌細胞分画と間質細胞分画を分離採取
し、産総研・平林らのレクチンアレイにて
糖鎖プロファイリングを行い、MSC から CAF
へのリプログラミング機構を解明する。さ
らに、非がん組織、バルクの癌組織と癌幹細胞、
癌間質幹細胞における糖鎖プロファイリンを差
分解析し、有意差を示すレクチンをそれぞれの
分画毎に3種程度（合計6種）を選出する。 
 
３．研究の方法 
【B:バイオインフォマティクス解析により、
CAF 分化プロセスに関わる４細胞の遺伝子
プロファイルを測定し、CAF の分化を特徴
づ け る 特 異 的 発 現 を 示 す 遺 伝 子 群
(signature)を同定する。】 
i) CAF progenitor signature の同定 

   MSC の中で特に CAF に分化し得るも
のだけが持つ signature は、①と②の発
現プロファイルを比較して、特異な変化
を示すものを候補とする。遺伝子およびエ
ピゲノムプロファイルは、次世代シーケンス
解析によりmRNA発現（RNA-seq）とゲノムDNA
のメチル化 (BS-seq) をプロファイルし、既
に発表している（木田ら, Nature.2011, 
Epigenetics.2014）MSCとiPS細胞のデータ
と比較する。さらに次項のインフォマティク
ス解析から Signature を同定する。ii) CAF 
癌促進 signature の同定 

   癌に対して促進的に働く成熟CAFの
特性を規定する signature は①と③の発
現プロファイルを比較して、特異な変化
を示すものから、④と共通するものを除
いたものを候補とする。 CAF 促進
signature は隣接する癌細胞でも高発現
である可能性が考えられるため、候補の
選定にこの条件も絞り込み項目として考
慮する。 

iii) CAF 癌抑制 signature の同定 
   癌に対して抑制的に働く成熟CAFの
特性を規定する signature は①と④の発
現プロファイルを比較して、特異な変化
を示すものから、③と共通するものを除
いたものを候補とする。 CAF 抑制
signature は隣接する癌細胞では低発現

である可能性が考えられるため、候補の
選定にこの条件も絞り込み項目として考
慮する。 
Material 採取方法 
i) in vitro シャーレで癌（Capan-1）

と CAF progenitor を混合培養し、
成熟CAFはあらかじめ導入したGFP
をマーカーに FACS で回収。CAF 
progenitor 単独培養をコントロー
ルとする。 

ii) in vivo  マ ウ ス 皮 下 に 癌
（Capan-1）と CAF progenitor を混
合した結節を作製し、プロテアーゼ
処理して FACS で回収。 

iii) マイクロダイセクション in vivo 
マウス皮下に癌（Capan-1）と CAF 
progenitor を混合した結節を作製
し凍結切片上で癌腺管以外の間質
組織を選択的に回収。FACS 等の実
験影響の少ない、ほぼ in vivo その
ままの profile を解析。 

遺伝子解析法 
i) 上記細胞から total RNA (poly-A+)

を回収し、3D-Gene Human 25K DNA 
microarray (Toray cat- TRT-XR126) 
で全遺伝子の発現プロファイルを取
得する。各サンプルの Biological 
replicate は 6 つとする。 

情 報 解 析 は Bioconductor
（http://www.bioconductor.org）から提供
される情報ツールを用いるほか、独自に開
発したものを用いて、雑音低減、正規化、
比較・クラスタリング等の処理を行うこと
で、各 signature の同定を行う。 
 
４．研究成果 
 我々は、産総研糖鎖グループが独自に開
発した「レクチンアレイ」技術を使い、世
界的にも解析が遅れている膵癌における糖
鎖解析に取り組んだ。臨床膵がん幹細胞様
細胞株（CSCL-1）の糖鎖発現を網羅的に解
析した結果、特異的に表出している糖鎖と
してH type 3 
糖鎖と、それに反応するレクチン rBC2を同
定した。奇しくも、このrBC2は、先に産総
研がヒトiPS/ES細胞に特異的に反応するレ
クチンとして発見した分子と同一であった。
このrBC2レクチンが認識するH type 3糖鎖
の修飾が癌幹細胞とiPS細胞に共通に起き
ている事は癌stemnessの解明、治療法開発
への足がかりになる大きな発見であった。
それに加えて、70例のヒト臨床膵臓がんに
おけるrBC2レクチンの反応性を確認した所、
ほぼ全例で強く反応することが確認でき、
rBC2が認識するH type 3糖鎖を膵がんに対
する有望な治療ターゲットと確信した。こ
こで我々は、このrBC2レクチンを直接がん
幹細胞を標的とする治療担体としての応用
に研究を展開した。 
 続いて、間質側の増生に焦点を当てて解



析を進めた。骨髄由来間葉系幹細胞
(BM-MSC)と脂肪細胞由来の間葉系幹細胞
（AD-MSC）を膵癌細胞株CaPan1と混合して
マウス皮下に移植すると、腫瘍像性能は優
位に促進された。Day 10における組織像は
様々で、唯一１つのAD-MSC-1では腫瘍腺管
をがん関連線維芽細胞(CAF)が取り囲む形
態を確認出来たが、それ以外のMSC由来の線
維芽細胞はばらばらに散在するだけで、臨
床的な膵癌の形態を模倣する事は無かった。
AD-MSC-1(F0)由来のCAFを第一世代（F1）、
第一世代（F2）と単離しそれをCaPan1と混
合移植した所、腫瘍増生能はF0,F1,F2と
徐々に弱くなる事が明らかになった。CAF
マーカーであるACTA2, FAP, FSP-1, 
Vimentin, PDGFRB, Col11A1を定量PCRで解
析した所、F0, F1, F2と癌による教育が進
むにつれCAFマーカーは高くなっていく傾
向を示した。 
 一言にCAFと言ってもそのソースになり
得るMSCにも一定の要件が必要である事が
解った。CAFは腫瘍に対しては促進的に働く
と考えられるが、CAFの継代が進む 
につれてその役割は弱くなる傾向があり、
今後の CAF の糖鎖解析においては、
Fresh-CAFとsilent-CAFに分けて解析して
いく必要性を明らかに出来た。 
 
非常に競争の激しい分野で、成果の英文論
文発表まで、成果の詳細については公表を
控えさせて頂きます。 
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