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研究成果の概要（和文）：膵臓癌は、がん死亡率の第５位にあり、早期診断が困難で予後不良であり、特に肝臓
転移は予後を左右する。本研究では我々が樹立したマウス膵癌幹細胞株やヒト患者由来の膵癌幹細胞株を使っ
て、初期の肝臓転移モデルを再構築し、転移機構の分子機構を解明し、新規治療法の開発を目指した。その結
果、初期の肝臓転移においてマウス膵癌幹細胞やヒト膵癌幹細胞が分泌する微小な顆粒のエクソソームが重要な
働きをしていることが明らかになった。今後はエクソソームを標的とする治療法の開発につながる重要な知見が
得られた。

研究成果の概要（英文）：Pancreatic cancer shows an aggressive phenotype with a dismal prognosis 
despite of multimodal therapy. Notably, remote organ metastasis such as liver metastasis is a 
life-threatening problem. Previously, we have already established several human pancreatic cancer 
cell line (Shimizu, Hori et al.,PLoS One, 2013).In this study, we aimed to reconstruct early stage 
of liver metastasis by pancreatic cancer cells. First, we developed novel mouse pancreatic cancer 
stem cells by introducing mutated KRAS, mutated p53, and CDK4 oncogenes common in human pancreatic 
cancer to mouse pancreatic stem/progenitor cells. We found that micro-vesicles called as “exosome”
 from both mouse and human pancreatic cancer stem cells had a pivotal role in early stage of liver 
metastasis in vivo. These results indicate that this system might be potent strategy to inhibit 
liver metastasis for pancreatic cancer.

研究分野：膵臓外科学
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１．研究開始当初の背景 
手術治療、化学療法、放射線療法による集学
的治療の進歩にも関わらず、膵臓がんは癌死
亡率の第５位にあり、最新の５年生存率でも
7.7％とがんの中で最も悪い。中でも肝臓な
どの遠隔転移を伴った膵癌患者はStage4bと
なり手術不能例となる。標準治療として
Gemcitabine(GEM)をはじめとする化学療法
の対象となる。われわれはこれまでに幹細胞
マーカーCD133 を指標にして正常の組織幹細
胞を同定した[1]。また、我々は進行膵がん患
者から 20 種類の膵癌幹細胞株を樹立し、
CD133 が癌幹細胞マーカーとなりうることを
明らかにした[2]。一方、がん細胞そのものと
は別に、微小環境を標的にした治療戦略にも
注目が集まっている。膵がんの特徴である間
質形成、高率に起こる神経浸潤、早期に起こ
る肝転移を制御することはいずれも膵がん
の予後を改善する可能性が期待されている。 
[1] Hori Y, Fukumoto M, Kuroda Y. 
Enrichment of putative pancreatic 
progenitor cells from mice by sorting for 
prominin1 (CD133) and PDGFR-b. Stem Cells. 
26: 2912-2920, 2008. 
[2] Shimizu K, Chiba S, Hori Y. 
Identification of a novel subpopulation of 
tumor-initiating cells from 
gemcitabine-resistant pancreatic ductal 
adenocarcinoma patients. PLoS One e81283, 
2013 
 
２．研究の目的 
本研究では、我々が樹立した初代ヒト膵癌幹
細胞株やマウス膵癌幹細胞株を使って初期
の肝転移モデルを再構築し、転移機構を分子
レベルで解明し、新規治療法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス人工膵癌幹細胞の作成 
初期の肝転移モデルの構築には免疫担当細
胞の関与も不可欠であるため、従来の免疫不
全マウスの利用では困難があった。そこで、
syngenic なモデルを作成するために、マウス
の CD133 陽性 stem/progenitor 細胞にヒト膵
癌に特徴的な変異型 KRAS、変異型 p53、CDK4
を遺伝子導入してマウス人工膵癌幹細胞を
作成した。さらに、その特性を解析した。 
 
(2) 抗がん剤 GEM 耐性株の樹立 
臨床的では抗がん剤投与により、一旦は腫瘍
抑制効果を示すが、ほとんどの例で薬剤耐性
を呈する。耐性を獲得すると癌細胞は悪性度

を増すと考えられている。我々は(1)のマウ
ス人工膵癌幹細胞由来の皮下腫瘍に対して
GEM を投与し、耐性株の樹立を試みた。 
 
(3) マウス人工膵癌細胞からのエクソソー
ムの分離と肝転移に及ぼす影響の検討 
親株、GEM 耐性株の培養上清から超遠心機を
用いてエクソソームを分離し、PBS に溶解し
たものを実験まで冷凍保存した。 
 
４．研究成果 
(1) マウス人工膵癌幹細胞の作成 
今回、我々が樹立したマウス人工膵癌幹細胞
は、RT-PCR による遺伝子発現で検討してする
と、図に示すように、parentalのマウスCD133
陽性 stem/progenitor細胞と同様に幹細胞マ
ーカーであるCD133や膵臓の初期発生に必須
のPdx-1を発現保持していることがわかった
のでこの細胞も幹細胞としての特性(自己複 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

製能とヘテロな腫瘍形成能)をもつ可能性が
示唆された。実際に、cell sorting した CD133
陽性細胞から in vitro や in vivo で CD133
陰性細胞が出現することからも確認された。
また、この細胞を in vivo で経脾臓的に投与
すると約２ヶ月で肉眼的な肝転移を認める
ことから初期肝転移のモデルが再構築でき
た。 
 
(2) 抗がん剤 GEM 耐性株の樹立 



マウス人工膵癌幹細胞を野生型マウスの皮
下移植してできた腫瘍に対しGEM腹腔内投与
をおこない、上段の図のように約 35 日目こ
ろから腫瘍体積が再度増大する腫瘍を認め
た。この腫瘍から細胞を分離培養して、GEM
耐性膵癌株を樹立した。GEMに対するIC50 を
測定すると、親株マウス膵癌細胞の 0.08μM
に対して耐性株マウス膵癌細胞では 30.0μM
であり、GEM に対する耐性獲得を証明できた。
また、下段の図のように耐性株由来の皮下腫

瘍にはin vivoでもGEMが効かないことから、
耐性株マウス膵癌細胞がGEMに対して耐性で
あることを証明できた。 
 
(3) マウス人工膵癌細胞からのエクソソー
ムの分離と肝転移に及ぼす影響の検討 
親株と耐性株のマウス人工膵癌細胞からそ
れぞれエクソソームを分離した。耐性株由来
のエクソソームを投与し、その後同一の癌細
胞を移植したグループでは親株由来のエク
ソソーム投与群よりも肝転移能が亢進して
いた(論文作成中)。 
 
本研究結果から、膵臓癌細胞の初期肝転移の
再構築モデルができたと言える。また、転移
や悪性度を癌細胞が分泌するエクソソーム
が決定する可能性が示された。類似の研究は
これまでになく、極めて独創的である。この
成果が発展すれば、初期肝転移を標的とした
創薬研究へと繋がり、難治性の膵臓がんの予
後を改善することが期待される。 
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