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研究成果の概要（和文）： 

膵癌は悪性度の極めて高い癌であり，より効果の高い新しい治療法の開発が急務である．膵

癌の増殖，進行には血管新生が必要であり，抗血管新生療法は膵癌治療の一役を担う可能性が

あると考えられる．膵癌由来の CXC-chmokine は paracrine に血管内皮細胞に作用し，血管新生

の各ステップ(血管内細胞の増殖，遊走，管腔形成)を亢進し，腫瘍血管新生を形成することを

確認した．CXCR2 Ab を用いた抗体療法はこれらを抑制し，膵癌における抗血管新生療法として

の可能性が示唆された． 

 

研究成果の概要（英文）： 
 The prognosis of pancreatic cancer (PaCa) is extremely poor, so new and more effective 
therapies are clearly needed. The growth of PaCa is dependent on the development of new 
blood vessels that provide oxygen and nutrients to the tumor cells. We investigated 
paracrine effects of CXC-chemokines on vascular endothelial cells. CXC-chemokines 
significantly enhanced proliferation, invasion, and tube formation of vascular 
endothelial cells. Our results show thatCXC-chemokines promote PaCa tumor-associated 
angiogenesis through CXCR2, suggesting that CXCR2 is an anti-angiogenic target in PaCa. 
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１．研究開始当初の背景 
膵癌は悪性度の極めて高い癌であり，診断

時にはすでに進行しており，局所浸潤，遠隔
転移をきたしていることが多い．既存の化学
療法および放射線療法の効果は十分とはい

えず，より効果の高い新しい治療法の開発が
急務である．他の固形腫瘍と同様に膵癌の増
殖，進行には血管新生が必要であり，よって
抗血管新生療法は膵癌治療の一役を担う可
能性があると考えられる．主要な膵癌血管新
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生因子の一つとして ELR+ (Glu-Leu-Arg+) 
CXC-chemokines グループの CXCL8/IL-8 が報
告され，我々も CXCL8 の分子生物学的役割に
ついて検討，報告を行ってきた．CXCL8 は主
に受容体 CXCR2を介してその血管新生促進作
用を生じる．一方， CXCR2 の agonist には，
同じ ELR+-CXC-chemokine の CXCL1/ GRO-α，
および CXCL5/ENA-78 が知られている．膵癌
においては両サイトカインの発現は Wente MN, 
et al が免疫染色にて報告しているのみであ
り，実際の生体内での発現量や分子生物学的
役割に関しては十分に解明されていない．さ
らに我々は近年，膵癌血管新生に対する
ELR+-CXC-chemokines/CXCR2 axisの分子生物
学的役割について以下のような興味深い結
果を報告した．それは (1)膵癌における
ELR+-CXC-chemokines 発現は癌―間質相互作
用によって制御されている，(2)膵癌におい
ては ELR+-CXC-chemokines/CXCR2 axisは膵癌
に autocrine には作用せず，paracrine によ
ってのみ作用して血管新生を亢進させると
いうことである．これらは，膵癌細胞，繊維
芽細胞，および血管内皮細胞を 2週間共培養
した後，血管内皮細胞の管腔形成能を定量的
に測定することにより確認した(この assay
系は当教室で確立したものである)．レセプ
ターの抑制方法の一つとして抗 CXCR2抗体を
用いる予定である．今回の科研費申請の範囲
では，抗 CXCR2 抗体療法の効果を in vitro
および in vivoで検討することを目標として
いる．有効性が確認された後は，臨床治験へ
向けて研究を進める予定である．この抗
CXCR2 抗体療法は米国テキサス州立大学 MD 
Anderson Cancer Center (MDACC)ではすでに
頭頚部腫瘍を中心に臨床治験が始められよ
うとしており，膵癌への応用も現実性が高い
と考えられる．膵癌での臨床治験に関しては，
MDACC の消化器内科(Sushovan Guha, M.D., 
Ph.D; 研究協力者)との共同研究で行う予定
である． 
 
２．研究の目的 
今まで我々は，IL-8/CXCL8-CXCR2 axis が

膵癌血管新生に与える分子生物学的役割を
報告してきた．しかしながら IL-8/CXCL8 の
制御による抗腫瘍効果は臨床応用までには
いたっていない．近年，CXCR2 のリガンドに
は CXCL8に加えて CXCL1 および CXCL5が存在
す る こ と が 報 告 さ れ た ． そ こ で
ELR+-CXC-chemokines/CXCR2 axisによる膵癌
血管新生には，CXCL8 に加えて CXCL1 および
CXCL5 が関与していると考え，in vitroおよ
び in vivo に お け る こ れ ら
ELR+-CXC-chemokines の発現量を測定し、
recombinant お よ び 腫 瘍 由 来
ELR+-CXC-chemokinesが血管新生の各過程（血
管内皮細胞増殖，遊走，管腔形成）に与える

影響を検討，レセプターの抑制により膵癌血
管新生能が減少されるかどうかを in vitro
および in vivo で検討する． 
 

３．研究の方法 
(1)膵癌および正常膵における ELR+－CXC－
chemokines 発現の比較 
①膵液検体の収集．Noh KW et al の手技にし
た が っ て 内 視 鏡 的 に 膵 液 (SSEPS) を
prospective に回収する．症例は CT, MRI, 
ERCP, および病理検査等により総合的に正
常膵と膵癌を鑑別診断する． ②細胞培養上
澄の回収．膵癌細胞株 (BxPC-3, AsPC-1, 
Capan-2, SW 1990, Panc-1, Panc-28, Colo 
357, および MIA PaCa-2)と正常膵管上皮細胞
株(HPDE)を 24, 48,および 72 時間培養しそ
の上澄を回収する． ③膵液および細胞培養
上澄中の CXCL1, CXCL5, および CXCL8濃度を
ELISA で測定する．また各 ELR+－ CXC－
chemokines の総計 Σ ELR+-CXC-chemokines
を測定し，膵癌由来および正常膵由来の膵液
中の ELR+-CXC-chemokines 濃度を比較検討す
る．同様に膵癌細胞株および HPDE の培養上
澄中の ELR+-CXC-chemokines 濃度を比較検討
する． 
(2)膵癌細胞および血管内皮細胞における
functional ELR+-CXC-chemokines/CXCR2 axis
の確認. 膵癌細胞・血管内皮細胞(VEC)の
CXCR2 発現有無を RT-PCR・Western Blot にて
確認する. 
(3) ELR+-CXC-chemokines/CXCR2 axis による
VEC の増殖能の変化の検討 VEC の増殖能の変
化は Celltiter 96 Aqueous One Solution Cell 
Proliferation Assay (MTS-assay)を用いて
測定する．Recombinat CXCL1, CXCL5, およ
び CXCL8で処理を行い VECの増殖へ与える影
響を検討する． 
(4) ELR+-CXC-chemokines/CXCR2 axis による
VEC の浸潤能の変化の検討. recombinant お
よび膵癌由来 ELR+-CXC-chemokines による
VEC の浸潤能の変化を Matrigel invasion 
assay (BD Bioscience 社)にて評価する．
double chamber 法で lower chamber に膵癌細
胞，upper chamber には VEC を培養し，抗
CXCRsiRNA に よ り 膵 癌 由 来
ELR+-CXC-chemokines が VEC の浸潤能に及ぼ
す影響を検討する． 
(5) ELR+-CXC-chemokines/CXCR2 axis による
VECの管腔形成能の変化の検討. On Matrigel
法で in vitro angiogenesis assay を行う．
recombinat ELR+-CXC-chemokines で tube 
formation が亢進することを確認した後，
VECおよび膵癌細胞を double chamber 法にて
共培養し，VECの tube formation の変化を
検討する．さらに抗 CXCR2 抗体処理を行い，
ELR+-CXC-chemokines/CXCR2 axis が VECの管
腔形成能に及ぼす影響を検討する． 



 
４．研究成果 
(1)膵癌および正常膵における ELR+－CXC－
chemokines 発現の比較． 
膵液検体を ELISAで検索したところ，正常膵
に 対 し て ， 膵 癌 患 者 の 膵 液 は 有 意 に
ELR+-CXC-chemokine が 高 値 で あ っ た
(p<0.002).膵癌細胞株 8 種類（ BxPC-3, 
AsPC-1, MIA PaCa-2, Panc-1, SW 1990, 
Capan-2, Colo357, Panc-28）のうち Panc-1
を除く 7 種類が，正常膵管上皮細胞(HPDE)よ
り CXC-chemokineの分泌量が有意に多かった． 
(2) 膵癌細胞および血管内皮細胞における
functional ELR+-CXC-chemokines/CXCR2 axis
の確認. 上記膵癌細胞株 8 種類を用いて
RT-PCR および Western blot にて CXCR2 発現
を確認したが，いずれも発現を認めなかった．
血管内皮細胞 (HUVEC, HMEC-D, HMEC-L)は
CXCR2 発現を認めた． 

 

(3)膵癌細胞株(BxPC-3 および MIA PaCa-2)を
CXC-chemokine の CXCL1, CXCL5, および
CXCL8 で刺激をして増殖能の変化を検討した
が，CXC-chemokine は膵癌細胞株の増殖能に
影響を与えなかった．血管内皮細胞(HUVEC)
の増殖能は CXCL1および CXCL5の刺激で増殖
能の亢進傾向を認めたが，有意差はなかった．
CXCL8 は HUVEC の増殖能を有意に亢進した．
CXC-chemokineを多く分泌する BxPC-3の調整
培地を用いて，HUVEC の増殖能の変化を検討
したところ，HUVEC の増殖能は有意に増加し
た．またそれは CXCR2 の中和抗体(CXCR2 Ab)
で有意に抑制された． 
(4) ELR+-CXC-chemokines/CXCR2 axis による
血管内皮細胞の浸潤能の変化の検討. CXCL1, 
CXCL5, および CXCL8 刺激により，血管内皮
細胞（HUVEC）の浸潤能は有意に亢進した．
またこれは，CXCR2 Ab(中和抗体)により有意
に抑制された． 

 

同様に，double chamber を用いた，膵癌細胞
と血管内皮細胞(HUVEC)との共培養による，
HUVEC の 浸 潤 能 の 変 化 を 検 討 し た ．
CXC-chemokine の分泌能の高い BxPC-3 や SW 
1990との共培養で HUVECの浸潤能は有意に亢
進をして，これは CXCR2 Ab(中和抗体)におり
有意に抑制された． 
(5) ELR+-CXC-chemokines/CXCR2 axis による
VECの管腔形成能の変化の検討. 
HUVEC を用いた on matrigel angiogenesis 
assay を施行した．CXC-chemokine は有意に
HUVEC の血管新生能を亢進した．また，BxPC-3
の調整培地を用いて行った同様の血管新生
実験で，HUVEC は血管新生能を亢進し，それ
は CXCR2 Ab で抑制された． 

 
以上より，膵癌由来の CXC-chmokine は
paracrine に血管内皮細胞に作用し，血管新
生の各ステップ(血管内細胞の増殖，遊走，
管腔形成)を亢進し，腫瘍血管新生を形成す
ると考えられた．CXCR2 Abを用いた抗体療法
はこれらを抑制し，膵癌における抗血管新生
療法としての可能性が示唆された． 
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