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研究成果の概要（和文）：　胆道癌の微小環境特性としては、初期浸潤病巣においても癌細胞周囲に線維化が生
じ、脈管侵襲や神経周囲浸潤が顕著になることが挙げられ、微小環境が癌の悪性度に重要な役割を果たしてい
る。
　今回、胆道癌細胞株とヒト間葉系幹細胞の共培養モデルを用い、癌細胞の形態変化並びに癌細胞に起こる上皮
間葉系転換を確認した。概日リズムを形成する時計遺伝子も微小環境下において癌細胞の時計遺伝子の発現が上
昇することなどを明らかにし癌微小環境形成において重要な働きを担っていることを明らかにした。さらに微小
環境下において抗腫瘍性・抗炎症性サイトカインと時計遺伝子の相互作用が示唆された。

研究成果の概要（英文）：　The microenvironmental characteristics of biliary tract cancer include 
fibrosis around the cancer cells even in early infiltration lesions, vascular invasion and 
perineurial infiltration. The microenvironment plays an important role in cancer malignancy.
　Here, using a co-culture model of biliary cancer cell lines and human mesenchymal stem cells, we 
confirmed morphological changes of cancer cells and epithelial-mesenchymal transformation (EMT) that
 occurs in cancer cells. The clock gene, which forms circadian rhythms, also shows that the 
expression of the clock gene of cancer cells is elevated under the microenvironment, and it has been
 shown to play an important role in the formation of the cancer microenvironment. Furthermore, under
 the microenvironment, the interaction between cytokines (e.g. anti-tumor cytokines 
anti-inflammatory cytokines) and clock genes was suggested.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　胆道癌の初期浸潤病巣において時計遺伝子が関与することが示唆された。今後は間質や時計遺伝子を標的とす
る新たな胆道癌治療 (時計遺伝子 DEC 阻害剤薬の開発と臨床応用研究など) への基礎的研究として発展できる
可能性が期待できる。さらに、本研究が胆道癌の早期発見・治療へと繋がり胆道癌全体の予後改善へ礎を成した
と考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
胆道癌は、いまだ予後不良の疾患である。初期の段階ではしばしば無症状であり、腫瘍マー

カーも特異的なものはなく 早期診断は困難 である。しかし、早期症例での予後は決して悪く

なく 、いかに早期発見・早期治療を行うかが今後の課題 である。腫瘍の増殖・浸潤・転移と

いった生物学的特性は、腫瘍自体によって決定されるものではなく、腫瘍細胞のおかれた微小

環境 (ニッチ) 下での間質細胞との相互作用が影響していると考えられている。他臓器の癌と

比較し、胆道癌は初期浸潤病巣においても間質の線維化が認められることが病理学的特徴の一

つである (J Hepatobiliary PancreatSci, 2014) 。この間質の線維化は、 αSMA 陽性であり

筋線維芽細胞の特徴を有し、癌関連 線維 芽細胞 (CAF : Cancr A ssociated F ibr o blast) と

して注目されている。この CAF は癌細胞の上皮間葉転換 (EMT: E pithelial M esenchymal T 

ransition) にも関与していることが明らかとなりつつある。従って、胆道癌の微小環境を考慮

した発育進展制御の解析は 、従来の癌細胞のみの細胞解析法に比べ、より生体と近い環境を反

映していると考えられ、新たな癌増殖制御機構 の構築に繋がると考えられる。胆道癌初期浸潤

病巣を解析することは、早期胆道癌の解析の一助になる 。一方、生物の生理機能・代謝・行動

は、脳視床下部 視床叉上核 で駆動されている中枢性の生物時計が刻む約 24 時間周期の概日

リズムにより調整されている。この生物時計 概日リズム)は、時計遺伝子の発現により制御さ

れその機能解析が進みつつある。我々の研究室は DEC 遺伝子 (DEC1 および DEC2 ) が時計

遺伝子ファミリーに属することを解明し、さらに変異型 DEC 遺伝子を用いて時計遺伝子のフ

ィードバック機構について解明するなど、DEC 遺伝子解析に関して 世界に先駆けた研究 を

行い、評価を受けている (Int J Mol Med 17: 1053 1056, 2006; Eur J Biochem 271, 4409 4419, 

2004; Nature 419, 841 844, 2002) 。さらに、 DEC が概日リズム (生物時計 ) の調節に加え、 

EMT や血管新生・アポトーシス制御、腫瘍細胞増殖などの病態機序と関連していることを報

告している (Int J Oncol 41: 1337 1346, 2012; Genes Cell 15: 315 325, 2010; genes Cells 

13: 131 144, 2008) (図 1)。 

以上の実績と背景をもとに、「胆道癌初期浸潤病巣では 、生物時計が関与する概日リズムの

下で、特徴的な間質変化を伴う微小環境が形成される」という仮説に基づき、個体レベルで証

明することを研究目標とした。 本研究は、現在早期発見が困難であり難治性癌の一つである胆

道癌の悪性度を間質の影響を含めた、時計遺伝子の機能解析で明らかにしようとする点が特徴

的な研究である (図 2)。

 
 
２．研究の目的 
本研究は、微小環境を考慮したの胆道癌初期浸潤病巣の解析を行うことで、早期胆道癌の病態

解析に繋げ、胆道癌における新たな癌増殖制御機構の構築を目指したものである。 



 胆道癌の微小環境特性として、初期浸潤病巣においても癌細胞周囲に線維化が生じ、脈管侵襲

や神経周囲浸潤が顕著になることが挙げられる。癌細胞と周囲の間質の相互作用を含む微小環境

が癌の悪性度に重要な役割を果たしている。これらの相互作用は概日リズムを形成する時計遺伝

子 (bHLH (Basic-helix-loophelix) 型転写因子) を基盤に形成されるという仮説に基づき、時

計遺伝子の発現と、癌細胞増殖、癌細胞・間質との相互作用の機序を証明することにより、胆道

癌初期浸潤病巣における癌微小環境の病態解明と増殖制制機構の構築を目標とする。 

 
３．研究の方法 
 胆道癌初期浸潤病巣における微小環境形成は、時計遺伝子機能が基盤として形成されることを

証明するため、以下の概要で時計遺伝子発現による癌微小環境の解明を試みた。 

(1) 胆道癌幹細胞の特性を評価するため、癌幹細胞分離・同定を行い、時計遺伝子発現と癌細胞

の増殖能・浸潤能の相互作用を証明する。 

(2) 癌微小環境を形成するために、まずヒト間葉系幹細胞を癌関連線維芽細胞 (CAF) へ分化誘

導を行う。その後、胆道癌細胞へ及ぼす影響を調べるため、CAF へ誘導されたヒト間葉系幹細胞

と共培養し、間質線維化を伴う癌微小環境を誘導する。 

(3) 胆道癌細胞と CAF の共培養により、癌の悪性形質転科、時遺伝子の発現を確認する。 

(4) リンパ管・血管を有する3次元培養組織モデルを作製し、癌細胞の脈管侵襲、間質との相互

作用、時計遺伝子の関与を明らかにする。さらに、時計遺伝子を過剰発現ないしノックダウンす

ることで、癌微小環境への影響、癌細胞の悪性形質転化への影響を検討する。 

(5) 癌微小環境下において、サイトカインが癌細胞に及ぼす影響と時計遺伝子発現との相互作用

を明らかにする。 

 
４．研究成果 
(1) 胆道癌細胞株とヒト間葉系幹細胞株との共培養モデルで、癌細胞の形態変化を確認し

た。さらに、免疫組織化学染色を施行し癌細胞の vimentin の発現上昇や E-cadherin の

発現低下を確認した。これらは、上皮間葉転換 (Epithelial Mesenchymal Transformation: 

EMT)と考えられる。 

(2) 胆道癌細胞株とヒト間葉系幹細胞株との共培養系において、時遺伝子 (DEC1, DEC2 な

ど) を検討したところ、DEC の高発現を確認した。時計遺伝子の制御のもと、微小環境が

形成されることが示唆された。 

(3) 癌微小環境下においても抗腫瘍性・抗炎症性サイトカインと時計遺伝子の相互作用が

示唆された。  
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