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研究成果の概要（和文）：膵癌のリンパ節転移メカニズムの解明を目的に以下の研究を行った．膵癌細胞株を
VEGF-C強発現株とVEGF-C低発現株に分類した． VEGF-C強発現株はVEGF-C低発現株にくらべてリンパ管内皮細胞
の浸潤能と管腔形成能を亢進した．また，K-ras mutationに着目して検討したところ，K-ras wildよりもK-ras 
mutationの膵癌細胞株でリンパ管新生能が高かった．これらはVEGF-C/VEGF-R3(VEGF-Cのレセプター)シグナルの
抑制により低下し，このシグナルの膵癌リンパ管新生への関与と新たな治療ターゲットへの可能性が示唆され
た．

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the mechanism of lymph node metastasis of pancreatic 
cancer (PaCa), the following study was conducted. Pancreatic cancer cell lines were classified into 
VEGF-C strong expression strains and VEGF-C low expression strains. PaCa with high VEGF-C enhanced 
the invasive ability and tube formation of lymphatic endothelial cells compared with PaCa with weak 
VEGF-C. In addition, focusing on K-ras mutation, PaCa with K-ras mutation showed higher 
lymphangiogenesis potential than K-ras wild. The suppression of VEGF-C / VEGF-R3 (VEGF-C receptor) 
signal reduced the enhanced lymphangiogenesis by PaCa. So these results suggested that this signal 
may contribute to PaCa lymphangiogenesis and might become a new therapeutic target.

研究分野：消化器外科
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１．研究開始当初の背景 
膵癌は消化器癌の中で最も予後の悪い癌で
あり、その予後規定因子にはリンパ節転移、
肝転移、神経浸潤がある。当教室では現在ま
でに膵癌の予後向上を目的に臨床的、基礎的
研究を継続して行ってきた。しかしリンパ節
転移機構に関する分子生物学的解析はいま
だ十分ではない。その理由として、 
（１）リンパ管内皮細胞の分離培養法が確立
されていなかった。 
（２）免疫染色で用いる抗リンパ管内皮細胞
抗体の特異性が必ずしも高くなかった。 
などがあげられる。 
近年、リンパ管内皮細胞の分離継代培養が可
能になり、VEGF-C や VEGF-D といったリンパ
管新生増殖因子も同定された。また、リンパ
管内皮細胞に特異性の高い抗体も確立され
た。 
 
２．研究の目的 
上記の背景をもとにリンパ節転移能の異な
る膵癌細胞株の分子生物学的特徴を検討し、
そこに関わる既知及び未知の因子の同定お
よびその抑制による抗体や分子標的薬剤を
使用した抗リンパ節転移治療の確立を目的
とした。 

 
３．研究の方法 
（１）リンパ管新生因子の発現の検討 
①膵癌細胞株における VEGF-C の発現を real 
time RT-PCR、Western blotting（WB）、ELISA
で検討する。 
②上記により、リンパ管新生促進因子高産生
株と低産生株に分類する。 
 
（２）膵癌細胞によるリンパ管新生能（増殖
能・遊走能・毛細管形成能）の検討 
①リンパ管内皮細胞の増殖能の検討 
WST-1 Assay を用いて、rVEGF-C 刺激による
リンパ管内皮細胞の増殖試験を施行する。 
②リンパ管内皮細胞の遊走能の検討 
double chamber 法を用いて、rVEGF-C 刺激に
よるリンパ管内皮細胞の遊走能亢進を確認
する。さらにリンパ管内皮細胞を、膵癌細胞
株の培養上清を用いて作成した調整培地で
刺激、あるいは膵癌細胞と共培養することに
より腫瘍由来 VEGF-C で刺激し、リンパ管内
皮細胞の遊走能の変化を比較検討する。 

③リンパ管内皮細胞の毛細管形成能の検討
リンパ管内皮細胞と線維芽細胞を共培養し、
rVEGF-C および腫瘍由来 VEGF-C で刺激し、リ
ンパ管内皮細胞の毛細管形成能を比較検討
する。この方法により、生体内により近い環
境で癌―間質相互作用を含めたリンパ管新
生能が定量比較できる。 

 
（３）K-Ras 癌遺伝子の活性化とリンパ管新
生刺激因子産生との関連の検討 
Kras mutation 膵癌細胞株と Kras wild 膵癌
細胞株でリンパ管新生能の差異を前述の方
法で検討した． 
 
（４）VEGF-C/VEGF-R3(VEGF-C のレセプター)
シグナルの関与 
VEGF-C/VEGF-R3 シグナルの関与を検討する
ために，rVEGF-R3 を用いてこのシグナルの抑
制を行い，リンパ管新生能の変化を検討した． 
 
４．研究成果 
（１） 
膵癌細胞株を定量 PCR を用いて VEGF-C の
mRNA 発現量の差異を比較検討し、同様に膵癌
細胞株の培養上澄を用いて ELISA で VEGF-C
蛋白の発現量の差異を検討した。これらより、
膵 癌 細 胞 株 を VEGF-C 強 発 現 株
（PaCa-VEGFC-S）と低発現株（PaCa-VEGFC-W）
に分類した。 

 
（２） 
膵癌細胞株とリンパ管上皮細胞、線維芽細胞
を double chamber を用いて約２週間共培養
し、また、リンパ管上皮細胞に特異的に反応
する podoplanin 抗体を用いてリンパ管上皮



細胞を染色し、リンパ管上皮細胞の管腔形成
を 比 較 し た 。 PaCa-VEGFC-W に 比 べ
PaCa-VEGFC-S との共培養で、リンパ管新生は
亢進していることが確認できた。また，
VEGF-C/VEGF-R3（VEGF-C のレセプター）シグ
ナルの抑制は膵癌由来のリンパ管新生を抑
制した。 

 
同様にリンパ管内皮細胞の遊走能に対する
PaCa VEGF-S と PaCa VEGF-W の作用を比較し
たところ，PaCa VEGF-S の作用が高いことが
確認できた．またこれは rVEGF R3 による
VEGF-C/VEGF-R3 シグナルの抑制により低下
した． 
 

 
（４）同様に K-ras mutation を認める膵癌
細胞株は、K-ras wild の膵癌細胞株よりも有
意にリンパ管内皮細胞の管腔形成能を亢進
した。VEGF-C/VEGF-R3（VEGF-C のレセプター）
シグナルの抑制はこの K-ras mutation を認
める膵癌細胞株由来のリンパ管新生を抑制
した。 
 
以上の結果より、この VEGF-C/VEGF-R3 シグ
ナルの膵癌血管新生への関与と新たな治療
ターゲットへの可能性が示唆された。 
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