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研究成果の概要（和文）：本研究助成により次の研究成果を得た。まず、膵癌細胞にC3ARが発現しリガンドであ
るC3a添加により細胞の増殖能や浸潤遊走能が亢進する事を明らかにした。次に膵癌細胞質C3が発現し上皮間葉
転換に関与している事を報告した。また、膵癌微小環境におけるC3AR発現が膵癌に与える影響についても併せて
検討し、C3ARが膵癌組織内に発現するC3ARが各種免疫細胞、特にM2マクロファージや制御性T細胞の腫瘍内浸潤
を促進している事が分かった。C3ARは新規免疫チェックポイント分子である可能性があり、治療標的となり得る
か検討する余地がある。

研究成果の概要（英文）：Our findings include the followings. First, we found that C3AR (complement 
component 3a receptor) is expressed in pancreatic cancer cells. Adding its ligand, C3a, enhances 
cell proliferation and invasion. Second, we also identified the presence of C3 protein within the 
cytoplasm of pancreatic cancer cells, which is involved in epithelial-mesenchymal transition, a 
process associated with cancer metastasis. Finally, we found that C3AR expression promotes the 
infiltration of immune cells, particularly M2 macrophages and regulatory T cells. 4) C3AR is 
involved in M2 macrophage polarization, known to suppress anti-tumor immune responses. Decreased 
C3AR expression inhibits M2 polarization and promotes the activation of cytotoxic T cells. These 
findings highlight the significance of C3AR in pancreatic cancer progression and suggest its 
potential as a target for reversing immune suppression and enhancing anti-cancer immune responses.

研究分野：消化器内科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膵癌細胞に発現する補体C3や受容体C3ARとEMTに関する報告はなく新規性高い報告となった。新規の抗がん薬開
発が進まない膵癌治療において、C3ARは新たな治療標的となる可能性がある。また、抗腫瘍免疫応答において免
疫抑制的に作用するM2マクロファージの発生においてもC3ARが関連している可能性がある事は大変興味深い。
C3ARを標的とする治療が膵癌細胞のEMTを抑制できるだけではなく、同時に免疫抑制細胞の作用を減弱させる抗
腫瘍免疫応答増強にも寄与できる可能性があると考えた。

※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 
 切除不能膵癌の予後は極めて不良であるが、有効な化学療法の開発は滞っている。新薬の開
発には莫大な予算と時間を要するため、既存の殺細胞性抗がん薬や抗体医薬に対する耐性機
序を解明し、治療へ応用するという発想の転換が必要である。申請者は、これまでの研究で殺細
胞性抗がん薬に対する耐性機序の解明に取り組み、膵癌間質やオートファジーが抗がん薬耐性
に関係していることを明らかにしてきた（Clin Cancer Res 2016, J Mater Chem B 2014, Anticancer 
Res 2014, 他）。現在、膵癌間質やオートファジーを標的とした治療法の開発が進んでおり、今後
の発展が期待される。抗体医薬に対する耐性機序については、がんにおける多様な免疫逃避機
構が関連していると考えられており、近年、がんに発現する補体制御蛋白（CRPs: complement 
regulatory proteins）がその一因として注目されている。CRPs は細胞において補体の不適切な活
性化から自己を防御するために存在する。一方、CRPs はがん患者血清中やがん組織で発現が
亢進しており、補体による直接的な細胞障害に対して保護的に作用する。さらにモノクロナール抗
体による、補体依存性細胞障害、抗体依存性細胞障害、細胞障害性 T 細胞の遊走阻止による免
疫抑制作用を持つ可能性が報告されている（Front Immunol 2019, Immunol Res 2012）。 抗体医
薬に感受性の高いがん（悪性リンパ腫、乳癌、大腸癌等）において CRPs は薬物耐性に関与して
おり、抗体医薬耐性の膵癌においてはより関与が強いことが推測される。 
 
 
２．研究の目的 
 CRPs が抗体医薬耐性に関与していると推測されるが、膵癌においてどのように CRPs の発現
が調整され、耐性にどの程度かかわっているかは未解明である。 本研究では、膵癌微小環境に
おける CRPs 発現亢進機序を解明し、抗体医薬の耐性を克服するための新たな治療法が確立し
得るか検討することを目的とした。 
 
 また、研究の過程で膵癌における補体 C3a 受容体（C3AR）や細胞内発現補体 C3 と EMT との
関連が示唆され、膵癌微小環境における補体C3系の役割についても併せて検討した。 
 
３．研究の方法 
①CRP と抗体医薬耐性について 
1）膵癌における CRPs 発現の確認： 
The Cancer Genome Atlas（TCGA） データベースにより膵癌における CRPs の発現情報を確認す
る。更に膵星細胞、脂肪細胞、マクロファージの多寡と各種 CRPs の発現との相関を検討し、
CRPs 発現に関連する細胞を推定する。 
2）膵癌微小環境の構成細胞による CRPs 発現機序の解明： 
膵星細胞などの膵癌微小環境を構成する細胞が膵癌細胞におけるCRPs発現に与える影響につ
いて、各種細胞培地上清あるいは共培養系を用いた実験により明らかにする。 
3）モノクロナール抗体の補体障害性細胞障害及び抗体依存性細胞障害の検証： 
CRPs の発現を CRISPR-Cas9 や shRNA等で改変し、モノクロナール抗体による補体依存性細胞
障害や抗体依存性細胞障害活性の変化を確認する。 
 
②膵癌微小環境における C3 及び C3ARの機能解析 
1）血中及び組織に発現する補体と臨床像との関連： 
膵癌患者並びに対照群血清中補体 C3 及び C3a を ELISA で測定し、膵癌組織アレイによる
C3AR発現をスコア化した。各補体関連因子の発現レベルと臨床像との関連を検討した。 
2）C3AR 系の生理作用についての検討： 
C3AR を発現するヒト膵癌細胞株（Panc-1, MiaPaca-2）へ C3a 及び C3AR阻害薬を添加し細胞
への影響を検討した。 
 
③膵癌細胞内C3の機能解析： 
1)膵癌に発現する C3 と臨床像の関連についての検討： 
膵癌組織アレイにより、C3発現の多寡と臨床像の関連を検討した。また、各種細胞株（ヒト膵管   
上皮細胞株 HNPE、膵癌細胞株 Panc-1, MiaPaca-2、BxPC-3）を用い、C3 発現の局在を免疫
細胞染色で評価した。 
2)補体C3発現の影響についての検討：BxPC-3へC3 shRNAを添加し細胞への影響を検討した。 
 
４．研究成果 
①CRP と抗体医薬耐性について 
１)The Cancer Genome Atlas project（TCGA）データベースの 2次情報から代表的な CRP である
CD46, CD55, CD59 と膵癌微小環境構成因子に関する遺伝子発現の相関を検討した。結果、



CD46 に関しては相関する因子は明らかではなかったが、CD55 は膵星細胞と NK 細胞、CD59
は単球、Treg、骨髄由来抑制細胞の発現と正の相関があり、これらの細胞との相互作用があ
る可能性が考えらえた。 
2）CD55 の発現は膵星細胞との共培養で増強し、PGE2 が関連していることが示唆された。また、
CD59 発現に対する単球系の働きを検討するため、PMA 誘導ヒト急性単球性白血病細胞株
THP-1 を用い、単球系由来サイトカイン（IL-6, TNF-α）が CD59 発現を増強することを明らかに
した。以上の結果より CRP 発現は膵癌微小環境中に複数の因子によって発現が調整されてい
る可能性が示唆された。 
3)モノクロナール抗体の補体障害性細胞障害及び抗体依存性細胞障害に対する CRP の影響を
細胞実験により検証した。膵癌細胞におけるCRP発現をRNAi により減弱させ、モノクロナール
抗体 cetuximab の細胞障害作用について検討した。しかしながら、CRP 発現減弱による
cetuximab の細胞障害作用の増強は確認できず、CRP 発現を標的としたアプローチでは本研
究に主目的であった抗体医薬耐性の克服は困難と結論するに至った。 
 
 
②膵癌微小環境における C3 及び C3ARの機能解析 
1)非がん対象患者と比較し膵癌患者血清中の補体C3及び C3a の濃度は有意の高値であり、膵 
癌症例では転移例で各々が高値であった。また、膵癌組織中 C3aR 発現は正常組織と比較し
増強しており、膵癌転移症例でより発現が増強していた。また、正常膵管上皮細胞株 HPNE と
比較し、膵癌細胞株では C3aR の発現が高値であった（Figure 2A-C）。 
2)補体 C3a を膵癌細胞株に添加すると遊走・浸潤能が増強され、C3aR 阻害薬（SB 290157）によ
り C3a の作用は減弱した(Figure 2D)。 
 

 
Figure 1. C3aR expression in pancreatic cancer. (A&B) Tissue microarray revealed higher C3aR 
expression in pancreatic cancer tissue compared with normal adjacent tissue, especially in 
metastatic cases (M+). (C) Pancreatic cancer cell lines showed higher C3aR expression than 
normal ductal cell (HPNE). (D) C3aR blockage ameliorated C3a-induced migration and invasion of 
Panc-1 cell line. 
 
③膵癌細胞内C3の機能解析 
1)膵癌組織アレイにより膵癌組織中の補体C3は膵癌細胞自体に高発現しており、特に転移を有  
する症例で発現が亢進していた（Figure 2A）。各種細胞株の内、BxPC-3 で C3 の発現が強く、
細胞免疫細胞染色より細胞質内に C3が局在している事が分かった（Figure 2B-C）。 
 
2)C3 shRNA による C3発現減弱に伴い、BxPC-3 の遊走・浸潤能は著明に減弱した。関連する細   
胞シグナル伝達系として Akt や Smad の関係が示唆された。 



 
Figure 2. C3 expression in pancreatic cancer. (A) Tissue microarray revealed higher C3 expression 
in pancreatic cancer tissue compared with normal adjacent tissue, especially in metastatic cases 
(Stage IV). (B) Pancreatic cancer cell lines showed higher C3 expression than normal ductal cell 
(HPNE). (D) C3 expression was observed in cytoplasm of the BxPC-3 cell line. 
 

 
Figure 1. Effect of C3 expression in BxPC-3 pancreatic cancer cell line. (A) C3 expression was 
knocked down by siRNA. (B) C3 knockdown significantly reduced migration and invasion capacity 
of BxPC-3. (C) The effect of C3 knockdown might owe reduced expression of p-Akt and p-
Smad2/3.  
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