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研究成果の概要（和文）：膵臓がんPDXを17系統作製した。腫瘍組織を上皮と間質マーカーとに分けて染色し、
間質マーカー陽性細胞をFACSソーティングして次世代シーケンサーにて解析した。その結果、長期継代したPDX
において発現の高い遺伝子Xを同定した。同じPDXにおける遺伝子Xの発現解析を行い、遺伝子Xはがん細胞には全
く発現を認めない事を確認した。次に同じPDXの腫瘍組織を用いて遺伝子Xの免疫染色を行い、腫瘍の一部の間質
細胞にのみ発現を認めた。そこで遺伝子Xを標的とした治療法の開発を行うため、遺伝子Xに対する抗体を作製し
てCAR分子を構築した。それをT細胞に遺伝子導入してCAR-T細胞を作製し抗腫瘍効果について検討した。

研究成果の概要（英文）：We generated 17 lines of pancreatic cancer PDX. Tumor tissues were stained 
with epithelial and stromal markers, and stromal marker-positive cells were sorted by FACS and 
analyzed by next-generation sequencing. From the results of the analysis, we identified gene X that 
was highly expressed in the long-succeeded PDX. The expression of gene X in cancer cells of the same
 PDX was analyzed, and it was found that gene X was not expressed in cancer cells at all, but only 
in stromal cells. Next, we performed immunostaining for gene X using tumor tissue of the same PDX, 
and found that gene X was expressed only in some stromal cells of the tumor. In order to start the 
development of therapies targeting gene X, we generated antibodies against gene X and constructed 
CAR molecules. The CAR-T cells were generated by gene transfer to T cells, and their anti-tumor 
effects were examined.

研究分野： 腫瘍免疫、消化器がん

キーワード： 膵臓がん　がん間質幹細胞　膵臓がんPDX　次世代シーケンサー　CAR-T療法
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、難治性がんで最も予後不良である膵臓がん患者を対象とした新規治療法の開発を目的とした研究であ
る。本研究が成功すれば、膵臓がんで苦しむ多くの患者さんに恩恵がもたらされる。これまでのがん治療は腫瘍
細胞を標的とした治療法が多く開発されているが、本研究の特徴は、がん細胞を標的とするのではなく、がん間
質細胞を標的とするところにある。本研究では、間質細胞の中でもがん間質幹細胞を標的とした治療法の開発で
あり、新しい着眼点のがん治療法開発となる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 

１．研究開始当初の背景 
腫瘍を形成する細胞の中には、ごく少数の がん幹細胞（Cancer Stem Cells: CSCs）と、

CSCs から分化・派生したがん細胞（非がん幹細胞）とが存在し、正常組織の発生段階で見
られるような幹細胞を頂点とする分化の階層が残されていることを示唆する多数の報告が
ある（Reya et al. Nature, 2001, Batlle et al. Nat Med, 2017）。近年の見解では、CSCs 
は抗癌剤や放射線などあらゆる治療に抵抗性の性格を有しており、局所浸潤・遠隔転移、再
発などがんの悪性的特徴の中心的役割を担っていると考えられていて、真の治療標的細胞
として多くの研究が進められている。一方、腫瘍の発生や進展には、腫瘍細胞を取り囲む間
質の微小環境が重要な役割を果たすことが数々の研究で証明されてきた。一部の腫瘍では
間質量や線維芽細胞増殖性の高さがその悪性度や患者の予後と強く相関していることが示
唆されており、新しいがん診断や治療標的として注目されている。がん間質を構成する細胞
としては、血管内皮細胞や周皮細胞、マクロファージ（tumor associated macrophage: TAM）
などの免疫担当細胞、線維芽細胞／筋線維芽細胞をはじめとする組織特有のがん関連線維
芽細胞（Cancer associate fibroblast: CAF）など多くの細胞が存在するが、これらが特殊
な微小環境を構成し、そこから供給される誘導因子が上皮間葉転換（Epithelial-
Mesenchymal Transition: EMT）を含む浸潤・転移・増殖などがんの進展を促進する根源と
なっていると考えられている（Calabrese et al. Cancer Cell, 2007）。またこれらの間質
細胞ががん細胞の化学療法や放射線治療に対する抵抗性を強めることも明らかとなってき
ており、間質を制御することはがんを治療するうえでとても重要であると考えられるが、
がん間質に対する治療法については未だに確立されていないのが現状である。 
間葉系幹細胞（Mesenchymal Stem Cells: MSCs）は骨髄をはじめ、脂肪組織や諸臓器に存

在し、骨・軟骨・脂肪など間葉系細胞に分化しうる多分化能細胞である。また体内の免疫調
整能を有することも知られている。更に組織の維持や修復などに際し補助的な役割を担う
など多様な特徴を持つが、がん細胞に対してはがん組織に動員され多くのがん間質構成細
胞へと変化し、腫瘍進展に大きく関与している可能性が高いことが報告されている
（Karnoub et al. Nature, 2007, Mishra et al. Can Res, 2009）。 がんの発生部位や転
移部位に集積する特性を有するとも報告されているが、集積することの意義、集積した細胞
の役割（特にがんの進展への関与）についてはまだ明らかではない。本研究では、間質細胞
特に腫瘍増悪に強く関与する間葉系幹細胞を標的とした新規がん治療法の開発に取組む。 
 
２．研究の目的 
がん微小環境の重要性が年々高まっているがその本質についてはまだ解明されていない。

特にその根幹をなすがんの悪性度に関与する間葉系幹細胞（がん間質幹細胞）の役割につい
てはまだ議論が始まったばかりであり、今後更なる研究が期待されている。本研究の目的は、
がん微小環境に長期生存し、がんの進展に関与する間質細胞（がん間質幹細胞）に着目し
て、その細胞の機能と役割を明らかとし、その細胞を標的とした新規がん治療法を可能と
するための技術的・知的基盤を確立することである。また本研究では、患者腫瘍組織移植モ
デル(Patient derived xenograft: PDX)を用いる事により、間質が患者細胞からマウス細
胞に置きかわる現象を利用する事ができ、がん間質に長期生存する患者由来の間質細胞に
焦点を当てた研究が可能となる。このような研究はこれまでに報告がなく我々オリジナル
の研究である。本研究の成果として、がんの進展に関与するがん間質幹細胞を同定しそれ
を標的とした新規治療法が開発できれば、これまでのアプローチとは異なる正に革新的治
療法の開発となり、特にがん間質が豊富である膵臓がんに対する新規治療アプローチを提
供できるものと期待される。 
 
３．研究の方法 
本研究では、膵臓がん PDX を用いて早期継代(G2)と長期継代（継代 8回, G8）したそれぞ

れ同じ 3系統の PDX を用いて下記のように実験を行う（下図参照）。 
① 腫瘍組織からマウス由来の細胞(EGFP+, HLA-)及びがん細胞(HLA+, cytokeratin+)を取

り除いて患者由来の間質細胞(HLA+, cytokeratin-)のみを抽出する。 
② 患者由来の間質細胞を早期継代(G2)と長期継代（G8）したものとに分けて次世代シー



ケンサー解析（NGS）を行い、それぞれのデータの比較解析を行う。 
③ 長期継代した腫瘍の患者由来間質細胞（がん間質幹細胞）に強く発現する遺伝子を同

定すると共に、間質細胞由来の発現パネル（Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)）
に照らし合わせてがん間質幹細胞の基となる細胞を探索する。 

④ 同定した遺伝子及びがん間質幹細胞の基となる細胞に着目し、腫瘍組織における間質
細胞の免疫組織染色、FACS解析又はRT-PCR解析を施行する。 

⑤ これらの解析から患者由来の長期生存するがん間質細胞（がん間質幹細胞）の特徴を
明らかとし、がん間質幹細胞を標的とした新規標的分子として検証を行う。 
1) 標的分子が細胞内分子である場合には、これまで我々が行ってきた免疫解析法を駆

使してepitope peptideを同定する。更にはpeptide特異的CTLクローンを樹立してT 
cell Receptor (TCR)解析を行う。 

2) 標的分子が細胞膜分子である場合には、その分子に対する抗体を作成し、抗体療法
又はChimeric Antigen Receptor(CAR)T細胞療法へと応用させる。 

3) 1),2)と並行して企業と提携し低分子阻害剤の開発に取り組む。 
以上の解析を行うことによりがん間質幹細胞の特徴を明らかにすると共に多角的な新規治
療法の開発に繋がると期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
膵臓がん患者より腫瘍組織を採取し、それを超免疫不全マウス(NOG マウス)に移植する事

で膵臓がん PDX を 17 系統作製した。作製した膵臓がん PDX を継代しても膵臓がん組織の特
徴が保たれている事を形態学及び遺伝学的に証明した（図 1）。 
 
図 1 

また本研究で用いたマウスの特徴として NOG-EGFP マウスを使用しており、このマウスの
使用により、患者由来細胞とマウス由来細胞とを分けて解析することが可能となった（図



2）。がん細胞もがん間質細胞も元は患者由来であるが、マウス継代を行うことによりがん細
胞は患者由来のままであるが、がん間質細胞はマウス由来に置換されていく。この現象を利
用して、がん間質がマウス由来に置換されていく中で残存する患者由来のがん間質細胞に
着目して解析を行った。更に本研究では、この間質細胞を次世代シーケンサー(NGS)にて解
析を行ったが、そこでもマウスのシーケンスとヒトのシーケンスとを完全に分けて解析を
行った。 
 

図 2 

 膵臓がん PDX 腫瘍組織を上皮マーカーと間質マーカーとで染色し、間質マーカー陽性細胞
を FACS ソーティングして次世代シーケンサー(NGS)にて解析を行った。得られたデータを
マウス由来のシーケンスとヒト由来のシーケンスとに完全に分けて解析し、ヒト由来のシ
ーケンスのみデータ解析を施行した。この解析を若い世代の PDX(G2)と多く継代した
PDX(G8)とを用いて比較検証した。その発現解析結果から、長期継代した PDX において発現
が高く維持されている遺伝子 X を同定した。同定した遺伝子 X が間質細胞に特異的である
かを検証するため、同じ PDX モデルのがん細胞における遺伝子発現と比較解析を行った結
果、同定した遺伝子 Xはがん細胞には全く発現を認めず、間質細胞にのみ発現している事が
判明した。またその遺伝子 X 由来の蛋白質発現を同じ PDX モデルの腫瘍組織を用いて免疫
染色を行った結果、腫瘍の一部の間質細胞にのみ発現を認めた。そこでこの遺伝子を標的と
しての治療法の開発に着手した。遺伝子 X 由来の抗原蛋白に対する抗体を作製して CAR 分
子を構築した。それを T 細胞に遺伝子導入して CAR-T 細胞を作製し抗腫瘍効果について検
討した。 
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