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研究成果の概要（和文）：膵癌幹細胞マーカーCD133高発現細胞を用いて、エクソゾームを運搬体とした治療法
の標的となる分子の検索および作用機作について研究した。セリン / スレオニン・キナーゼmTORの関与につい
て明らかにし、mTORは2種類の異なった複合体mTORC1(mTOR複合体1)およびmTORC2(mTOR複合体2)を形成して働い
ているが、これらは異なった作用で癌幹細胞の維持に関与し、mTORC1とこれにフィードバック機構を介して働く
mTORC2→Akt経路との同時阻害が癌幹細胞の抑制に有効であることを示した。

研究成果の概要（英文）：Using pancreatic cancer stem-like model cells with high CD133 expression 
level, we studied for target molecules and their mechanisms of action for exosome-based therapies. 
The involvement of the serine / threonine kinase mTOR was elucidated. mTOR works by forming two 
distinct complexes mTORC1 (mTOR complex 1) and mTORC2 (mTOR complex 2), which are involved in cancer
 stem cell maintenance through different actions, and the combined inhibition of mTORC1 and the 
mTORC2→Akt pathway, which affects on mTORC1 through a feedback mechanism, is effective in 
suppressing cancer stem cells.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： 癌幹細胞　膵臓癌　CD133　nTOR　Akt

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膵癌は5年生存率が10%前後の難治性のがんで、新たな治療法が求められている。治療の障害となる再発・転移は
腫瘍を作る幹細胞、癌幹細胞によって引き起こされると考えられ、癌幹細胞の根絶を目的とした標的療法が注目
される。また、膵癌などKRASが活性化した細胞では細胞外小胞の一種エクソゾームの取り込みが亢進しており、
膵癌治療の運搬体としてエクソゾームの利用が試みられている。米国のKalluri, R. らは変異型KRASを標的とし
て研究をすすめているが、この方法ではエクソゾームの取り込み自体が低下する懸念がある。mTOR、Aktの同時
阻害はこれの回避が期待できる。

※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。



１．研究開始当初の背景 

膵癌は難治性の悪性腫瘍で、5 年生存率は現在も 10％前後である [1] 。日本における癌関連

死因の第 4 位を占め、膵癌の罹患率はさらに増加を続けている[1]。この疾患の臨床経過は不良

で、新しい治療法が必要とされている。 

がん幹細胞（CSC）理論が提唱され、固形癌においても CSC 発見の報告が続いている [2,3,4] 。

CSC は、自己複製能とバルク腫瘍細細(自己複製能を持たない腫瘍構成細細)への「分化能」を有

する細胞である [2,3,4] 。したがって、CSC は腫瘍形成の起点となり、再発の原因となる。CSC

は転移や薬剤耐性・放射線耐性の原因とも考えられている。膵癌の CSC を根絶すれば、腫瘍の発

生がなくなり、癌の再発が効果的に抑制されると期待できる。したがって、CSC の維持に働くシ

グナル経路は新しい治療法の有望な標的である。 

膵臓の CSC マーカーとしては、CD133 [2] と CD44/CD24/EpCAM の組み合わせ [3] が報告され

ている。我々の研究でも、臨床膵癌における CD133 発現は予後不良および転移の増加と相関して

いた[5]。膵癌細胞株 Capan-1 の CD133 陽性細胞は CSC 様の性質を示す [6]。この細胞株から遊

走能を指標として選別を繰り返し、CD133 陽性細胞比率の高いサブラインを樹立した。また、そ

のサブラインに CD133shRNA を導入し、CD133 ノックダウン細胞を得た。これら細胞の比較から、

CD133 が上皮間葉転換（EMT）を促進することがわかった [7, 8]。EMT と CSC 様性質との関連性

は、これまでの報告に一致している[9,10,11]。 

 

２．研究の目的 

近年エクソゾームに関する研究が進み、この細胞外小胞に含まれる様々の分子が体内において

安定であること、また、膵癌など KRAS が活性化した細胞ではエクソゾームの取り込みが亢進し

ていること、が報告されている[12]。これらの点に注目して、本研究はエクソゾームを運搬体と

して短鎖 RNA などを膵癌幹細胞に投与し、CSC の抑制制御をおこなう治療法の開発を目指して開

始した。 

2019 年春、京都で開かれた細胞外小胞の国際学会 ISEV2019 に参加し、米国で同様の研究を行

っている Kalluri, R. らのグループの発表を聞き、また、Kalluri 教授と会場で話した結果、 

全体の計画を再検討し実験の一部を縮小して、彼らが標的に用いている KRAS(変異型)以外の新

たな標的分子の検索に力を入れることとした。 

 
３．研究の方法 

膵癌細胞株 Capan-1 の CD133 陽性細胞は免疫不全マウスへの移植実験において腫瘍形成能があ

り、この細胞から得られた CD133 高発現のサブライン(Capan-1 M9 細胞、陽性細胞比率 90%以

上)が CSC 様の性質を示したことから、このサブラインを膵癌幹細胞のモデルとして CSC の維持

に働くシグナル経路検索ができると考えた。 

Capan-1 M9 細胞を種々のシグナル経路に働く阻害剤などで処理し、幹細胞性の形質として

CD133 発現細胞の比率およびスフエア形成能(自己複製能の指標)を調べ、同時にソフトアガー

中でのコロニー形成(足場非依存性増殖)や cell viability(MTT アッセイ)、細胞増殖(細胞数計

測による)についても検討した。また、Akt→mTOR 経路の構成タンパクについてウエスタンブロ

ッティング法を用いてタンパクの発現やリン酸化状態を調べた。 

さらに、この細胞で得られた結果が他の膵癌細胞株(PANC-1、腫瘍形成能あり)でも同様に見ら

れるかを確認した。 

 



４．研究成果 

我々は上記の方法で、mTOR 阻害剤ラパマイシンおよびヘッジホッグ経路の阻害剤が、Capan-1 

M9 細胞の CD133 発現率および cell viability に異なった様式で作用し、また、免疫不全マウ

ス移植腫瘍の増殖を、単独あるいは併用投与で、抑えることを示してきた[13, 14]。 

膵癌では、多くの症例(約 85%)で KRAS 突然変異のある事が知られており [15]、mTOR は KRAS

の下流に存在する PI3K/Akt/mTOR シグナル伝達経路の構成要素である。セリン/スレオニンプロ

テインキナーゼ mTOR は、それぞれ固有の基質に作用する 2つのキナーゼ複合体、mTOR 複合体 1

（mTORC1）と 2（mTORC2）として機能している。この 2 つの複合体は構成するタンパク要素が

異なり、mTORC 1 はラパマイシンによってアロステリックに阻害されるが、mTORC2 はラパマイ

シン非感受性である。 

mTORC1 特異的阻害剤であるラパマイシンは CD133 陽性細胞の cell viability およびスフィア

形成を低下させ、マウス移植腫瘍の増殖を抑えたが、mTORC1 と mTORC2 の両方に作用する ATP

競合型阻害剤 KU-0063794 は、より効果的であることが示唆された[13]。このことは、mTORC1

だけでなく mTORC2 も CSC 様性質の維持に関与し、したがって有効な治療標的となる可能性を示

しているので、 mTORC1 と mTORC2 の働きについてさらに詳しく調べた。 

CD133 高発現膵癌細胞の CSC 様性質に対する mTORC1/mTORC2 デュアル阻害剤の作用 

mTORC1 と mTORC2 の両方に作用するデュアル阻害剤 KU-0063794 は、mTORC1 阻害剤ラパマイシ

ンと同様に、CD133 高発現細胞 (Capan-1 M9 細胞)のスフエア形成 (自己複製能の指標)、ソフ

トアガー中でのコロニー形成、cell viability (MTT アッセイ)、細胞増殖(細胞数計測による)

を低下させる。一方で、CD133 発現細胞の比率はあまり変化させず、この点で発現細胞比率の

低下を起こすヘッジホッグ経路の阻害剤とは異なっている。さらに、cell viability およびス

フエア形成について詳細に調べるとラパマイシンによる低下は一定濃度でプラトーに達する

が、デュアル阻害剤 KU-0063794 の作用はより低いレベルまで直線的な濃度依存性を示した。こ

のことは別の膵癌細胞 PANC-1 でも同様に認められた (図 1) 。 



Akt→mTOR 経路に対する mTOR 阻害剤の作用 

Capan-1 M9 細胞を mTOR 阻害剤で処理し、Akt→mTOR 経路構成タンパクのウエスタンブロッテ

ィングをおこなった。ラパマイシン処理細胞では、S6 キナーゼおよび S6 タンパクのリン酸化

が抑えられ mTORC 1 の阻害が確認されるとともに、Akt のリン酸化が誘導され、すなわち Akt

の活性化が認められた。KU-0063794 処理細胞でも S6 キナーゼおよび S6 タンパクのリン酸化は

同様に抑えられ mTORC 1 の阻害は確認されたが、Akt の活性化は認められなかった。 

mTORC1 と Akt 同時阻害の作用 

mTORC2 は Akt の S473 をリン酸化することから[16, 

17]、ラパマイシン処理細胞では mTORC2 活性が Akt

のフィードバック活性化に関与している可能性があ

る。この考えは、ラパマイシンによる阻害作用はプ

ラトーに達するが、KU-0063794 による阻害効作用に

はプラトーがないという結果と矛盾しない。 

Akt 活性化の関与を確認するため、Capan-1 M9 細胞

をラパマイシンと Akt 阻害剤 GSK2110183 で同時処

理した。Akt 阻害剤存在下では cell viability は直

線的に減少し、プラトーは認められなかった。また、

スフエア形成についても同時処理によって効果的に

抑制された (図 2) 。 

 

我々は、膵癌幹細胞の維持シグナルが治療標的として有効であると考え、mTOR およびヘッジホ

ッグ経路に注目してきた。今回、mTOR 複合体 1（mTORC1）および 2（mTORC2）の関与と作用機作

についてさらに検討し、mTORC1 の活性が CSC 様特性と直接相関すること、また、mTORC2 はラパ

マイシン処理後の Akt リン酸化に関与し、CSC 抑制に対する負の作用を持つことを示す結果を得

た。mTORC1 および mTORC2 の二重阻害、あるいは mTORC1 と Akt の同時阻害によって膵癌幹細胞

を効果的に抑制できると考えられる。 

 

KRAS が活性化した細胞ではエクソゾームの取り込みが亢進していることから、膵癌でもエクソ

ゾームを運搬体とした治療法の開発がすすんでいる[18]。KRAS(変異型) を直接標的にするとエ

クソゾームの取り込み自体を低下させると考えらえるが、ｍTOR および Akt を標的とすること

によってこれを回避できる可能性があり、期待される。 
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