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研究成果の概要（和文）：8種類のhPSCを用いて膵癌細胞株と共培養実験を行い、hPSCの違いにより、膵癌の増
殖速度に違いがあることを見出した。これらの違いは患者年齢と相関したため、老化に伴うSASPが癌の増殖に関
与していると考え、hPSCに対して、PCR arrayを行ったところ、SASP因子が悪性度と相関していることが判明し
た。さらに、hPSCにおける老化･SASP関連遺伝子の発現と、術前治療の腫瘍縮小率と有意に相関しており、さら
にｈPSCのp53 pathwayを阻害したところ、hPSCからのIL-6分泌が減少し、癌細胞の増殖は抑制された。

研究成果の概要（英文）：First, we primary cultured eight human pancreatic stellate cells (hPSCs) and
 co-cultured them with pancreatic cancer (PC) cell lines and confirmed that differences in hPSCs 
induce differences in the proliferation of PCC lines. Then, by performing PCR array on these eight 
CAFs and combining the data with that of co-culture experiments, we found that the expression of 
various genes related to cellular senescence and SASP such as TP53, CDKN1A/p21, NFKB1, and IL6 in 
hPSCs correlated with the proliferation of pancreatic cancer cell lines. Based on these results, we 
focused on the p53 pathway-mediated cellular senescence of CAFs and examined its effect on the 
proliferation of PCC lines. When CAFs treated with p53 inhibitors were co-cultured with PC cell 
lines, the concentration of IL-6, also known as the SASP factor, in the co-culture supernatant was 
significantly lower than when co-cultured with untreated CAFs, and the proliferation of the PC cell 
lines was also significantly suppressed.

研究分野： 消化器外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、膵癌における癌関連線維芽細胞(CAF)が、細胞老化に伴うSASP因子を分泌し、それが膵癌の悪性度
に関与していることを見出した。さらに、SASP因子の一つである、p53 pathwayに注目し、p53を阻害すること
で、CAFからのIL-6分泌が抑制され、その結果膵癌の増殖能が抑制されることを見出した。膵癌におけるがん間
質の関与は非常に重要とされており、そのメカニズムの一つに細胞老化に伴うSASPが関与していることを見出
し、さらにそれを抑制することで癌の悪性度を抑制できるという本研究は、がん間質をtargetにした治療につな
がる可能性があり、有意義な研究であると思われる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

膵癌は手術、化学療法、放射線療法などの集学的治療が発達した現代においても依然として
予後不良な疾患であり、その 5 年生存率は 10％未満と他癌種に比べても一際悪い。近年、その
膵癌の強い悪性度に、膵癌最大の特徴である豊富な間質組織が関与するとの報告が増えている。
特に、その間質組織の主な構成成分である線維芽細胞は『癌関連線維芽細胞（CAF）』と呼ばれ、
癌細胞や免疫細胞とケモカイン、サイトカイン、成長因子などを介した相互作用により、膵癌の
増殖、浸潤、薬剤抵抗性に関与することが分かってきた。さらに、最新の研究では、この CAF
の中にも様々な機能的特徴を有した亜集団が存在し、その不均一性や個体差が膵癌の悪性度を
左右する可能性が報告されている。このように、CAF が存在するということだけでなく、その
『個性』に違いがあるということが膵癌の病態を把握する上で非常に重要であることが示唆さ
れている。 
 
２．研究の目的 

本研究では、膵癌における悪性度が、CAF の個体差に起因するかどうかを検証し、その個
体差の原因となる因子を検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)hPSC の初代培養・共培養/増殖アッセイ 

ヒト膵癌由来癌関連線維芽細胞(hPSC)は、倫理審査委員会の承認
取得後、患者の同意を得た上で、大阪大学医学部附属病院で施行し
た膵癌切除標本から採取した。初代培養の方法は、当教室ですでに
確立している方法を採用した(図 1)。8症例の膵癌組織から初代培養
した hPSC を樹立し、この個体差を調べるために、癌細胞株と共培養
し、その増殖能の違いを検証した。共培養アッセイは 0.4 µm の pore
の Transwell（Corning）を用いた非接触型の形式で行った。まず、
上層に hPSC を（1.0×10⁴個/well）撒き、10%の FBS を含む DMEM で
一晩培養した。hPSC が Transwell に定着したら、下層に PSN を 
1.0×10⁵個/well 撒き、さらに培地を、FBS を 0.5％含んだ DMEM に変え、 
48 時間の共培養をした時点で PSN の増殖程度を Hoechst 33342 (Thermo Fisher)を用いた蛍光
染色法で評価した。 
 
(2)RT-qPCR array 
個体差の要因を調べるために、RT-qPCR array を実施した。PCR array は、QIAGEN®の RT² 

Profiler™ PCR Array『Human Cellular Senescence』、『Human Cancer Inflammation and Immunity 
Crosstalk』を用いた。さらに Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)と Reactome
の二つのデータベースを使って Pathway Enrichment 分析を行った。 
 
(3)p53 inhibition assay/IL-6 定量 
hPSC を培養する 10%FBS を含んだ DMEM に p53 の阻害剤である pifithrin-α(Sigma-Aldrich)

を添加した状態で 5日間培養した。pifithrin-αの濃度は過去の報告を参考に 10uM となるよう
に調整した。5日間の培養の後、培地を十分 wash out してから前述の共培養実験と同様に膵癌
細胞株と 2 日間共培養して、膵癌細胞株の増殖を評価した。コントロール群では pifithrin-α
の代わりに DMSO を使用した。共培養上清中の IL-6 濃度を、酵素結合免疫吸着法（ELISA）キッ
トを用いて定量分析した。共培養上清は 10倍希釈して解析した。 
 
４．研究成果 
(1)CAF の個体差の同定 

8 種類の hPSC を用いた共培養実験
の結果を図 2に示す。共培養する hPSC
の 違 い に よ り 、 膵 癌 細 胞 株 の
Fluorescence Intensity(FI)も異な
っており、特に、#8 の FI は＃1 の約
1.4 倍と有意に高かった(P<0.001)。こ
れらの結果から、CAF の違いが膵癌細
胞の増殖に影響している可能性が示
唆された。次に#1 の蛍光強度を基準と
し、Fluorescence Intensity rate 
(FIR)を、(FIR(#X)=FI(#X)/FI(#1))と
定義し、FIR と CAF を採取した症例の

(図 1) 

(図 2) 



臨床データとの関連を調査したところ、術前治療に
伴う腫瘍縮小率（Tumor Regression Rate = Tumor 
size before treatment/Tumor size before 
surgery）は、FIR と有意に相関しており、ｈPSC の
違いが、臨床上の治療効果にも影響を及ぼしている
可能性が示唆された。さらに hPSC の個体差の決定
因子を検討するため、様々な治療前臨床因子との相
関を調べたが、腫瘍径や CA19-9 値、FDG-PET におけ
る SUV-max 値などは、いずれも有意な相関は認め
ず、唯一、患者年齢が、わずかに有意差を認めない
ものの、強い相関を認めた(図 3)。これより、癌に
対する hPSC の増殖活性能力は、hPSC の老化に伴う、 
SASP(senescence associated secretory phenotype)が関与している可能性を考え、さらなる実
験を行った。 
 
(2)hPSC における老化･SASP 関連遺伝子発現の検
討 

8 症例の hPSC に対して、SASP 因子に関連した
PCR array を行った。実験は hPSC に対して血清
刺激を加えた場合と加えない場合の2つの条件下
で行い、結果は血清刺激なしのサンプルを基準と
し、解析した。全 162 種の遺伝子のうち FIR と有
意な相関を示したものは 38 個あり、TP53、NFKB1、
CDKN2A(p16)、CDKN1A(p21)、ATM といった細胞老
化経路に関わる遺伝子や IL1β、IL6、CXCL12 な
どの SASP 因子として知られるサイトカイン、ケ
モカインが含まれていた(図 4)。次に上位 30 位
までの遺伝子群から、細胞老化や SASP の関連を
疑うことが客観的にも妥当であるかを検証する
ために、KEGG と Reactome のデータベースを用いて pathway 解析を 行った。 
Cellular Senescence pathway は KEGG、Reactome 
いずれの database を用いた pathway enrichment 
analysis で も 有 意 に 濃 縮 さ れ 、 Cellular 
Senescence pathway は KEGG の pathway analysis
で第 3位、Reactome の pathway analysis で第 5
位にランクインした。さらに、Reactomeのpathway 
enrichment 解析では、”SASP” pathway も 6位に
ランクインした。さらに、hPSC における老化･SASP
関連遺伝子の発現と、術前化学療法による腫瘍縮
小率との関連を検討した(図 5)。TP53、NFkB1、IL-
6 の RNA level は TTR と有意に相関しており、ま
た ATM も相関傾向があった。 
 
(3)p53 抑制による、膵癌細胞株増殖抑制効果 
前項までの結果から、特に hPSC

の p53 を介した細胞老化に着目
し 、 p53 の 阻 害 剤 で あ る
pifithrin-αで hPSC を処理する
ことで、共培養時の膵癌細胞株の
増殖がどのように変化するかを検
証した。この実験では、hPSC を
10uM の濃度の pifithrin-αない
し Control である DMSO に 5 日間
暴露してから、共培養実験と同様
に、それらと膵癌細胞株を共培養
し、2 日後に Hoechst33342 で膵癌
細胞株を染色し、EnSpire を用い
てその蛍光強度を測定した。実験
は 3症例の hPSC を使って検討した。まず、それぞれの hPSC は pifithrinαに暴露して 5日が経
過しても、spindle like の形状を保っており、その Viability はいずれも 90%以上であることを
確認した。その上で、Control である、DMSO 処理した hPSC を膵癌細胞株と共培養すると、膵癌
細胞株を単独で培養した場合より、有意な蛍光強度の上昇が観察された。このことから、hPSC は
5 日間の DMSO 処理後においても、膵癌細胞株の増殖を増強させていることが示された。一方、

(図 3) 

(図 4) 

(図 5) 



pifithrin-α処理した hPSC を共培養に用いると、膵癌細胞株の蛍光強度は、DMSO 処理した hPSC
と共培養した場合に比べて有意に低下した。これらの現象は、３種の hPSC 全てで同様に観察さ
れた(図 6)。さらに、この 2 日間の共培養後の培養上清中に含まれる IL-6 濃度を測定すると、
DMSO 処理した hPSC を膵癌細胞株と共培養すると、膵癌細胞株を単独で培養した場合より、有意
な IL-6濃度の上昇が観察され
たが、Pifithrin-α処理した
hPSCを共培養に用いると、3例
中 2 例でその上昇幅が有意に
減少した。1 例は、有意差は出
なかったものの、Pifithrin-
α処理により共培養上清中の
IL-6濃度低下を認めた(図 7)。
こ れ ら の 結 果 に よ り
pifithrin-α処理によって、
hPSC の p53 を介した細胞老化
が制御され、SASP 因子である
IL-6 の分泌量が変化すること
で、膵癌細胞株の増殖が抑え
られた可能性が示唆された。 
 
考察 
本研究では、膵癌において CAF の老化･SASP が膵癌の悪性度にどのように関与しているかについ
て検討した。まず、8種類の初代培養した hPSC と膵癌細胞株を共培養し、hPSC の違いによって
癌細胞の増殖速度に差があることを見出した。これは CAF の個体差が、膵癌そのものに影響を与
えることを意味し、さらにチャンバーを用いての共培養であるため、CAF からの分泌物質が関与
している可能性が高いと思われた。そこで、元々の患者の背景因子を調べ、CAF の悪性度と相関
する因子を検討したところ、年齢との相関が認められたため、CAF の SASP が関与しているので
はないかと考えた。実際 PCR array の結果では老化や SASP に関連する遺伝子の発現が、CAF の
malignant potential と関係していることが分かった。本研究では、膵癌細胞株の増殖にとって
重要だったのは、hPSC の遺伝子発現そのものではなく、血清刺激ありの時となしの時の変化の
大きさであった。この結果については、近年注目を集めている p53 ダイナミクスのメカニズムの
関与が考えられ、実際、p53 も SASP 因子として、今回の結果では有意差を認めており、p53 を阻
害することで、IL-6 分泌が低下し、膵癌細胞株の増殖能が抑制されたことからも、その関与が
示唆された。今後、さらに CAF における p53 pthway がどのように癌の悪性度に関与しているか
を in vitro で検証するとともに、臨床サンプルを用いてがん間質の細胞老化が与える影響につ
いて検討していく予定である。 
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