
神戸大学・保健学研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４５０１

基盤研究(C)（一般）

2023～2021

膵臓癌幹細胞由来エクソソームが遠隔転移を亢進する分子機構に関する研究

The mechanism of promoting remote metastasis by exosome derived from pancreatic 
cancer

８０２４８００４研究者番号：

堀　裕一（Hori, Yuichi）

研究期間：

２１Ｋ０８６８４

年 月 日現在  ６   ６   ５

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：研究の全体構想は膵癌細胞の遠隔転移機構を明らかにして新規治療法を創出すること
である。膵臓がんは5年生存率が10%以下と固形がんで最も予後不良であり、遠隔転移や局所浸潤が予後を左右す
る。本研究では膵癌細胞が分泌するエクソソームに着目して初期の遠隔転移の分子機構を明らかにすることを目
的とする。我々はすでに抗がん剤Gemcitabine(GEM)に耐性の膵癌患者から10種類の膵癌幹細胞株を樹立した。ま
た、CD133陽性マウス膵臓組織幹細胞にがん遺伝子を導入してマウス人工膵癌幹細胞株を作成した。我々が樹立
したヒトやマウス膵癌幹細胞株由来のエクソソームを使って転移の初期段階の分子機構を明らかにする。

研究成果の概要（英文）：The overall concept of the research is to clarify the mechanism of distant 
metastasis of pancreatic cancer cells and to create novel therapeutic strategies. Pancreatic cancer 
has the poorest prognosis among solid tumors, with a 5-year survival rate of less than 10%, and 
distant metastasis and local invasion determine the prognosis. In this study, we aim to elucidate 
the molecular mechanism of early distant metastasis by focusing on exosomes secreted by pancreatic 
cancer cells. We have already established 10 different pancreatic cancer stem cell lines from 
pancreatic cancer patients resistant to the anticancer drug gemcitabine (GEM). We have also 
generated mouse engineered pancreatic cancer stem cell lines by transferring oncogenes into 
CD133-positive mouse pancreatic tissue stem cells. We will elucidate the molecular mechanisms of the
 early stages of metastasis using exosomes derived from the human and mouse pancreatic cancer stem 
cell lines we established.

研究分野： がんの細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膵臓がんは臓器別死亡数の第４位にあり、早期診断が困難で予後不良の疾患であり、発見時には多くの症例です
でに遠隔転移や癌性腹膜炎を伴っている。予後を左右する遠隔転移の病態解明や新しい治療法の開発が急務であ
る。最近、がん細胞が細胞間コミュニケーションをはかるツールとして細胞が分泌するエクソソームが注目され
ている。本研究では、我々が樹立したヒトやマウスの膵臓がん細胞由来のエクソソームが初期の転移にどのよう
に関与するのかを明らかにした。

※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 
膵臓がんは癌死亡率の第４位にあり、早期診断が困難で最も予後不良の疾患であり、発見時に

は多くの症例ですでに遠隔転移や癌性腹膜炎を伴っている。外科的治療、化学療法、放射線療

法による集学的治療の進歩にも関わらず依然として死亡率や死亡数は増加傾向にあり、予後を

左右する遠隔転移の病態解明や新しい治療法の開発が急務である。 

 遠隔転移成立に関しては多くのプロセスがあり、解明されたとは言えない。最近、癌細胞が

分泌するエクソソーム(細胞外小胞)が転移をはじめ、様々な細胞間コミュニケーションに重要

な役割を果たすことが明らかになりつつある。本研究では膵癌細胞が分泌するエクソソームが

肝臓や肺で pre-metastatic niche を構築し、転移を促進するという仮説を立てた。 

 
２．研究の目的 
我々は①既存の抗がん剤耐性の膵癌患者からヒト膵癌幹細胞株を樹立し(PLoS One, 2013)、②

CD133 陽性マウス膵組織幹細胞に K-RasG12D、変異型 p53、CDK4、GFP を恒常的に発現させたマウ

ス人工膵癌幹細胞の作成にも成功している(投稿中)。本研究では、我々が独自に樹立作成した①

ヒト膵癌幹細胞株や②マウス人工膵癌幹細胞株由来のエクソソームを分離精製して in vivo や

in vitro で投与して pre-metastatic niche を再構築できるかどうか、さらに転移機構を分子レ

ベルで解明し、新規治療薬の開発を目的としている。 

 
３．研究の方法 
 
1) ヒト膵臓がん細胞株由来エクソソームによる超初期転移機構の解析 

 当研究室で樹立したヒト膵癌幹細胞株(KMC)や他の膵臓がん細胞株(Panc-1 や AsPC−１)の培養

上清からエクソソームを分離し、これらの細胞には GFP 遺伝子を導入しているので lineage-

tracing 可能である。さらに、また、転移の初期には上皮間葉転換(Epithelial-Mesenchymal 

Transition; EMT)の関与が指摘されているのでエクソソームにおる EMT の誘導についても解析

した。 

2) ヒト膵癌幹細胞株由来エクソソームによる pre-metastatic niche の解析 

 転移過程のうち膵癌細胞の extravasation に絞って解析する。ヒト膵臓がん患者の腹水から

エクソソームを分離し、免疫不全マウス(ヌードマウス)に経門脈的あるいは経尾静脈的に注入

し、数日後に同じ経路から GFP ラベル膵癌細胞を注入し、２週間後に、臓器を摘出して組織染色

で転移巣を確認する。ヒト膵癌幹細胞株には GFP 遺伝子を導入しているので lineage-tracing 可

能である。対照群としては良性の胆汁性肝硬変患者腹水由来のエクソソームを用いた。 

 
４．研究成果 
 
1) ヒト膵臓がん細胞株由来エクソソームによる超初期転移機構の解析 

ヒト膵癌細胞株である AsPC-1 と我々が樹立した KMC を in vitro で培養すると、コロニーから

budding してくる細胞があり、免疫染色の結果、これらの細胞は vimentin 陽性の細胞であるこ

とが判明し(左図)、分泌するエクソソームが EMT を誘導する可能性を明らかにした。実際に、



AsPC-1 や PANC-1 細胞にエクソソーム

を添加すると、Snail1 や Zeb1 の発現

が遺伝子やタンパクレベルで亢進した

ことから、エクソソームによる EMT 誘

導が明らかになった。EMT を誘導する

分 子 と し て Transforming growth 

factor-β1(TGF-β1)が知られている。

EMT 誘導における TGF-β1の関与を明らかにするために、膵臓がん細胞内の TGF-β1 を siRNA に

より knockdown すると、分泌されるエクソソーム内の TGF-β1 量も減少した。さらに、このエク

ソソームを膵臓がん細胞に添加すると EMT 誘導は有意に抑制されたことから、エクソソームに

よる EMT の誘導には TGF-β1 が部分的に関与することが証明された。以上の実験結果から、膵臓

がん細胞転移の超初期には自身が分泌するエクソソームが膵臓がん細胞に EMT を誘導して、が

ん細胞のコロニーから離脱することが明らかになった。この研究成果は Med Mol 

Morphol,55:227-235,2022 として論文発表した。 

2) ヒト膵癌幹細胞株由来エクソソームによる pre-metastatic niche の解析 

左図のようなプロトコルでin vivoの実

験をおこなった。その結果、ヒト膵臓が

ん細胞(PDAC-1, PDAC-2)患者の腹水由

来のエクソソームを前投与した群では

明らかに肝臓転移が亢進した。一方で、

対照群の胆汁性肝硬変患者腹水(LC)由来のエクソ

ソームでは全く肝臓転移を認めなかった。さらに、

尾静脈経由でエクソソームを投与したのちに尾静

脈から膵臓がん細胞を注入する実験では肺転移の

有意な亢進を認めた。さらに、膵臓がん細胞の替わ

りに FITC-dextran を注入すると、ヒト膵臓がん細

胞(PDAC-1, PDAC-2)患者の腹水由来のエクソソー

ムを前投与した群では有意にsinusoid の血管内皮

細胞の透過性が亢進した。この結果を in vitro で

検証するため、two-chamber 法で実験すると、膵臓

がん細胞由来のエクソソーム投与群で血管内皮細胞の細胞間隙が破壊されて透過性が亢進する

ことが明らかになった。さらなる研究成果より、膵臓がん細胞から分泌されたエクソソームが血

管内皮細胞に内皮間葉転換(Endothelial-Mesenchymal Transition; EndMT)を惹起して、血管透

過性を亢進し、膵臓がん細胞の extravasation が起こって初期の転移が完成することが明らか

になった。この研究成果は Pancreatology 23: 377-388,2023 として論文発表した。 
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