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研究成果の概要（和文）：本研究では抑制性CAF存在下で効率よく増殖する癌細胞を選別し遺伝子発現変化を検
討して抑制性CAFの影響を回避する機構の解明を目的とした。
膵癌細胞株Panc-1、Capan-2、MIAPaCa-2と、PSCおよび癌細胞増殖を抑制するMeflinを発現させたPSCとの三次元
共培養系にて、それぞれの膵癌細胞の増殖PSCまたはPSC-Meflinに異なる反応を観察したことから、抑制性CAFの
腫瘍増殖抑制能に対する感受性が細胞株ごとに異なることを見出した。MIAPaCa-2とPSC-Meflinの繰り返し共培
養ではMIAPaCa-2の亜群に抑制性CAFを自身の増殖に利用するものが存在することを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to elucidate the mechanism that avoids the influence
 of inhibitory CAF by selecting cancer cells that proliferate efficiently in the presence of 
inhibitory CAF and examining gene expression changes　in those cells.
Pancreatic cancer cell lines Panc-1, Capan-2, MIAPaCa-2, and PSCs and PSCs expressing Meflin, which 
suppresses cancer cell proliferation, were cultured in a three-dimensional co-culture system. By 
observing differential responses to growth inhibitory CAF, we found that cell lines differed in 
their sensitivity to the ability of inhibitory CAFs to suppress tumor growth. Repeated co-cultures 
of MIAPaCa-2 and PSC-Meflin revealed that some MIAPaCa-2 subgroups utilize inhibitory CAFs for their
 own proliferation.

研究分野： 癌細胞生物学

キーワード： 膵癌　CAF

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
間質成分の豊富な膵癌の治療には間質を標的とした治療が効果的と考えられるが、現在まで大きな成果を上げて
いない。その原因の一つが間質の構成成分である癌関連線維芽細胞(CAF)の多様性にあると考えられている。癌
促進的なCAFだけでなく抑制的なCAFも混在していることで、単純に間質を標的として阻害することで治療効果を
得ることを困難としている。癌抑制的なCAFについて得られている知識は限られており、その拡大が今後の膵癌
治療に重要な進展をもたらすものと考えている。今回我々が確立した抑制性CAFの機能を解析する実験系は現在
までに他に報告のない系であることから、今後の抑制性CAF研究に資するものと考えている。

※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 
 癌組織は癌細胞以外にも線維芽細胞や免疫細胞、血管内皮細胞等の様々な細胞成分によって
構成され、これらの細胞の相互作用がその癌を特徴づけていると考えられている。難治性の癌で
ある膵癌組織では豊富な線維成分が癌細胞を取り囲む一方で、血管成分が疎らなために抗癌薬
の癌細胞へのアクセスが妨げられ、高い治療抵抗性を示すことが知られている。このことから、
膵癌では組織内の癌関連線維芽細胞（Cancer-Associated Fibroblast: CAF）がその悪性化に大
きな役割を担うものと考えられ、新たな治療法開発の標的として期待されていた。しかしながら、
近年、間質の細胞を選択的に除去した膵癌マウスモデルにおいて野生型と比較してより膵癌が
進行することが確認された（Rhim AD., et al. Cancer Cell 2014; Biffi G., et al. Cancer Discov. 
2018）。また、進行期膵癌に対する臨床試験において、膵癌間質の形成に重要なソニックヘッジ
ホッグの阻害薬の投与が却って膵癌の進行を促したという報告もなされており（Neesse A., et 
al. Gut 2019）、膵癌間質に癌促進的な CAF のみならず、癌抑制的な CAF の存在を想定しなけ
れば説明がつかないと考えられていた。このことは、単純に全ての CAF を標的とした治療を施
しても効果を発揮しない可能性があることを示唆していた。そのため、効果的な治療法開発のた
めには、膵癌細胞が周囲の癌抑制性 CAF とどの様に相互作用しているのか、その分子メカニズ
ムを明らかにすることで、癌抑制性 CAF の機能を阻害せずに癌促進性の CAF の影響を排除す
る方策を考える必要があった。 
進行した膵癌では高度の線維化が見られるが、前癌病変においても既に線維化が始まってい

ることが病理医により観察されている。この線維成分により包囲された環境下では増殖のため
のスペースが限られているため、何らかの遺伝子発現やシグナル、あるいは微小環境の変化無し
には癌細胞はうまく増殖できないことが予想される。前癌病変においては間葉系幹細胞マーカ
ーである Meflin を発現している膵星細胞（Pancreatic Stellate Cell: PSC、膵癌における CAF
の由来となる細胞）が癌抑制的に機能（Mizutani Y., et al. Cancer Res 2019）すること、癌細
胞を包囲する線維成分は CAF が産生することなどから、癌抑制性 CAF による抑制機構の一つ
は線維成分で増殖スペースを奪うことにあるのではないかと考えられた。我々の予備的実験で
は Meflin を発現させた CAF と膵癌細胞株との細胞外基質（ECM）ゲル内での共培養にて、癌
細胞の増殖性の低下が見られた。このことは線維成分による囲い込み以外にも癌抑制性 CAF に
よる増殖抑制効果が存在することを示唆している。そのため、膵癌が進展する際には線維成分や
癌抑制性 CAF によって囲まれた環境下で、膵癌細胞が抑制性 CAF の増殖抑制効果から逃れる
機構が必要になると考えられる。この膵癌細胞が癌抑制性の CAF の影響から逃れる機構として
は、①抑制性 CAF を促進性に転換する、②癌抑制性 CAF の影響を受けない様に膵癌細胞自身
の性質が変化する、などの可能性が考えられる。そのうち、①については TGF-βなどの液性因
子の関与が明らかにされてきている。一方で、②の可能性については現在のところ癌細胞のどの
様な変化が影響しているのか、我々の知る限りほとんど報告がなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では膵癌細胞（あるいは膵癌前駆細胞）が抑制性 CAF の影響から逃れるために癌細胞
自身に起きる変化を遺伝子発現を指標に検討し、その変化が癌の進展をもたらす分子メカニズ
ムの解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 ECM ゲルを用いた３次元培養下で膵癌細胞と Meflin 陽性の癌抑制性 CAF（本研究では膵星細
胞:PSC あるいは Meflin を発現させた PSC-Meflin+）の共培養を繰り返し、抑制性 CAF 存在下で
増殖の促進される細胞を回収し、cDNA マイクロアレイで遺伝子発現変化やパスウェイの解析を
行い、抑制性 CAF 存在下での効率的な増殖に必要となる遺伝子やシグナル伝達経路を明らかに
し、その作用機序の解明を目指した。 
 
４．研究成果 
（１）膵癌細胞株と PSC あるいは PSC-Meflin+の三次元共培養 
ECM ゲル内における三次元共培養系にて種々の膵癌細胞株（Capan-2, Panc-1 および MIA PaCa-

2）と PSC あるいは PSC-Meflin+を共培養し、膵癌細胞の増殖を検討した。その結果、Capan-2 は
Meflin の多寡に関わらず PSC により、Panc-1 は Meflin を発現していない PSC によってのみ、
MIA PaCa-2 は Meflinを発現させた PSCによってのみそれぞれ増殖が抑制されることを見出した
（図１）。このことから、PSC による癌細胞の抑制には Meflin に依存したものと、Meflin とは関
係なく機能するものの複数が存在することが示唆され、癌細胞株によって、あるいは個々のがん
患者によってそれらに対する抵抗のメカニズムが異なることも考えられる。 
 現在までのところ、マルチウェルプレートとチャンバーを用いた二次元培養系での膵癌細胞株
と PSC, PSC-Meflin+の共培養による膵癌細胞の増殖抑制は確認されていない。このことから、
PSC, PSC-Meflin+による癌細胞増殖抑制には ECM に囲まれた環境が必要なものと考えられる。 



 

 
 

 
図１ Capan-2, Panc-1, MIA PaCa-2 と PSC, PSC-Meflin+の三次元共培養による増殖測定 
 Capan-2, Panc-1, MIA PaCa-2（500 細胞/ゲル）と PSC, PSC-Meflin+（5000 細胞/ゲル）を
Collagen I/Matrigel 内にて 9日間培養し、その体積をグラフ化した。 
 
（２）繰り返し三次元共培養による抑制性 CAF 抵抗性の膵癌細胞の獲得 
 PSC-Meflin+存在下で速い増殖を示すような MIA PaCa-2 は、抑制性 CAF に抵抗性である可能
性が高く、三次元共培養系で繰り返し PSC-Meflin+との共培養を繰り返すことで、そのような細
胞の比率が高くなると考えられる。当初の目的に従って抑制性 CAF に抵抗性を示して増殖する
膵癌細胞を得るために、MIA PaCa-2 と PSC-Meflin+の繰り返し共培養を行った。その結果、初回
の共培養ではPSC-Meflin+により増殖の抑えられていたMIA PaCa-2が回を経るごとにMIA PaCa-
2 単独で培養したものより速い増殖を示すようになった（図２）。このことから、今回の実験で
得た MIA PaCa-2 の亜集団は抑制性 CAF に抵抗性であるだけでなく、むしろ抑制性 CAF を自らの
増殖に利用可能な集団と捉えることができる。 
 今後は今回得られた亜集団と親株および MIA PaCa-2 単独で繰り返し培養を行なった細胞から
RNA を抽出し、RNA シークエンシングにて網羅的な遺伝子発現解析を行う予定である。 
 

 
図１ MIA PaCa-2 と PSC-Meflin+の三次元共培養による増殖測定 
 MIA PaCa-2（500 細胞/ゲル）と PSC-Meflin+（5000 細胞/ゲル）を Collagen I/Matrigel 内に
て 9日間培養した後に癌細胞をゲルから回収し、新しいゲルに PSC-Meflin+（5000 細胞/ゲル）
と移植して培養を繰り返した。各回の最終日の体積をグラフ化した。 
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