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研究成果の概要（和文）：膵星細胞との共培養により、膵癌幹細胞性の指標である、スフェロイド形成能や、上皮間葉
形質転換誘導性転写因子であるSnailやABCG2などの発現増加が確認された。膵癌細胞を膵星細胞とともにヌードマウス
の皮下に接種した場合、膵癌細胞単独に比べて腫瘍径の増大がみられ、膵星細胞が膵癌幹細胞性を増強することが示さ
れた。マイクロアレイによる解析に基づき、この相互作用を担うマイクロRNAとして、miR-210を同定した。さらに高血
圧の治療薬であるオルメサルタン投与により、膵星細胞―膵癌細胞間相互作用を阻害したところ、腫瘍増大の抑制作用
がみられ、新たな膵癌治療のターゲットである可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Indirect co-culture of pancreatic cancer cells with PSCs enhanced the spheroid-for
ming ability of cancer cells and induced the expression of cancer stem cell-related genes ABCG2, Nestin an
d LIN28. In addition, co-injection of PSCs enhanced tumorigenicity of pancreatic cancer cells in vivo. The
se results suggested a novel role of PSCs as a part of the cancer stem cell niche. miR-210 was identified 
as an upregulated micro RNA by co-culture with PSCs. Inhibition of miR-210 expression decreased stem cell-
like phenotypes in pancreatic cancer cells. Olmesartan, an angiotensin II type I receptor blocker, adminis
trated at 10 mg/kg in drinking water inhibited the growth of subcutaneous tumors derived from the co-injec
tion of pancreatic cancer cells and stellate cells. Olmesartan inhibited the growth of tumors by targeting
 stellate cell activities, and olmesartan might be useful as an anti-fibrosis therapy in pancreatic cancer
.
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１．研究開始当初の背景 
 膵癌は代表的な予後不良癌である。多数を
占める切除不能膵癌に対して、ゲムシタビン
などの化学療法や化学放射線療法が行われ
るが、治療の経過とともに抵抗性が獲得され
腫瘍の再増大や転移がおきてくる。このよう
な薬剤抵抗性、放射線抵抗性、再発時の腫瘍
原性など全ての統一的原因として癌幹細胞
(cancer stem cell)の存在が指摘されている。
癌幹細胞は、組織幹細胞と同様に自己複製能
を有して癌細胞を供給し、多様な分化度を呈
する癌細胞のヒエラルキーを再構築する。化
学療法や放射線治療により“非”癌幹細胞を
死滅させ、腫瘍の縮小効果が得られても、残
存腫瘍では治療に抵抗性である癌幹細胞が
濃縮され、結果として腫瘍の再増大や再発、
転移を引き起こす。 
 一方、癌幹細胞が、自己複製能と多分化能
を維持するためには幹細胞ニッチ(niche)と
呼ばれる特別な微小環境が必須である。膵癌
は、desmoplastic reaction と呼ばれる高度
な線維化を伴う。この膵線維化を担うのは膵
星細胞である。申請者は、膵星細胞研究にい
ち早く着手し、膵星細胞の細胞機能や活性化
機構、細胞内シグナル伝達機構などを内外に
先駆けて報告した。特に、膵星細胞が
periostin などのマトリックス細胞蛋白の産
生を介し、膵癌の進展に好都合な微小環境を
作り出すこと、膵星細胞が膵癌細胞の上皮間
葉転換を誘導すること、膵星細胞は膵癌放射
線治療中における腫瘍の再増大を引き起こ
すことを示した。これらの知見は、膵星細胞
が、膵幹細胞の幹細胞性維持に関わることを
強く示唆する。 
 
２．研究の目的 
 膵癌幹細胞の特性である“stemness”(幹
細胞性)の、膵星細胞による制御機構を明ら
かにし、その制御機構をターゲットとした新
しい膵癌治療法の開発をはかることが本研
究の目的である。 
 
３．研究の方法 
 ヒト膵星細胞として、膵切除標本より分離
した初代培養膵星細胞あるいは、SV40 large 
T 抗原および hTERT を、レトロウイルスベク
ターを用いて遺伝子導入して不死化した
hPSC21-S/T 細胞を用いた。 
(1)膵星細胞が膵癌幹細胞様形質に与える影
響の検討 
①ヒト膵癌細胞 AsPC-1 単独あるいは膵星細
胞とともにICRヌードマウス背部に皮下移植
して腫瘍形成能を評価した。 
②ヒト膵癌細胞 AsPC-1 あるいは SUIT-2 細胞
を膵星細胞と、culture insert を用いて非接
着条件下で共培養した。Ultralow attachment 
culture dish上でのスフェロイド形成能なら
びに、癌幹細胞マーカーである ABCG2、Nestin、
LIN28 発現をリアルタイム PCR で評価した。 
 

(2)膵星細胞による膵癌細胞マイクロ RNA 発
現プロファイルの変化 
 (1)と同様に、膵癌細胞単独あるいは膵星
細胞と共培養し、マイクロ RNA を抽出した。
904 マ イ ク ロ RNA を 搭 載 し た    
(Agilent Technologies社製)マイクロアレイ
により、膵癌単培養と膵星細胞との共培養間
でマイクロRNA発現プロファイルを比較した。
発現の差異の見られたマイクロRNAについて
は、細胞内シグナル伝達経路阻害剤を用いて、
膵星細胞による発現誘導機構を検討すると
ともに、anti-miR 阻害剤を用いて、発現を抑
制し、膵癌細胞形質を評価した。 
 
(3)アンギオテンシンII受容体拮抗剤の腫瘍
形成抑制効果の検討 
 膵星細胞-膵癌幹細胞間相互作用をターゲ
ットとした新たな膵癌治療法の開発に向け
て、膵癌細胞単独あるいは膵癌細胞＋膵星細
胞を皮下移植したヌードマウスに、アンギオ
テンシン II 受容体拮抗剤であるオルメサル
タンを 10mg/kg で投与し、腫瘍増殖に与える
影響を評価した。 
 
４．研究成果 
(1)AsPC-1 膵癌細胞を膵星細胞とともにヌー
ドマウスの皮下に接種した場合、膵癌細胞単
独に比べて、有意に腫瘍径の増大がみられた
（図 1）。 

  図 1 
 
膵星細胞との共培養により、膵癌細胞のスフ
ェロイド形成能は増加し（図 2）、上皮間葉形
質 転 換 (epithelial-mesenchymal 
transition; EMT)誘導性転写因子である
Snail や ABCG2、Nestin、LIN28 の発現増加が
確認された。これらの知見により、膵星細胞
が膵癌幹細胞性を増強することが示された。 
 
(2)(1)で認められた膵星細胞-膵癌(幹)細胞
間相互作用を司るマイクロRNAを同定するた
めに、マイクロアレイを行った。膵星細胞と
の共培養により、膵癌細胞において miR-210
の発現が強く誘導された(図 3)。 
 



  図 2 
 
 

  図 3 
 
膵星細胞との共培養によるmiR-210の発現誘
導は、AsPC-1、Panc-1、SUIT-2 の、3種の膵
癌細胞において、リアルタイム PCR により確
認された。 
 次に膵星細胞によるmiR-210発現誘導機構
を検討した。HIF-1αに関してはウエスタン
ブロッティング、蛍光免疫染色どちらにおい
ても膵星細胞との共培養による発現上昇を
認めなかった。一方、リン酸化 ERK、リン酸
化 Aktに関しては PSC-CM 処理後 10分後から
蛋白レベルで発現上昇を認めた。MEK1/2 
inhibitor で あ る U0126 、 PI3 Kinase 
inhibitor である LY294002 添加で有意な
miR-210 発現低下を認めた。これらより、膵
星細胞による膵癌細胞のmiR-210発現機構に
は ERK 経路ならびに PI3K/Akt 経路の関与が
考えられた。 
 さらに、anti-miR inhibitor を用いた
miR-210 一過性発現抑制ならびに miR-210 安
定発現抑制株(PKD6)を作成して、miR-210 の
膵癌細胞機能における役割を検討した。
miR-210 の発現抑制により、コントロール株
(PKDC)に比べて、膵星細胞との共培養による
遊走（図 4）や ABCG2 発現誘導、上皮間葉変
換が抑制された。 

図 4: miR-210 発現抑制株(PKD6)とコントロ
ール株(PKDC)で、膵星細胞培養上清(PSC-CM)
による遊走誘導を Two-chamber assay で検討
した。*: P<0.05, **: P<0.01 
 
以上より、miR-210 が膵星細胞-膵癌(幹)細胞
間相互作用を担う重要なマイクロRNAである
ことが示唆された。 
 
(3)オルメサルタン投与により、皮下腫瘍の
増大は著明に抑制された(図 5)。 

図 5: 膵癌細胞(AsPC-1)をヌードマウスの皮
下に、単独、あるいは膵星細胞(PSCs)と共に
移植した。オルメサルタン(10mg/kg)を投与
し、腫瘍径の経時的変化を評価した。*: 
P<0.05, **: P<0.01 vs コントロール。 
 
興味深いことに、膵癌細胞単独で皮下移植し
た場合には抑制効果はみられず、オルメサル
タンが膵星細胞をターゲットとして、腫瘍増
大抑制効果を示すことが示唆された。 
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