
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７４０１

若手研究(B)

2016～2015

癌関連線維芽細胞（CAF）を標的とした胆道癌の新規治療法の開発

Therapeutic implication for cancer-associated fibroblasts (CAF) in 
cholangiocarcinoma

６０５５５７４６研究者番号：

今井　克憲（IMAI, Katsunori）

熊本大学・医学部附属病院・助教

研究期間：

１５Ｋ１９９００

平成 年 月 日現在２９   ６   ６

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：ヒト胆管癌はサンプル採取法の検証が難しかったため、胃癌からのCAF分離に取り組
んだ。胃癌腫瘍組織より細胞を分離培養し、継代の後αSMA染色でMyofibroblastであることを確認した。胃癌症
例より分離したCAF細胞において6例中3例にてCXCL12の高発現を認めた。CXCL12高発現CAFとCXCR4発現胃癌細胞
OACM5.1Cを共培養すると、癌細胞の浸潤能が有意に亢進し、CXCR4 antagonistであるAMD3100を投与すると、そ
の作用は抑制された。

研究成果の概要（英文）：Cancer associated fibroblasts (CAFs) were hardly isolated from human 
cholangiocarcinoma tissue samples because tissue was stiff and elastic. Instead, CAFs were isolated 
from human gastric cancer tissues. Activation of CAFs was confirmed by expression of SMA by 
immunocytochemistry. Three out of six human CAFs overexpressed CXCL12. Co-culture of 
CXCL12-expressing human CAF and gastric cancer cell line, OACM5.1C expressing CXCR4 induced invasive
 capacity of cancer cell. On the other hand, this interaction was prohibited by CXCR4 antagonist.

研究分野： 腫瘍免疫学
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１．研究開始当初の背景 
胆管癌は根治手術のみが唯一の根治的治

療法であり、化学療法・分子標的治療を含
め、他の標準的な治療は確立していない。
また、5 年生存率は根治例においても 30%
前後と非常に不良である。我々は胆管癌の
腫瘍間質に存在する Cancer-associated 
fibroblast (CAF)が癌の進展に極めて重要
な集団であり、治療標的となる可能性をこ
れまで報告してきた。 

 
２．研究の目的 
今研究では、胆管癌において豊富な間質に

存在する CAF をターゲットとした治療、す
なわち CAF を活性化させる因子 Hedgehog 
siganling をターゲットとした治療（SMO, 
GLI antagonist）の有効性、またそのメカニ
ズムについて解析を行う。 

 
３．研究の方法 
胆管癌細胞と CAF の相互作用機序を明ら

かにすべく、3 次元直接共培養モデルの作成
および癌細胞と CAF の個別解析を行う。ま
た、近年報告された胆管癌発癌モデルマウス
の作成を行うこと。これらの modality を用
いて、Hedgehog signal inhibitor の有効性に
ついて詳細な解析を行うことであった。これ
らのメカニズムのヒトにおける確認作業と
して、ヒト胆管癌腫瘍サンプルを用いた
Hedgehog signaling の臨床的意義の確認を
行う。CAF から産生され、癌との相互作用に
極めて重要な分泌蛋白 Periostin が腫瘍内
CAFの存在の血清 predictive markerとなる
かについても検討を行う。 
一方、3 次元相互作用モデルに必要な傾向

標識が困難であったことと、モデルマウス実
験の計画中に地震による研究体制の一時的
な崩壊があったことから、研究方法を以下変
更した。胆管癌細胞 CAF を人腫瘍組織より
分離し、in vitro における相互作用のに関す
るメカニズムを明らかにすること。その結果
をもとにヒト癌細胞株を用いた検証、ヒトサ
ンプルを用いた免疫組織学的検討も行う。 
 
４．研究成果 
胆管癌細胞株と共培養モデルを行うヒト

腫瘍組織内 Myofibrolast の分離に取り組ん
だ。ヒト胆管癌は症例が少ないことと、サン
プル採取にとりくんだが、方法論の確立が難
しかったため、胃癌からの CAF 分離に取り組
んだ。Tumor Dissociation Kit (Miltenyi 
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)を用
いて胃癌腫瘍組織より細胞を分離培養し、継
代の後αSMA 染色で Myofibroblast であるこ
とを確認した。細胞を増やした後凍結し、各
種実験用にストックした。 
これまで胃癌（特に胃接合部癌）組織にお

けるCXCL12の発現を免疫組織学的に確認し、
Myofibloblastが発現している症例を約50％
に認めたため、分離した CAF 細胞においても

この発現を確認したところ、6 例中 3 例にて
CXCL12 の高発現を認めた。CXCL12 の受容体
である CXCR4 を介した癌細胞-CAF 相互作用
が存在するかを確認した。CXCL12 高発現 CAF
と CXCR4 発現胃癌細胞 OACM5.1C を共培養す
ると、癌細胞の浸潤能が有意に亢進し、CXCR4 
antagonist である AMD3100 を投与すると、そ
の作用は抑制された。ヒト胃接合部癌組織に
おける CXCL12 の免疫組織学的評価を行った
ところ、間質の特に線維芽細胞に CXCL12 の
発現を認めた。間質における CXCL12 の発現
と臨床病理学的因子との関連性を調べると、
CXCL12 の高発現はリンパ節転移陽性率・リン
パ管浸潤と関連し、さらに根治切除後の 5年
生存率が有意に不良であった。 
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