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研究成果の概要（和文）： 

幹細胞マーカーである nestin の膵癌における抑制効果とその機序について検討した。膵癌培

養細胞の nestin の発現を抑制すると、遊走、浸潤、スフェア形成能、肝転移が抑制された。Nestin

抑制効果の機序には、F-actin、E-cadherin、transcription factor 4 の発現が関与した。ま

た、nestin の発現を制御する上流の機序として、nestin 遺伝子のメチル化、および PKR や AKT

といった細胞内シグナル系の関与が確認された。また、膵癌移植マウスにnestinに対するsmall 

interfering RNA (siRNA) を尾静脈注射したところ、nestin siRNA を投与した群では、原発巣

腫瘍、及び腹腔内転移巣の抑制が認められた。今後さらに検討を進め、nestin を効果的に抑制

する方法の開発を目指す。 

 

研究成果の概要（英文）： 

In the present study, we have studied the effects and mechanisms of nestin-targeting 

therapy in pancreatic cancers. Inhibition of nestin in pancreatic cancer cell lines 

suppressed cell migration, invasion, sphere-forming ability and liver metastasis. The 

inhibitory effects of nestin were involved in the expression levels of F-actin, E-cadherin 

and transcription factor 4. We found that nestin expression was regulated by the 

methylation of the nestin gene and by the activation of cell signaling pathway proteins 

such as PKR and AKT. Tail vein injections of siRNA-targeting nestin into immunodeficient 

mice in which human pancreatic cancer had been transplanted suppressed both primary and 

metastatic tumor formation. Nestin is considered a promising target for pancreatic 

cancers, and further studies are needed to develop nestin-targeting therapy for 

pancreatic cancer.  
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１．研究開始当初の背景 

膵癌の予後はきわめて不良で、5 年生存率

は 5%にも満たないため、膵癌に対する新たな

治療手段の開発が待ち望まれている状況で

あった。 

Nestin は、ClassⅥに分類される中間径フ

ィラメントの一つで、神経幹細胞のマーカー

として広く知られていた。さらに nestin は

神経系だけでなく、筋肉、精巣、歯、膵臓、

心臓、血管の前駆細胞での発現が確認され、

膵臓においては膵外分泌細胞の幹細胞マー

カーであることも明らかとなっていた。中間

径フィラメントは細胞の種類によって特異

的な発現パターンを示し、細胞機能、特に細

胞の運動性や細胞分裂に関与する。Nestin

は組織修復に関与すると考えられていたが、

その細胞内での役割は充分に解明されてい

なかった。 

腫瘍分野では、中枢神経系腫瘍、特に膠芽

腫や悪性黒色腫、消化管間葉性腫瘍 (GIST)、

乳癌、前立腺癌において nestin が発現し、

その発現と悪性度、遊走、浸潤、転移との関

連が報告されていた。今回の研究を開始する

以前に我々は、浸潤性膵管癌の約 30％の症例

で nestin の発現を認め、nestin 発現が膵癌

の神経浸潤、及び切除断端浸潤と関連するこ

とを報告した  (Kawamoto et al. Human 

Pathol: 2009)。 

細胞の運動性には、細胞骨格を形成する中

間径フィラメントや微小管、微小線維（マイ

クロフィラメント）が深く関与している。癌

細胞においては、細胞の運動性は癌の間質へ

の浸潤や転移といった予後につながる重大

な因子となっている。中間径フィラメント

nestin はヒト膵癌細胞の遊走・浸潤に深く関

与している可能性が高く、治療標的として非

常に有望であると考えられた。このため、本

研究によって、nestin が浸潤性膵管癌細胞の

運動性や浸潤に果たす役割、機序が解明され

れば、極めて予後の悪い浸潤性膵管癌の浸

潤・転移の抑制を目指した新たな治療法の開

発、治療有効症例の選別・個別化が期待され

た。 

さらに、nestin は神経幹細胞マーカーの一

つであり、膵臓でも外分泌細胞の幹細胞に発

現している。マウスにおいて nestin 陽性細



胞にK-ras変異を生じさせると膵癌の前癌病

変 (PanIN 病変) が発生するとの報告も成さ

れていた。しかし、ヒトの膵癌における

nestin の役割に関する研究は我々の報告の

みであり、不明な点が多く残されていた。ま

た、膵癌における癌幹細胞の役割の解明に関

する研究も、開始されたばかりであった。本

研究によって、膵癌における nestin の役割

が解明されれば、膵癌における癌幹細胞の役

割の解明、及び膵癌の発生母地や病態の解明

が前進する可能性があるという状況であっ

た。さらに、癌幹細胞といった新しい視点か

ら見た膵癌治療法の開発につながることも

期待される状況であった。 

 

２．研究の目的 

 自己複製能・多分化能を有する癌幹細胞は、

腫瘍の浸潤・転移や治療抵抗性、治療後再発

に関与することが解明され、癌幹細胞を標的

とした治療の開発が注目を浴びている。膵癌

における癌幹細胞マーカーとして CD133, 

CD44, ESA(epithelial-specific antigen)等

が報告されているが、我々は新たな幹細胞マ

ーカーとして nestin に注目した。Nestin は

神経幹細胞マーカーとして最初に報告され

た class VI に分類される中間径フィラメン

トで、膵臓においては外分泌細胞の幹細胞マ

ーカーである。我々は、以前にヒト膵癌細胞

の一部に nestin が発現しており、膵癌の浸

潤・転移に深く関与することを明らかにした。

このことから、nestin を標的とした治療によ

って膵癌の浸潤・転移の制御が可能であると

考えた。本研究では、膵癌の浸潤・転移にお

ける nestin の役割や作用機序を解明し、

nestin の制御による膵癌の新たな治療戦略

の開発を目指す。 

 

３．研究の方法 

膵癌培養細胞に、shRNA 発現ベクターおよ

び遺伝子発現ベクターを遺伝子導入し、

nestin 発現抑制株と過剰発現株を作成した。

Nestin の発現量変動がヒト膵癌細胞に与え

る影響を in vitro では細胞形態、増殖、遊

走、浸潤、細胞外基質との接着について調べ

た。また、成体内での転移能に与える影響を

検討するため、免疫不全マウスである

NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Sug/Jic  (NOG) 

マウスの脾臓内にヒト膵癌細胞を移植する

肝転移モデルを用いた。このモデルでは、数

週後に肝臓だけでなく、肺やその他の臓器に

遠隔転移巣を形成する。肝転移モデルを用い

て、nestin 発現量と肝転移との関連について

検討した。 

次に、膵癌幹細胞と nestin との関連を解

明するため、スフェア形成法を行った。また、

nestin によって変動する遺伝子発現の変化

を網羅的に解析するため、DNA microarray お

よび質量分析を行った。さらに、nestin を制

御する機構の解明のため、メチル化特異的

PCR および Bisulfite シークエンスを行い、

エピジェネティクスな変化について検討し

た。また、nestin 発現に関与する細胞内シグ

ナル伝達系について検討した。 

In vivo での nestin 抑制の効果を検討する

ため、ルシフェラーゼ遺伝子導入ヒト膵癌細

胞をマウスの膵臓に同所移植した。このモデ

ルでは、原発巣およびその後形成される転移

巣について、マウスを堵殺することなく、経

時的に観察することが可能である。同所移植

モデルを用いて、nestin に対する siRNA の尾

静脈注射の抗腫瘍効果を検討した。 

 

４．研究成果 

Nestin 抑制ヒト膵癌細胞株では細胞遊走、

浸潤が著明に抑制され、逆に nestin 過剰発

現株では細胞遊走、浸潤が亢進した。Nestin



抑制株に nestin 遺伝子導入を行うと、細胞

遊走、浸潤の抑制効果が回復した。Nestin 抑

制株では、マウス転移モデルにおいて著明な

転移抑制が確認された。また、nestin の機能

には、細胞骨格タンパク質の F-actin や細胞

間接着タンパク質 E-cadherin の発現が関与

することが明らかになった  (Matsuda, 

Cancer Biol Ther, 2011)。 

癌幹細胞を検討する方法の一つであるス

フェア形成法を用いて検討したところ、

nestin 発現の程度がスフェア形成能に大き

く関与することが分かった。以上より nestin

は膵癌の遊走、浸潤、転移、および癌幹細胞

制御において重要な役割を担うことが明ら

かとなった。 

次に、nestin によって制御される遺伝子発

現の変化について網羅的に解析を行った。そ

の結果、nestin の発現が transcription 

factor 4 (TCF4) の発現制御に関与すること

を明らかにした。TCF4 は、幹細胞機能を制御

する NANOG の転写を制御し、それによって

nestin が幹細胞機能を制御する可能性が示

された。 

さらに、nestin の発現を制御する機構につ

いて、検討を行ったところ、nestin 遺伝子の

メチル化、および PKR や AKT といった細胞内

シグナル系の関与が確認された。 

 最後に、マウス同所移植モデルを用い、

nestinに対するsiRNAの尾静脈注射の効果を

検討した。その結果、nestin siRNA を投与し

た群では、コントロール群に比べて、原発巣

の腫瘍は小さく、腹腔内転移巣の形成の抑制

も認められた (AACR, 2013)。 

今後さらに、nestin タンパク質の活性化機

序(リン酸化)の解明に向けた研究を行い、

nestin の機能を効果的に抑制する方法の開

発を目指す。 
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