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研究成果の概要（和文）：膵臓癌間質に存在する線維芽細胞である膵星細胞の活性化にオートファジーが関与し
ていると推測される。本研究では、化合物ライブラリーからのスクリーニングにより新規オートファジー抑制剤
となる創薬シーズを検索し、検索された化合物の膵癌や膵星細胞に対する生物学的動態の評価を行い、最終的に
新規薬剤を開発することを目的としており、現在PSC抑制作用をもたらすと考えられる化合物を複数同定してい
る。

研究成果の概要（英文）：Pancreatic stellate cells (PSCs) change from a quiescent to activated state 
in the tumor microenvironment and secrete extracellular matrix (ECM) molecules and cytokines to 
increase the aggressiveness of tumors. However, it is not clear how PSCs are activated to produce 
these factors, or whether this process can be inhibited. We have recently reported regarding the 
relationships between autophagy and activation of the PSCs and found that autophagy inhibition in 
PSCs reduced the activation of PSC and proliferation of PSC, followed by the inhibition of the 
invasiveness of pancreatic cancer cells in vitro and vivo (Endo et al, gastroenterology, 2017). 
Based on these results we performed high-throughput screening in Drug Discovery for pancreatic 
cancer targeting pancreatic stellate cells. We found several candidates, which may inhibit the PSCs 
activation. We also validated and found the compound X truly inhibited PSCs activation and also 
found it inhibited the proliferation of PSCs.
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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                                                                                                                             
膵癌の５年生存率は 10%と極めて低く、その
治療法開発は社会的緊急性・重要性が高い。
膵癌細胞周囲には膵星細胞(Pancreatic 
Stellate Cells; PSCs)と呼ばれる線維芽細
胞が存在する(右
図)。PSC は IL-6 な
どのサイトカイン
を産生、癌間質相
互作用により癌細
胞の浸潤、転移を
促進、さらにはコラーゲン、フィブロネクチ
ン（FN）などの細胞外基質を産生することに
より乏血管組織を形成、薬剤送達性が低下し
抗癌剤治療抵抗性を亢進している（上図）。
そのため、PSC の活性化を抑制し、休眠状態
（Quiescent 状態）へと誘導することが膵癌
細胞の悪性化を抑制すると考えられていた
が、PSC を休眠化する方法は明らかでなかっ
た。 
我々は最近オートファジーが PSC の活性化
に関与していることを突き止めた（Endo et al, 
gastroenterology, 2017）。本結果より PSC の
オートファジーを抑制することが PSC 活性
化の抑制につながり、その結果膵癌を抑制す
ることを同定した（下図）。 

 
２．研究の目的 
前述の論文の結果を基礎として PSC におけ
るオートファジー誘導を標的とした新規創
薬スクリーニングを行う。 

 
３．研究の方法 
不死化した膵星細胞(imPSC)の作成を行い、オ
ートファジー誘導を客観的に評価する方法を
確立後、化合物ライブラリーから新規オート
ファジー抑制剤のスクリーニングを行う。ス
クリーニングでは複数の化合物が検出される
可能性があるがそれぞれの化合物に対してオ

ートファジー抑制効果の確認を行う。その後、
膵癌細胞、imPSC に対するオートファジー抑
制効果による浸潤能、増殖能など生物学的動
態に与える影響を確認する。その後マウスモ
デルに対しての検討を行い、毒性の有無を検
討し臨床レベルへの応用の可能性を探索する。 
 
４．研究成果 
① 不死化膵星細胞(imPSC)の作成 
我々は膵癌患者より得られる手術切除標本
を用いて、PSC 細胞の作成を継続している。
作成された細胞は、PSC の特徴とされる
Myofibroblast様の形態を呈し、α-SMA, CD90
が陽性であることを確認している。一方初代
PSC は継代を繰り返すことにより劣化し増殖
能が低下する問題があり、長期観察が必要と
なる in vivoや安定した再現性が求められる
スクリーニングでの使用には問題があるた
め申請者は PSC に
hTERT, SV40 
LargeT を導入し、
不 死 化 PSC の
（imPSCs）を作成
に成功、現在複数
の初代 PSC、imPSC
の作成を継続して
いる。 
 
② 膵星細胞を用いたオートファジー誘導検

出アッセイの確立 
GFP- RFP-LC3 ベクターを PSC および imPSCs
に導入し、RFP-LC3 安定発現細胞の作成を行
った、これにより live 状態での PSC でのオー
トファジー活性化の評価が可能になった。な
お、今回、PSC 活性化抑制のマーカーとして
直接脂肪滴が有用と考えた。そのためオート
ファジーマーカーではなく、脂肪滴をスクリ
ーニング標的としたスクリーニング系の作成
を行った（下図）。 

 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

A 71576.7 69071.385 69321.72 67025.38 72239.65 81649.74 66476.59 73597.26 72397.67 84964 86729.83 77978.05 141244.7 214667.7 193601.2 135995.2 206246.2 198199.6

B 65049.06 56909.335 61753.81 61327.49 64209.42 67270.36 65652.68 67102.76 54764.21 72726.01 65005.94 59899.75 170589.7 163489.9 148174.1 184859.1 202999.3 174751.7

C 68355.23 52097.352 48771.42 54961.31 56339.24 52906.41 48503.28 47893.58 48460.3 61987.06 59644.13 58935.93 199629.2 193619.8 157170.8 179356.3 182442.3 204125.3

D 53811.07 48613.942 65813.46 52974.97 53839.04 53928.35 58471.35 49190.19 57812.26 61351.21 47983.1 52353.24 192596.9 211073.7 162791.3 168300.3 182081.6 192042.6

E 67489.18 50331.702 49706.53 60591.79 50592.84 59693.6 55649.05 51947.09 62471.85 56367.82 57274.05 56366.98 184245.7 184490.9 132856.4 189247.7 185176 173663.3

F 51955.33 72383.422 60548.97 58262.84 56672.08 54486.69 58277.26 48625.12 59293.55 50480.08 62212.36 44975.33 189759.3 166419 176877.2 167697 179326.5 195621

G 63329.35 45955.186 49493.95 52316.65 58224.89 57020.31 57218.4 56376.65 48177.21 56976.36 47848.43 53265.67 201673.7 158096.6 197729.4 171380.8 178464.4 205872.5

H 53515.06 50938.605 56751.45 48130.43 58071.7 48459.97 61688.4 51501.17 49293.42 59550.97 53632.43 55456.09 166268.1 142555.1 158851.7 158072.5 155401.4 186386

I 68889.77 52426.886 51260.11 56807.3 59134.56 61538.6 62586.83 60204.92 66715.86 61178.99 64589.87 49941.25 147388.1 185853.7 168424.7 199681.6 172289.5 191712.2

J 67912.71 53976.414 53955.2 50837.92 52346.17 60113.04 71931.77 46373.49 55820.59 53407.38 57643.8 59398.07 182776.2 220243.3 157601.2 186326.7 197714.3 212430.6

K 55649.88 52176.736 58154.15 68128.11 70414.63 48841.27 50003.74 50804.43 60139.79 49127.52 56420.37 52324.16 193347.7 184223 169605.2 175223.6 192546.6 183761.1

L 66324.09 56826.433 74700.69 57152.4 64032.58 54926.9 55826.09 64234.83 55392.58 68629.06 67156.08 52947.68 204055.8 231714.3 166828.2 201708.7 188697.3 198189.9

M 56895.2 66246.834 61695.32 54116.41 52925.05 62923.88 59198.31 47212.02 54607.65 57598.22 53355.3 53372.28 182334.7 174366.2 209416.3 198949.2 186840.3 185514.8

N 58445.58 59340.254 54893.04 79885.31 55294.03 64259.24 63743.63 74021.04 64758.45 55318.07 58502.16 65593.39 194228.4 205906 198562.6 192159.4 204017.6 187467

O 63335.83 64384.392 58100.6 79807.65 76982.05 80651.85 70639.38 60908.04 78170.76 56094.38 63882.18 53901.25 177622.8 191826.1 206387.3 170353.5 184207.6 178566.5

P 68029.05 60518.465 53739.25 80881.9 64976.99 58737.25 72338.44 67916.99 62876.67 65383.77 74262.37 60675.62 158824.6 185720.8 154832.5 163022.2 146003.3 178536.5

384wellでCQ投与時にlipidの濃度が上昇することを確認→本評価系の安定を証明

control CQ 10uM

Average 59688 Average 182231
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PSCはサイトカインの産生や細胞外基質を産生し膵癌の悪性度、
抗がん剤治療抵抗性に関与する



③ オートファジー抑制化合物のスクリーニ
ングおよび HIT 化合物の同定 

九州大学化合物ライブラリー創薬先端研究・
教育基盤センターの協力のもと東京大学創薬
オープンイノベーションセンターが保有する
化合物ライブラリーなどを利用しすでに複数
のシード化合物を同定している。 
我々はまず既承認薬に対する網羅的探索で膵
星細胞を休眠状態に誘導する可能性のある化
合物（シード化合物）を 152 種類同定した。 
 

 
さらには新規化合物に対するスクリーニング
に対して HIT 化合物を同定する。創薬機構が
保有している化合物サンプルの中で、現有の
化合物に対し、忌避構造条件をより druglike
に設定し、厳選した１万種類の化合物につい
て、ランダムスクリーニングを行うものであ
る我々はすでに１万種類の化合物提供につい
て承認を受けスクリーニングを一部開始して
いる。 
④ スクリーニングにより検出した新規化合

物によるオートファジー抑制の確認 
上記で確認した既存薬 152種類の validation
を現在進行させている。スクリーニングで同
定された HIT 化合物 X を実際に imPSC に投与
し、スクリーニング通りに PSC の活性化が抑
制されるかを評価した。PSC 活性化抑制の確
認には脂肪滴の変化を BODIPY および、同じく
脂肪滴を染色する LipiDye®で行った。染色で
確認されたものはさらに PSC 活性化の抑制を
確実に確認した。 

 
われわれは既にHIT化合物が再現性を持って
PSC を抑制することを確認、さらにはスクリ
ーニングで同定した濃度よりも低い濃度でも
PSCの活性化抑制が誘導されることを示した。
（前図） 

⑤ 同定薬剤膵星細胞が膵癌の生物学的動態
に与える影響の確認 

スクリーニング系により同定された薬剤で実
際に星細胞の増殖が抑制され、マウスモデル
でも転移が抑制される可能性を確認した。 
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