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研究成果の概要（和文）：膵癌肝高転移株を作製し、網羅的解析から肝転移に関わるmicroRNAとしてmiR-5100を
同定し、さらにその標的分子としてpodocalyxin(PODXL)を特定した。PODXLの強制発現実験、膵癌組織の免疫組
織化学染色から、PODXLが膵癌の治療標的となりうる可能性を示した。また、膵癌細胞に特異的な表面抗原とし
てCD110を同定し、人工ウイルスを腫瘍細胞特異的に輸送する際の表面マーカーとして利用可能である可能性を
示した。

研究成果の概要（英文）：We established a highly metastatic pancreatic cancer cell line, and 
identified miR-5100 as a microRNA related to metastatic characteristics of pancreatic cancer. 
Additional experiments revealed that miR-5100 directly regulates podocalyxin (PODXL) expression, and
 this pathway correlates with the aggressiveness of pancreatic cancer. Immunohistochemical analysis 
showed high PODXL expression of tumor correlates with distant metastasis of pancreatic cancer 
including liver metastasis. High expression of CD110 was observed in primary tumor and liver 
metastatic lesion of pancreatic cancer, but not in normal pancreatic ductal epithelium. Our data 
suggest that CD110 may be available as a cell surface marker of pancreatic cancer.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 予後不良な消化器癌のひとつである膵癌
に対して新規治療の開発が急務である。
microRNA は１つの分子が複数のタンパク
発現に関与しており、より効率的に腫瘍制御
を行える可能性がある。しかし、microRNA
の発現を修飾する分子を癌細胞に選択的に
到達させる DDS(drug delivery system)は未
だ確立されていない。そこで、古細菌の作る
small hear shock protein (Mj285)を用いた、
細胞内プロテアーゼによる脱殻機能を備え
た標的細胞選択性の高い人工ウイルス粒子
を、microRNA発現修飾分子の DDSとして
用いることを着想した。 
 
２．研究の目的 
予後不良消化器癌である膵癌において、
microRNA が増殖能・浸潤能・化学療法抵抗
性などに関与しているが、これを治療に応用
するためには microRNA の発現を調節する
分子を癌細胞に到達させるドラッグデリバ
リーシステム(DDS)が必要である。そこで、
ナノカプセルを改変した新規人工ウイルス
を用いて、腫瘍細胞特異的に輸送する DDS 
を構築し、microRNA をターゲットとした腫 
瘍制御と融合させ、新たな膵癌治療を開発す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)膵癌組織と正常膵組織・非浸潤膵腫瘍組織
から選択的に RNA を抽出し、マイクロアレ
イ解析を行って、癌に特異的に発現変化のみ
られる microRNA を同定する。これまでの
報告なども参考にし、細胞の生存、増殖、浸
潤能、化学療法感受性などに関与する
microRNA を治療標的の候補として、膵癌細
胞株を用いて、Anti-miR による抑制、また
は precursorの導入にて、増殖能、浸潤能、
化学療法感受性の変化を検討する。 
(2) 決定した標的 microRNA の修飾分子
(precursor/Anti-miR)を内包した大きさ
20nm の人工ウイルス粒子を作成し、膵癌細
胞株を用いて導入実験を行い、続いて手術切
除標本から採取した膵癌細胞と膵星細胞を
マウスの同所に移植したヒト膵癌にきわめ
て類似したマウスモデルを用いて導入実験
を行う。 
 
４．研究成果 
(1)治療標的となりうるmicroRNA-5100の同
定 
膵癌の肝転移に関わる microRNA の同定を
行うために、ヒト膵癌細胞株をヌードマウス
に同所移植し、形成された肝転移巣から樹立
した癌細胞を別のヌードマウスに同所移植
する操作を繰り返すことで、膵癌高肝転移株
を樹立した(図 1)。ヒト膵癌細胞株 SUIT-2を
親株とする高肝転移株（MS:metastatic 
SUIT-2）では、形態学的に親株と比べて紡錘
形の形態を強くとっており、遊走能及び浸潤

能が増強、接
着能は低下し
ていた。また、
Panc-1を親株
とする高肝転
移 株
（MP:metast
atic Panc-1）
でも同様に遊
走能が増強し
ていたが、浸
潤能は低下し、接着能については有意な変化
を認めなかった。それぞれの癌細胞株におい
て
microRNA
の網羅的解
析を行った
ところ、MS
と MP にお
い て
miR-4454
と
miR-5100
が共通して
発現低下し
ていること
がわかった。
さ ら に
RT-PCR で
も共通して
発現低下の
見 ら れ た
miR-5100 に着
目した。この
miR-5100 につ
いて、RT-PCRにて当研究室で保有している
13種の膵癌細胞株と膵管上皮細胞 HPDEの
mRNAの発現を比較したところ、ほとんどの
癌細胞において、HPDEに比べてmiR-5100
の発現が低いことが分かった。特に発現の低
かった MS と KP2 に miR-5100 を強制導入
したところ形態学的には著明な変化は見ら
れなかったが、癌細胞の増殖能・遊走能・浸
潤能は有意に低下した(図 2）。接着能につい
てはMSで低下したが、KP2では有意な変化
は見られなかった。これらの結果から
miR-5100 の発現増加は膵癌細胞の悪性度を
低下させ、治療標的となりうることを示した。 
 
(2)miR-5100の標的分子として PODXLの同
定 
miR-5100 の標的となる分子を同定するため
に mRNA の網羅的発現解析をおこない、
Target Miner, 
Target Scan, 
Mir 
Database な
どの複数の予
測プログラム
か ら

図１.膵癌高転移株の作製 

図 2. miR-5100 強制導入
と増殖能(上), 遊走能(中), 
浸潤能(下) 

図 3. miRNA-5100 と
PODXLの Binding site 



miR-5100 に相補的な配列を持つ mRNA を
絞り込み、候補の中から乳がんや卵巣がん、
大腸
がん
など
の
様々
なや
癌腫
にお
いて
予後マ
ー カ ー と し て 報 告 さ れ て い る
podocalyxin(PODXL)に注目した(図 3)。各種
膵癌細胞株と HPDE について PODXL の発
現を RT-PCRにて解析すると、各種膵癌細胞
株では HPDE に比べて発現が高く、さらに
MS においても SUIT-2 に比べて有意に発現
が増加していることが分かった (図 4)。
PODXL
の役割を
調べるた
めに膵癌
細 胞 株
CAPAN-
2 と MS
において
PODXL
のノック
ダウンを
行うと、
miR-510
0 を強制
導入した
時と同様
に膵癌細胞の遊走能・浸潤能が有意に低下し
た(図 5)。また、免疫組織化学染色を行って
臨床データの解析を行ったところ、PODXL
の発現と、予後や肝転移に有意な相関が見ら
れた。以上からmiR-5100が PODXLの発現
を制御することによって、膵癌の悪性度や肝
転移に影響を与えていることが分かり、
miR-5100と PODXLの治療標的としての可
能性を明らかにした。 
 
(3)ヒト膵癌組織から樹立したオルガノイド
を用いた Patient derived Xengraft モデル
の作製 
膵癌マウスモデルにおいて、miRNA-5100 の発
現を抑制する人工ウイルスの効果を評価す
るために、ヒト膵癌組織から癌細胞を選択的
に 3D 培養技術で樹立した膵癌オルガノイド
をマウスに同所移植する、Patient derived 
Xenograft(PDX)モデルを作製した。人工ウイ
ルスの組織移行性を評価するために、50nm の
蛍光マイクロビーズをマウス尾静脈から投
与し、IVIS、蛍光実体顕微鏡を用いた観察を
行ったが、検出困難であり、評価法について
はさらなる検討が必要である。 
 

(4)
膵癌
細胞
に特
異的
な細
胞表
面マ
ーカーの同定 
癌細胞特異的な薬剤送達を実現にするため
に必要な、膵癌細胞表面マーカーの検討にお
いて、myeloproliferative leukemia protein 
(MPL)や thrombopoietin receptor (TPO-R)
として知られる一型膜貫通タンパクの CD110
は、正常膵組織の膵管上皮には発現せず、膵
癌原発
巣と肝
転移巣
で発現
してい
ること
がわか
っ た
(図6)。
さらに
RT-P
CR、
タンパク発
現解析の結
果から、膵
癌肝高転移
株 で は
CD110 が高
発現してお
り 、 CD110
発現を抑制
すると、転
写因子 MYC
の発現が低
下し、膵癌
細胞の遊走
能・浸潤能
も有意に低
下すること
が分かった
(図 7)。免疫
組織化学染
色では、膵
癌切除症例
において、
CD110 発現
陽性群は陰
性群よりも
有意に予後
不良であっ
た。また、
術後肝転移
の出現につ
いても相関
性が認めら

図 5. PODXLノックダウンと遊走
能(上), 浸潤能(下) 

図 4. 各種癌細胞株の PODXL発現 

図 6. ヒト膵癌切除標本 CD110 
免疫組織化学染色 

図 8. CD110 発現と OS(上), 
DFS(中), 肝転移(下) 

図 7. 各種癌細胞株の CD110発現 



れ、CD110 発現陽性群がより早く肝転移巣を
形成することが分かった(図 7)。DDS の標的
となる膵癌細胞特異的表面マーカーとして、
また肝転移を制御する治療標的としての
CD110 の可能性を明らかにした。 
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