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研究成果の概要（和文）：膵特異的変異型 Kras 発現＋Tgfbr2 ノックアウトによる膵発癌マウ

スモデルは、臨床の膵癌の線維化の著明な腺癌という組織学的特徴をよく再現する。本モデル

の膵癌細胞が産生するCXCR2リガンドが間質の線維芽細胞に作用しCTGFなどの因子の発現

を誘導し、血管新生を介して腫瘍促進的に働いていることが分かり、この腫瘍間質相互作用を

遮断することが膵癌の治療につながることが示された。一方、微小環境中のマクロファージを

標的とした治療については、今後更なる検討が必要と考えられた。 
研究成果の概要（英文）：A genetically-engineered mouse model, containing mutant Kras 
expression and Tgfbr2 knockout, recapitulates histological features of human pancreatic 
cancer, demonstrating adenocarcinoma with abundant fibrosis. The murine pancreatic 
cancer cells secret CXCR2 ligands, which induce CTGF expression in the stromal 
fibroblasts, resulting in tumor promotion through angiogenesis. Inhibiting the 
tumor-stromal interactions in the tumor microenvironment demonstrated anti-tumor effect 
and can be a therapeutic option for pancreatic cancer. The pancreatic cancer tissues contain 
abundant macrophage infiltration, however, targeting the macrophages as a therapy of 
pancreatic cancer should be further investigated.   
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１．研究開始当初の背景 
 膵癌は依然として予後の極めて厳しい最
難治癌であり、その病態の理解に基づいたよ
り有効な治療法の開発は急務といえる。我々
は、臨床の膵癌像をよく近似するマウス膵発
癌 モ デ ル （ 遺 伝 子 型

Ptf1acre/+;LSL-KrasG12D/+:Tgfbr2fl/fl）（以下、
Kras+Tgfbr2KOマウス）を既に樹立し報告し
てきた。このマウスは、膵癌の組織学的特徴
である間質の著明な増生を示し、線維化のみ
ならずマクロファージの著明な浸潤もみら
れる。また、この膵癌組織から樹立した膵癌
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細胞が分泌するサイトカインのスクリーニ
ングから、複数の CXC ケモカインが特徴的に
分泌されることを見出している。 
 近年、さまざまな癌腫において癌の微小環
境が注目されてきており、癌細胞を取り巻く
微小環境が、癌細胞に好適な環境を形成し、
腫瘍促進的に働いていることが報告されて
いる。特に膵癌は、豊富な間質・線維化がそ
の組織像の特徴でもあり、癌の微小環境にお
ける腫瘍間質相互作用が、その予後不良や治
療抵抗性に寄与していることが示唆された。 
 遺伝子改変マウスによる膵発癌モデルは、
膵癌細胞の皮下移植モデル等に比べ、癌の微
小環境が保たれていることが大きな長所で
あり、生体内での治療法の効果判定は、その
ような遺伝子改変発癌モデルを用いて行う
べきであるという認識が広まってきている。 
                                                                                                      
２．研究の目的 
 本研究の目的は、このような膵癌の微小環
境における腫瘍間質相互作用を臨床像に近
い膵発癌マウスモデルで検討し、その相互作
用を標的とした治療をこのマウスに対して
施行し、膵癌の微小環境における病態の理解
に基づいた、より効果的な膵癌の治療法を見
出すことである。 
 
３．研究の方法 
1) 膵発癌モデル Kras+Tgfbr2KOの作成 
三系統のマウス A) 膵臓上皮特異的に Cre 

recombinase を発現する Ptf1acre/+、B) Kras
遺伝子の片アレルが LSL-KrasG12D に置換さ
れ た も の （ プ ロ モ ー タ ー 領 域 に
loxP-Stop-loxP 配列が挿入されており、下流
に恒常活性型 KrasG12D の配列が連なってい
るもの）、C) TGF-beta type 2 receptor 
(Tgfbr2)コンディショナルノックアウトマウ
ス 、 を 交 配 し 、 目 的 の 遺 伝 子 型
Ptf1acre/+;LSL-KrasG12D/+:Tgfbr2fl/fl を 得 た
（図１）。実際には、A)C)の double mutant
と B)C)の double mutant をまず作成し、さ
らにその double mutant 同士を交配するこ
とで目的のA)B)C) triple mutantが得られた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

2) Kras+Tgfbr2KO 膵癌マウスにおける
CXCR2 リガンドの作用の検討および
CXCR2 阻害剤投与 
2-1) Kras+Tgfbr2KO マウス膵癌細胞株
K399, K375 を CXCR2 阻害剤 SB225002 
(Calbiochem)存在下に培養し、in vitro の細
胞増殖抑制効果を検討した。 
2-2) K399, K375におけるCXCR2リガンド
の発現を NF-kB 阻害剤存在下の半定量
RT-PCR にて検討した。 
2-3）CXCR2、CTGF の発現を K399, K375
及び Kras のみ活性化したマウス膵から分
離した線維芽細胞 K643f を用いた半定量
RT-PCR、マウス膵癌組織の免疫染色にて検
討した。 
2-4）Kras+Tgfbr2KO膵癌マウスを 5 群に分
け、①コントロール群、②CXCR2 阻害剤
Repertaxin (Sigma)群（15 mg/kg 生後満 3
週 齢 よ り 連 日 腹 腔 内 投 与 ）、 ③
gemcitabine(GEM)群（12.5 mg/kg 生後満
4 週齢より週 2 回腹腔内投与）、④
Repertaxin+GEM 群（②＋③）、⑤CXCR2
阻害剤 SB225002 群（0.5 mg/kg 生後満 3
週齢より連日腹腔内投与）とし、満 7 週齢
に達した時点で膵臓を摘出し、腫瘍の
volume を比較し、組織学的検討を加えた。
①，③、⑤群は、生存期間も検討した。 
3) Kras+Tgfbr2KO 膵癌マウスに対する
CSF1R 阻害剤投与 
3-1) Kras+Tgfbr2KO膵癌マウスを３群に分
け、①コントロール群、②CSF1R 阻害剤投
与群（10 mg/kg 生後満 3 週齢より連日腹腔
内投与）、③GEM＋CSF1R 阻害剤併用投与
群（②に加え GEM 3.125 mg/kg 生後満 4
週齢より週 2 回腹腔内投与）とし、満 7 週
齢に達した時点で膵臓を摘出し、腫瘍の
volume を比較し、組織学的検討を加えた。
また、生存期間の検討も行った。CSF1R 阻
害剤投与は 20 mg/kg の投与量でも行った。 
 
４．研究成果 
１）Kras+Tgfbr2KOマウスは、ヒト膵癌をよ
く近似する間質・線維化に富む膵 ductal 
adenocarcinoma を形成する 
本モデルマウスは、腹部膨満・体重減少・

血性腹水の貯留・黄疸などヒト膵癌類似の症
候を呈し、平均 8 週齢で癌死する。その組織
像は分化型のductal adenocarcinomaで間質
の増生・線維化が著明であり、ヒト膵癌の組
織像をよく近似していた。本モデルでは、先
行する遺伝子改変モデルと比べ、肉腫様の未
分化腫瘍の混在が見られず、より臨床の膵癌
像に近い組織像であった。また、本モデルの
組織像が示すように、腫瘍組織内に占める間
質の割合が大きく、線維化のみでなくマクロ
ファージなど炎症細胞浸潤も著明であり、膵
癌の発癌・進展に活発な腫瘍間質相互作用が



寄与している可能性が示唆された。 
2) Kras+Tgfbr2KO膵癌細胞の産生す
る CXCR2 リガンドは、膵線維芽細胞に作
用 し 腫 瘍 促 進 的 に 働 き 、 一 方 、
Kras+Tgfbr2KO 膵 癌 マ ウ ス に 対 す る
CXCR2 阻害剤投与は、血管新生阻害により
抗腫瘍効果を示し、有意に生存期間を延長
させる 
 我々はこれまでに、Kras+Tgfbr2KO 膵癌
細胞と Kras のみ活性化した PanIN 状態由
来の細胞との比較から、Kras+Tgfbr2KO 膵
癌細胞が複数の CXC ケモカインを特徴的
に有意に過剰産生・分泌しているという結
果を得ている。また、その CXC ケモカイン
の大多数は受容体 CXCR2 のリガンドであ
り、CXCR2 の阻害が膵癌の一つの分子標的
治療となることが示唆された。 
2-1) K399, K375 を 様 々 な 濃 度 の
SB225002 存在下に培養したが、増殖抑制
効果は認められず、膵癌細胞由来の CXC ケ
モカインは、膵癌細胞自体の autocrine に
よる増殖促進作用はないものと考えられた。 
2-2) K399, K375におけるCXCR2リガンド
の発現を NF-kB 阻害剤存在下の半定量
RT-PCR にて検討した結果、有意に発現の
低下がみられ、Kras+Tgfbr2KO 膵癌細胞の
CXCR2 リガンド産生は NF-kB シグナル依
存性であることが示された。 
2-3) K375, K399 および膵線維芽細胞
K643f における CXCR2 発現は、転写レベ
ルにおいては線維芽細胞で有意に高いこと
がわかった。マウス組織を用いた免疫染色
では膵癌組織に heterogeneous に染まり、
正常膵との比較では、特に浸潤先端部にお
ける間質側に発現している傾向がみられた。 
 一方、線維化促進因子かつ腫瘍促進因子
として知られる CTGF(connective tissue 
growth factor)の免疫染色は、マウス膵癌組
織において癌細胞と間質の境界部分に非常
に強い染色性を示し、活発な腫瘍間質相互
作用が示唆された。半定量 RT-PCR では、
線維芽細胞における発現が有意に高く、
CXCR2 リガンドにより線維芽細胞での
CTGF 発 現 が 誘 導 さ れ 、 ま た
Kras+Tgfbr2KO 膵癌細胞の上清によっても
線維芽細胞での CTGF 発現が誘導され、
CXCR2 阻害剤存在下ではそれがキャンセ
ルされた。 
 これら 2-1) から 2-3) の結果から、
Kras+Tgfbr2KO 膵癌細胞が特徴的に産生分
泌する CXCR2 リガンドは、癌細胞自身に
は直接働かないが、間質の線維芽細胞の
CXCR2 に作用し CTGF 産生を誘導すると
いうように癌の微小環境を修飾するという
働き方をすることが示された。この線維芽
細胞における CTGF 産生誘導は、TGF-beta 
type 1 receptor 阻害剤の存在下ではキャン

セルされ、TGF-beta シグナル依存性であっ
た。癌細胞自身は Tgfbr2KO であるため
TGF-beta シグナルの影響は受けないが、間
質では TGF-beta シグナルが重要な働きを
していることが示唆された。 
 我々は、ヌードマウスへの皮下移植実験
において Kras+Tgfbr2KO膵癌細胞単独移植
群に比べ、Kras+Tgfbr2KO 膵癌細胞と膵線
維芽細胞を半々に混合した群の方が皮下腫
瘍の増大が速いという結果を見出しており、
これは、癌細胞と線維芽細胞の共在による
腫瘍間質相互作用が実際に腫瘍促進的に働
いていることを示す知見といえる。また、
この混合した細胞による皮下腫瘍の増大は、
CXCR2 阻害剤の局所投与により抑制され、
CXCR2 依存的な腫瘍間質相互作用が重要
であることも示唆された。 
2-4) こ れ ら の 結 果 を 踏 ま え 、
Kras+Tgfbr2KO マウスに CXCR2 阻害剤
（Repertaxin or SB225002）を投与する治
療実験を行った。CXCR2 阻害剤もしくは膵
癌標準治療薬 GEM を投与すると、無治療
群に比べ有意な腫瘍 volume の抑制効果を
示した。抑制効果は Repertaxin、SB225002
とも GEM と同程度であった。Repertaxin
または SB225002 を GEM と併用すると、
各単独投与群に比べ、更に抑制する傾向が
みられた。vWF の免疫染色による腫瘍組織
での血管数の評価から、CXCR2 阻害による
抗腫瘍効果は血管新生阻害と相関するもの
と考えられた。一方、GEM 投与では血管新
生は阻害されず、異なる作用機序であるこ
とが確認された。コントロール群(生存期間
中央値=MST 53 日)に比べ、SB225002 投与
群は有意な生存延長効果を示し(MST 62
日) (p<0.05)、これは GEM 単独投与とほぼ
同等であった。 

これらの結果から、Kras+Tgfbr2KO 膵癌
細胞が間質に対して分泌する CXC ケモカ
インは癌細胞の増殖を直接促進するのでは
なく、腫瘍血管新生を介して腫瘍に促進的
に作用し、受容体 CXCR2 を阻害すること
で GEM とは異なる機序で同等の効果を持
つ有用な分子標的治療になると考えられた
（図２）。GEM＋SB225002 併用投与も検
討したが、この併用の際には GEM 12.5 
mg/kg は過剰量となってしまうようである。
GEM を減量し、至適投与量を検討すること
で、相乗効果を示す治療法が得られる可能
性がある。 

 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
3) Kras+Tgfbr2KO 膵 癌 マ ウ ス に 対 し
CSF1R 阻害剤は有意な生存延長効果を示さ
ず 
 Kras+Tgfbr2KO膵癌組織のF4/80染色では、
腫瘍組織にマクロファージの著明な浸潤が
みられ、腫瘍の微小環境形成において重要な
役割を果たしていることが示唆された。近年、
腫瘍組織中のマクロファージは、腫瘍関連マ
ク ロ フ ァ ー ジ (tumor-associated 
macrophage, TAM)と呼ばれ、腫瘍促進的な
作用を持つようになることが報告され注目
されている。一方、CXCR2 阻害剤を投与し
たマウス膵癌組織では、もともとみられてい
た著明なマクロファージ浸潤が減少してい
た。このことから、マクロファージに発現し
ている CSF1R(colony-stimulating factor 1 
receptor)の阻害剤を投与しマクロファージ
の活性化を抑制することが、膵癌の微小環境
を修飾し、効果的な治療につながるのではな
いかと考えた。 
3-1) CSF1R 阻害剤 10 mg/kg 単独投与にて
は、膵癌マウスの生存期間延長がみられな
かったため、20 mg/kg まで増量して投与を
行ったが、やはり有意な生存延長はみられ
なかった。GEM との併用においては、
CXCR2 阻害剤との併用の結果もふまえ、
GEM 投与量を 3.125 mg/kg まで減量して
行った。この減量の検討において、GEM 
3.125 mg/kg 単独投与は、12.5 mg/kg 単独
投与と比べ、生存期間は同等であった。こ
の減量した投与量を用い、CSF1R 阻害剤
10 mg/kg、20 mg/kg との併用投与を試みた
が、いずれにおいても、生存期間の有意な
延長は見られなかった。7 週齢まで投与した
際の膵癌組織の H&E 染色像では、炎症細
胞浸潤は同等に見られており、特に有意な
組織学的所見の相違を認めなかった。 
 膵癌の微小環境修飾による治療効果とい
う観点において、マクロファージは治療標
的としての可能性はあると思われるが、今
回用いた方法では治療としての有効性を示
すことができず、CSF1R 以外の標的分子の

探索、また微小環境におけるマクロファー
ジ以外のコンポーネントの検討も重要と考
えられた。 
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