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研究成果の概要（和文）： 

膵癌は他の癌腫に比較し周囲の間質増生が著しいという特徴があり、膵癌の悪性度を考える
上で豊富に存在する間質との相互作用を無視することはできない。我々は、膵癌化学療法にお
ける heparin と NF-κB 阻害剤の役割と抗腫瘍作用を検討し、heparin は増殖抑制だけではな
く，浸潤能を抑制している可能性が示唆され、NF-κB 阻害剤は腫瘍細胞のアポトーシスを誘
導し、血管新生を抑制することで抗腫瘍効果を示した。GEM との相乗効果も期待され新しい
治療薬に繋がる可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Pancreatic cancer is characterized by abundant quantity of the connective tissue 

framework and the interaction between cancer cells and connective tissue could be very 
important for the growth and invasiveness of cancer cells, leading partly to the poor 
outcome of the patients with pancreatic cancer. We evaluated the effects of heparin or 
NF － κ B inhibitor, DHMEQ, on pancreatic cancer. Heparin showed not only 
anti-proliferation effects but also inhibition of liver metastasis on in vivo model. 
Gemcitabine showed angiogenesis inhibition, apoptosis induction and invasiveness 
inhibition rather than cell growth inhibition. The anti-tumor effects of combination 
therapy were promising. 
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１． 研究開始当初の背景 
 

膵癌は他の癌腫に比較し周囲の間質増生
が著しいという特徴があり、膵癌の悪性度を
考える上で豊富に存在する間質との相互作
用を無視することはできない。さらにその特
徴に加え、ほとんどの膵癌は進行癌で発見さ
れ外科的に切除しえても高率に肝転移再発
を生じるという特徴がある。そこで膵癌治療
成績の向上には、第 1 に膵癌細胞と大量に存
在する間質との相互作用に着目し、相互作用
による浸潤能増強を抑制するという対策、第
2 に肝転移形成に関わる基底膜の破壊、
thrombin, fibrin などの凝固因子、血小板な
どとの相互作用、接着因子などの諸因子を有
効に抑制するという２つの治療戦略が必須
と考えられる。今、heparin については様々
な抗腫瘍作用が報告されてきており、その抗
腫瘍効果の作用点は上記のいずれにも存在
しうる。しかし、いまだその臨床応用につい
ては明確な回答はでていない。また、NF-κ
B に関しても癌細胞では恒常的に刺激され、
浸潤・転移・apoptosis 抵抗性に関わる関連
遺伝子の転写・活性化が亢進されていること
が明らかにされており、その阻害により効果
的な癌治療が期待される。 
 
 
２． 研究の目的 
 
上記 2 つの治療戦略を考慮し、膵癌化学療

法における heparin と NF-κB 阻害剤の役割
と抗腫瘍作用の可能性について明らかにし、
化学療法と併用することで効果的に膵癌浸
潤能を抑制し、転移形成を減少させうるか検
証することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）in vitro assay 
①WST Assay 
1X107個の細胞を 96well プレートに播種し、
CO2インキュベータ―で前培養する。目的の
薬剤に曝露し、培地で 1:10 の割合で希釈した
Cell Counting Kit-8（DOJINDO）を培養上
清を除いた細胞に添加、1 時間後 450nm の
吸光度を解析することにより、細胞増殖能を
測定した。 
②Chemo invasion Assay 
BD 社の cell culture insert を用いた。上段
に細胞、下段に chemo attractant、目的の薬
剤はそれぞれの濃度を上下段に入れ、24 時間
後の遊走細胞数を測定した。 

（２）in vivo assay 
マウス肝転移モデルは膵原発肝転移と経門
脈的肝転移の 2 種類のモデルを作製した。膵
原発肝転移モデルはヒト膵臓癌株 AsPC-1 を
ヌードマウス膵尾部漿膜下に 5 x 10^5 in 50 
μl 注入し作製した。経門脈的肝転移モデルは
小開腹下に 5×105の AsPC-1 をヌードマウス
の門脈内へ注入し作製した。UFH は 0.5~50 
U/dayの投与量を腫瘍注入翌日より浸透圧ポ
ンプ (ALZET osmotic pump)を用いて持続
皮下投与とした。効果判定は、腫瘍径及び肝
転移個数、及び全肝を摘出し、10ml のバッ
ファー内でホモジナイズ、Renilla Luciferase 
Assay Kit（Promega）にてルシフェラーゼ
の活性を測定することにより行った。また、
有害事象として肝重量、体重、血液生化学検
査を施行した。 
 
 
４． 研究成果 
 
膵癌における Heparin（UFH）の抗腫瘍効

果を検討する為、先ずヒト膵癌由来細胞株
（AsPC1, BxPC3, MIA PaCa3）、ヒト肝臓癌
由来細胞株（ HepG2）において定量的
RT-PCR を用いた Heparanase の発現量の比
較を行った。AsPC1 を基準に発現量の比をと
ると、AsPC1, BxPC3 において Heparanase
の発現量が高かった（図 1）。 

          図１ 
 
WST assay では、UFH 320 U/ml 投与下での
48 時間後の各細胞株の細胞増殖抑制効果の
検討をすると、AsPC1, BxPC3 では高く、
MIA PaCa2, HepG2 では低くかった。UFH
には弱いながらもそれ自身に細胞増殖抑制
効果があり、しかも Heparanase の高発現し
ている細胞株において UFH の効果がより高
い 可 能 性 が 考 え ら れ た 。 さ ら に 、
Chemoinvasion Assay では、低濃度でチャン
バーを通過した腫瘍細胞が減少し（図 2）、 
 



 

 

          図２ 
 
増殖抑制だけではなく，浸潤能を抑制してい
る可能性が考えられた。Luciferase 安定発現
腫瘍細胞を用いた肝転移モデルでは、ルシフ
ェリンを腹腔内投与したのちにイメージン
グ（IVIS）を行うことで肝転移の定性・定量
を行うことが可能となる。膵癌肝転移モデル
に対する UFH の抗腫瘍効果を検討すると、
IVIS によるイメージングではルシフェラー
ゼ肝転移巣の発光量は、UFH 5U/day で低下
し効果を認めた（図 3）。 

          図３ 
 
全肝を用いたルシフェラーゼ定量において
も未治療（NC）群と比較して UFH 5/day の
モデルで腫瘍量が低値であった（図 4）。 

 
          図４ 
 
また、UFH と Gemcitabine（Gem）抗腫瘍効
果増強作用について In vitro で検討したとこ
ろ、WST assay においては、UFH による Gem
の増強作用は認められなかった。しかし In 
vivo では、肝転移数は C 群 23.9 個、H 群 14.7

個、G 群 15.2 個、GH 群 10.1 個。肝重量は C
群 2.08g，H 群 1.92g，G 群 1.85g，GH 群 1.80g
であり UFH による抗腫瘍効果と Gem との増
強効果の傾向を認めた。また，肝転移巣の
Heparanase 活性は C 群 3.18 U/ml，H 群 2.67 
U/ml，G 群 1.74 U/ml，GH 群 1.56 U/ml であ
り，VEGF 発現量は C 群を 100%としたもの
に対し，H 群 78%，G 群 65%，GH 群 70%と
UFH による Heparanase 抑制効果と，VEGF 抑
制効果の傾向が認められた。 

NF-κB 阻害剤である DHMEQ は疎水性
である為、生体適合性のある PMB ポリマー
を用いて可溶化した。粒径測定を行ったとこ
ろ、約 7μm と粒径はほぼ一定であった（図
5）。 

          図５ 
 
一方、CMC で懸濁した DHMEQ の粒径には
ばらつきがあり、多鋒性のピークを示した
（図 6）。 

          図６ 
この 2 種類の製剤を用いてヒト膵癌株
AsPC1 に対して WST assay を行った結果は、
DHMEQ 1, 5, 10, 20μg/ml それぞれの濃度
において、ポリマーを用いて可溶化した群が
0.5%CMC を用いて DHMEQ を懸濁した群
よりも高い細胞増殖抑制効果を示した（図 7）。 
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PMB ポリマー単独では使用した範囲の濃度
では細胞毒性はほとんど見られなかった。1
回投与量を 12mg/kg とした in vivo 投与試験
の予備実験では、ポリマーを用いて可溶化し
た DHMEQ を 2 日おきに i.v.した群が、
0.5%CMC を用いて懸濁した DHMEQ を連
日 i.p.した群より高い腫瘍増殖抑制効果を示
した（図 8）。 

          図８ 
 
DHMEQ の血液中での安定性、組織内濃度及
び血中滞留性を LS-MS 装置を用いて分析し
た。 Ex vivo において採取した血液に
DHMEQ を混和した際の安定性にはポリマ
ー、CMC の 2 群間で変化が見られなかった
ものの、in vivo で 2mg/kg の DHMEQ を担
癌マウスに i.v.した際には、肺・肝臓などの
臓器に 0.5%CMC を用いて懸濁した群、癌部
には PMB ポリマーで可溶化した群でより多
く DHMEQが集積している傾向が見られた。
さらに、アクティブエステル基を有し、蛋
白・リガンドなどを付加することが可能な
PMBN ポリマーに DHMEQ を加え、超音波
処理を施した後、抗 EGFR 抗体を加えること
でターゲティング可能な会合体を作製した。
膵癌の cell line の中で EGFR を発現してい
る AsPC-1、BxPC-3、MIAPaCa-2 を使用し
た。結果は、抗 EGFR 抗体を結合させること
で、DHMEQ 単独の腹腔内投与より高い抗腫
瘍効果を認めることが示された。また、
DHMEQ と GEM においても(1) 無治療群 
(2) GEM 投与群 (3) DHMEQ 投与群 (4) 
DHMEQ+GEM 投与群の 4 群にマウスを分
けた in vivo の検討において、肝転移巣数は
GEM群とDHMEQ群で有意に肝転移が減少
していた。アポトーシス小体数測定では，
GEM群及びDHMEQ群ではアポトーシス誘
導が認められた。また DHMEQ+GEM 併用
群では相乗効果が認められた。抗 CD31 抗体
免疫染色での腫瘍内新生血管数測定では，
DHMEQ 群，GEM 群，DHMEQ+GEM 群の
順に血管新生抑制効果を認めた。qRT-PCR
を用いて肝転移巣における各種 mRNA 発現
を測定した。DHMEQ 治療群では IL-8 と
MMP-9 の発現が著明に低下し、一方 GEM
治療群では VEGFと CyclinD1の中等度の低
下が見られた。 

膵原発肝転移という臨床像に近いモデル

で UFH は増殖抑制だけではなく，浸潤能を
抑制している可能性が示唆され、経門脈的肝
転移モデルを用いた DHMEQ の検討では腫
瘍細胞のアポトーシスを誘導し、血管新生を
抑制することで抗腫瘍効果を示した。GEM
との相乗効果も期待され新しい治療薬に繋
がる可能性が示唆された。 
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