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研究成果の概要（和文）：膵癌は極めて予後が悪く、早期発見と画期的な新規治療法の開発が必須である。糖脂
質の１群であるガングリオシドは細胞表面マーカーとしての役割だけでなく、細胞機能にも関わる重要な細胞表
面分子である。ガングリオシドのGM2の発現と役割の解析を行ない、膵癌の早期診断法の開発や、光免疫療法な
どの細胞表面抗原を利用した新たな膵癌治療にGM2が利用できる可能性があることを解明した。ヒト膵癌の癌幹
細胞マーカーとして知られ、癌の増殖、浸潤、転移を促進させるnestin の発現調節には、プロモーター領域だ
けでなくエピジェネティックな制御やmiRNA などが強く関与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Pancreatic cancer has an extremely poor prognosis, and early diagnosis and 
development of novel therapies are needed. Gangliosides, a group of glycolipids, are important cell 
surface molecules that play a role not only as cell surface markers but also in cell functions. We 
analyzed the expression and role of ganglioside GM2 and elucidated the possibility that GM2 could be
 used for the development of early diagnosis of pancreatic cancer and new pancreatic cancer 
therapies using cell surface antigens such as photoimmunotherapy.
Nestin is known as a cancer stem cell marker for human pancreatic cancer and has a role in promoting
 cancer proliferation, invasion, and metastasis. It was clarified that not only the promoter region 
but also epigenetic regulation and miRNA may be involved in the regulation of nestin expression in 
human pancreatic cancer.

研究分野：実験病理学

キーワード： 癌幹細胞　膵癌　糖鎖　Nestin　SNP　エクソーム解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膵癌は６０歳以上に好発することから、高齢化社会の到来により本邦はもとより世界的に患者数が急増してい
る。細胞表面に存在する糖脂質の１群であるガングリオシドのGM2が、膵癌の一部で高発現しており、新たな早
期診断マーカーや、光免疫療法などの細胞表面抗原を利用した膵癌治療の標的となる可能性があることを解明し
た。膵癌の癌幹細胞マーカーで、癌の増殖、浸潤、転移を促進することが報告されている中間径フィラメントの
nestinについて、その発現制御機構の研究を行った。膵癌細胞では、nestinの発現がプロモーター領域に加え
て、エピジェネティックな制御やmiRNAなどによっても調節されていると考えられた。

※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 

膵癌は抗癌剤の開発や投与方法の改良にも関わらず、５年生存率は約 10％と極めて予後が悪

い。膵癌の 70~80％が発見時には手術不能の進行した状態であり、手術が可能であった症例も、

術後に高率に再発や転移がおこる。膵癌は６０歳以上に好発することから、高齢化社会の到来

により本邦はもとより世界的に患者数が急増している。膵癌は高齢者に好発し、早期診断が困

難で著効を示す治療法がない極めて重篤な疾患で、このままの状態が続けば社会問題にもなる

と考えられる。実際に米国では、このままの状態が続くと２０３０年には膵癌が肺癌についで

癌死の第 2位（消化器癌で最多）になると予想されている。膵癌の早期発見と画期的な治療法

の開発が重要な課題である。 

現在までに糖鎖が癌細胞や幹細胞の動態に関わるだけでなく、特異的なマーカーとなりうる

有用な分子であることは良く知られている。膵癌において最も高感度の腫瘍マーカーの CA19-9

も糖鎖マーカーである。しかし CA19-9 は膵癌特異的とは言えず、さらに膵癌の早期検出に有用

とは言えないのが現状である。細胞表面に存在する糖脂質の１群であるガングリオシドは、細

胞の種類や細胞の状態によって発現が異なることから、表面マーカーとしての役割を担うだけ

でなく、シグナル伝達を制御するなど、細胞機能にも関わる重要な表面分子である。多様性を

示す膵癌細胞における、ガングリオシドの発現とその役割は明らかでない。 

膵癌に高発現する癌幹細胞マーカーは、 CD133, CD24, CD44, CXCR4, EpCAM, ABCG2, 

c-Met, ALDH-1, nestinなどが報告されている。Nestinは中間径フィラメントの一種で、膵癌

の癌幹細胞性や増殖、転移に関与することが知られている。抗がん剤の投与とともに、nestin

を抑制することで、相乗的な膵癌細胞の殺細胞効果がみられることも明らかとなっている。

Nestinの制御により動物実験レベルで癌の増殖、転移抑制に著効を示すことが報告されている。

しかし、nestinは細胞内タンパクのため、これを標的とした治療法の開発は困難であり、nestin

陽性膵癌細胞に特異的な細胞表面分子も未だ不明である。このため、膵癌、特に膵癌の癌幹細

胞における糖鎖などの細胞表面分子の発現とその役割の解明が重要な課題である。 

 

２．研究の目的 

 膵癌培養細胞株およびヒト膵癌組織における糖鎖の発現と、その役割を明らかにする。特に

膵癌の転移や抗癌剤耐性に重要な役割を果たしていると考えられている、癌幹細胞と糖鎖の関

係を解明し、糖鎖を標的とした新規治療法の開発に向けた研究成果を得ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 8 種類のヒト膵癌培養細胞株(PANC-1, T3M-4, PK-59, PK-45P, MIA PaCa-2, PK-8, PK-1, KP4)

におけるガングリオシドの GM2 発現を FACS 解析で検討した。さらに GM2 発現と癌幹細胞の関係

を MIA PaCa-2 細胞を用いて in vitro で検討し、GM2 陽性と陰性細胞をヌードマウスの皮下に

移植し腫瘍形成能を比較した。さらに、ヒト膵癌組織標本における GM2 発現と、臨床病理学的

因子との関連を解析した。 

次にヒト膵癌培養細胞株の PANC-1 細胞を用いて、膵癌の癌幹細胞マーカーの中で機能解析の

進んでいる nestin についてレポーターベクターを作成したのちレポーター細胞を作成した。ま

ず、nestin のプロモーター領域の下流で安定的な GFP を発現するベクターを膵癌細胞株に導

入し、G418 で 1 ヶ月程セレクションを行い、安定的に nestin プロモーターGFP がゲノムに組



み込まれた細胞を樹立した。セレクションされたコロニーをクローニングして、複数のクロー

ンを得た。得られたクローンについて、フローサイトメトリー解析で GFP の発現を確認し、セ

ルソーターで GFP 陽性と陰性に分離した。Nestin 遺伝子発現量について Q-PCR 解析を行い、

タンパク発現量についてウェスタンブロット解析を行った。さらに、幹細胞の指標の一つであ

るスフェア形成能について、低吸着プレートに FGF2 と EGF を添加した血清フリー培地で 1 週

間培養し、写真撮影を行った。また、nestin のプロモーター領域の下流で不安定的な蛍光タン

パクを発現するベクターを PANC-1 細胞および PK-45P 細胞に導入し、Zeocin でセレクション

を行い、安定導入株を作成した。 

また、日本人の 2,206 名の剖検例を用いた検討で、nestin の SNP(p.A1199P)が膵癌と関連し

ているとの報告を基に、nestin の wild type と変異ベクターを作成し、ヒト膵癌培養細胞株の

PK-8 細胞にそれぞれ遺伝子導入し細胞動態と次世代シークエンス法によるエクソーム解析を

行なった。 

 

４．研究成果 

 検討した 8種類の膵癌培養細胞株の中で、MIA PaCa-2 細胞にガングリオシドの GM2 が最も高

発現していた。MIA PaCa-2 細胞の中で、細胞膜上の GM2 陽性の細胞と陰性の細胞をセルソータ

ーで分離しその性質を比較検討した。GM2 陽性の MIA PaCa-2 細胞は GM2 陰性細胞よりも増殖が

速く、低接着プレートを用いて 3 次元培養すると浮遊細胞塊（スフェア）が形成され、GM2 陰

性細胞を 3次元培養すると、大部分の細胞が GM2 陽性に変化した。MIA PaCa-2 細胞の 3次元培

養細胞では、ALDH1, Oct4, Nanog, CD24, CD44v9 などの各種幹細胞マーカーの発現が高く、幹

細胞の特徴である高い薬剤排出能を示したことから、GM2 陽性の 3 次元培養細胞が癌幹細胞の

性質を有する細胞である可能性が示唆された。糖

脂質合成阻害剤(AMP-dNM)により 3 次元培養細胞

で GM2 の発現を抑制すると、TGF-β1 シグナルと

上皮間葉転換様分化が抑制され、膵癌細胞の浸潤

も阻害されることがわかった。また、ヌードマウ

スに移植した GM2 陽性の MIA PaCa-2 細胞は、GM2

陰性細胞よりも高い発生率で、より大きな皮下腫

瘍を形成した。ヒト組織での発現を検討した結果、

発症年齢が若く、腫瘍径が大きく、病期が進行し、

組織学的な悪性度が高いヒト膵癌患者で、有意に

GM2 の発現が増加していた（図１、矢印）。GM2 を標的とした膵癌の早期診断法の開発や光免疫

療法などの細胞表面抗原を利用した新たな膵癌治療にも GM2 の有用性が期待される。 

 ヒト膵癌培養細胞株のPANC-1細胞にnestin のプロモーター支配下で蛍光を発するベクター

を導入することで、蛍光を発現する細胞を指標にして nestin 陽性細胞をセルソーターで分離し

た。蛍光タンパクについては、通常の GFP と不安定的（短期間）に発現する GFP の 2 種類で

検討した。いずれの場合も、GFP の発現量（nestin の転写活性）に応じた nestin の遺伝子レ

ベルでの発現を確認することはできなかった。Nestin プロモーターGFP 安定発現細胞について、

フローサイトメトリー解析を行い、GFP の発現を確認したところ、クローンごとに GFP の陽性

率が異なっていた。PANC-1 細胞での nestin の発現が数パーセントであることが知られている

ことから、10％以内で GFP を発現しているクローンについて GFP 陽性または陰性細胞をセルソ

ーターで分離し、Q-PCR 解析で nestin の遺伝子レベルの発現を確認したが、nestin の発現と



GFP 陽性との相関はほとんどみられなかった。さらに、GFP 陽性 PANC-1 細胞を再度培養し、GFP

の発現性を検討した結果、1週間培養しても、GFP の陽性率は高く保たれていた。一方で、nestin 

のプロモーター領域の下流で不安定的な蛍光タンパクを発現するベクターを PANC-1 細胞およ

び nestin を高発現している膵癌培養細胞株の PK-45P 細胞に導入し、セレクションを行い安定

導入株を得た。フローサイトメトリー解析の結果、すべての細胞で GFP が陽性であった。GFP 陽

性集団の中で、高発現と低発現についてセルソーターで分離し、Q-PCR 解析で nestin の遺伝

子レベルの発現を確認したが、GFP の発現と nestin の遺伝子レベルの発現に相関はみられな

かった。さらに nestin プロモーターGFP 安定細胞株の一つ（クローニング前）について、GFP 

陽性と陰性細胞においてウェスタンブロット解析を行った結果、遺伝子発現とは異なり、GFP 陽

性細胞で nestin のタンパク量が高いことがわかった。GFP 陽性細胞のほうが陰性細胞よりも

スフェア形成能が高いことが明らかとなった。以上の結果からヒト膵癌培養細胞の nestin の

発現には、エピジェネティックな制御や miRNA などがより効果的に関与していることが示唆さ

れた。 

 SNPs と同様の変異を加えた nestin 発現ベクターを遺伝子導入したヒト膵癌培養細胞株の

PK-8 細胞では、wild type の nestin 導入 PK-8 細胞と細胞増殖能、遊走能、浸潤能に差はみら

れなかった。次世代シークエンスによるエクソーム解析の結果、変異を加えた nestin を遺伝子

導入した PK-8 細胞は、wild type の nestin 導入 PK-8 細胞に比べて、NFκBが顕著に減少して

いた。膵癌培養細胞とヒト膵癌組織における NFκBの周囲の関連分子の変化と、糖鎖の発現変

化などについて今後検討する予定である。 
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