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研究成果の概要（和文）：膵癌は予後不良な疾患であり、新規治療薬の開発が期待されている。近年、膵癌間質が癌の
進展を多面的に促進させ、抗癌剤耐性にも関与している事が実証された。本研究において、膵癌間質と正常膵間質で発
現に差のある蛋白を網羅的に解析し、CRMP4という候補蛋白を選出した。膵癌においてCRMP4の発現は強力な予後、再発
予測因子であり、静脈浸潤、肝転移とも相関を認めた。また、細胞実験系において、CRMP4の発現低下が増殖には変化
を認めないが、浸潤能を低下させることを発見した。これらの結果から、CRMP4が膵癌細胞の浸潤を促進し、静脈浸潤
、肝転移を増加させ、膵癌患者の予後を増悪させていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Pancreatic cancer has an aggressive malignancy. Recently, stroma in tumor is repor
ted to be associated with cancer-cell proliferation, apoptosis, differentiation and invasion in several ca
ncers. In this project, we comprehensively examined proteins expressing in the stroma of pancreatic tumors
 or of normal pancreas, and found that CRMP4 differentially expressed in pancreatic tumor stroma compared 
to normal pancreatic tissue. Of all the CRMPs, only crmp4 was differentially expressed in pancreatic cance
r tissues. CRMP4 staining was highly correlated with poor differentiation and liver metastasis. Multivaria
te analyses suggested that venous invasion and CRMP4 overexpression were prognostic factors for survival. 
CRMP4 knockdown using siRNA reduced cellular invasion, but did not affect proliferation. Our results sugge
sted that CRMP4 is significantly associated with poor prognosis by increasing pancreatic cancer cell invas
iveness, and can be a novel therapeutic target for pancreatic cancer.
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１．研究開始当初の背景 
膵癌の特徴の一つに desmoplasia と呼ばれ
る現象がある。これは、著名に間質の線維芽
細胞が増殖し、細胞外マトリックス(ECM)が
沈着することによって腫瘍の成長と浸潤を
促進するというものである。類似した現象は
他の癌種でも認められており、間質の構造は
癌細胞によって積極的に構築され、様々な側
面から癌の進展（増殖、生存、浸潤、転移）
を促進させることが知られている。癌間質を
正常化することができれば、間接的に癌の進
展を抑制することが可能と考えられ、実際に
腫瘍血管新生を抑制する薬剤が臨床応用さ
れて一定の効果を上げている。線維芽細胞は
癌間質の主要な構成細胞であり、CAF
（cancer associated fibroblast）と称される。
癌細胞と CAF の共培養やマウスへの混合移
植モデルを活用した研究によって、CAF が癌
の進展を多面的に促進させ、抗癌剤耐性にも
関与していることが実証され、CAF は癌治療
の新たな標的として注目を集めている。 
CAF を標的とした治療法は、既存の癌治療に
相乗効果を見込めると考えられている。また、
従来の癌細胞を標的とした治療は、遺伝子異
常の頻度が高く、薬剤耐性を生じやすいが、
CAF を標的とした場合には治療抵抗性を生
じにくいとも期待されている。具体例として、
間葉系幹細胞(MSC)が癌間質に積極的に取
り込まれることを利用し、MSC に癌抑制作
用のある IFN-βを発現させ、マウスに投与
することによって腫瘍形成や転移の抑制効
果を得た報告や抗原提示能の高い樹状細胞
に CAF のマーカーである FAP の mRNA を
導入し、これを担癌マウスに投与して CAF
に対する免疫反応を誘導させることで治療
効果を示した報告があり、FAP に対する抗体
を用いた臨床応用の試みも見られている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、膵癌間質と正常膵間質で発
現に差のある蛋白を網羅的に解析し、その結
果から候補蛋白を選出し、その機能を膵癌組
織サンプルを用いた実験(免疫組織化学、
RTPCR、Western blot)、細胞株を用いた実
験(Proliferation, Invasion assay,)、ノックア
ウトマウスの系で解明することにより、治療
標的の可能性を追求することである。 
 
３．研究の方法 
（１）膵癌間質と正常膵間質における発現蛋
白を網羅的に解析する。①膵組織の間質部を
sampling(LMD)。②発現蛋白解析(LC FT-LTQ 
MS)。③候補蛋白選出。 
（２） 候補蛋白 CRMP4 について① 裏付け実
験 i) RTPCR, ii) 免疫組織化学,iii) 
Western blot と② in vitro での機能解析実
験。 
③CRMP4 遺伝子欠損マウスの作製。ノックア
ウトマウスを用いた in vivo での機能解析実
験を施行し、膵癌微小環境における CRMP4 の

機能を解明する。 
 
４．研究成果 
（１） 膵癌間質と正常膵間質における発現
蛋白の網羅的解析 
①組織からのサンプリング：膵切除検体から
凍結切片を作成し、LMD(Laser captured 
microdissection、Leica LMD 7000)にて間質
部分のみをサンプリングした。対象検体は、
2009 年に当施設で切除された膵癌切除例の
病変部10例とコントロール群としてIPMA（膵
管内乳頭腺腫）切除例の非病変部8例とした。 
②発現蛋白の網羅的解析：LMD サンプルから
蛋白を抽出し、液体クロマトグラフィーにて
抽出蛋白を分離、質量分析器にて発現蛋白を
同定、定量した（LC FT-LTQ MS）。 
③候補蛋白の選出：発現蛋白の網羅的解析を
施行し、1498 種類(up regulation:522、
down:976)の蛋白を同定した。そのうち病変
部と非病変部の間で発現差が大きく、文献的
に悪性疾患との関連が示唆され、かつ、膵癌
との関係性が報告されていない蛋白(CRMP4）
を候補蛋白として選出した。 
（２） 候補蛋白 CRMP4 の裏付け実験ならび
に機能解析実験。 
①裏付け実験。 
i)RTPCR：膵癌切除症例の癌部と非癌部から
肉眼で検体を採取し、抽出した Total RNA を
逆転写し、cDNA を作成する。作成した cDNA
を CRMP family の Taqman primer を用いて
Real time PCR を施行し、各 subtype の癌部、
非癌部での発現の差を検討した。11 症例（22 
sample）について RTPCR を施行し、CRMP4 の
み有意差をもって癌部での発現上昇を認め
た（図 1）。 
 

 
 
ii)免疫組織化学：癌組織における CRMP4 の
発現の局在を検証するため、膵癌組織と正常
膵組織で免疫組織化学を施行した。その結果、
間質細胞（癌部非癌部ともに軽～中等度）だ
けでなく、膵癌細胞（強発現）においても
CRMP4 の発現が確認され（図 2）、膵癌細胞自
体において、CRMP4 が重要な役割を果たして
いる可能性が示唆された。 
 
 
 
 

図１膵癌組織における CRMP family の発現 



 
 
 
 

 
そこで、膵癌切除症例 53 例において、免疫
組織化学を行い、膵癌細胞における CRMP4 の
発現と臨床プロファイルとの関連を検証し
た。その結果、膵癌において CRMP4 の発現は
強力な予後、再発予測因子であり、静脈浸潤、
肝転移とも相関を認めた。（図 3）。 
 
 
 

 
② in vitro での機能解析実験 
CRMP4 高発現膵癌細胞株（Capan-1）（図 4）
を Knock down し（図 5）、proliferation assay 
（図 6）, invasion assay（図 7）を施行し
た結果、CRMP4 の発現低下により、増殖には
変化を認めなかったが、浸潤能の低下が認め
られた。 
 
 

 
 
 
 

 

 
 
 
 

 
 

 
これらの結果から、CRMP4 が膵癌細胞の浸潤
を促進し、静脈浸潤、肝転移を増加させ、膵
癌患者の予後を増悪させていることが示唆
された。 
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