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研究成果の概要（和文）：今研究の目的は癌関連線維芽細胞（CAF）をヒト胆管癌組織より分離し、同時に正常肝組織
からNormal fibroblast（NF）を分離し、それらの特性を比較することで、CAFに特異的な治療標的を見つけることであ
った。胆管癌組織が非常に消化が難しいこと、症例数に制限があることから、マウスを用いて、正常肝および線維肝か
らのMyofibroblastの分離プロトコールの作成を行った。Liver perfusionを行い、消化酵素の濃度・種類の検証を行い
、分離培養に成功した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to isolate cancer-associated fibroblasts (CAFs) and chara
cterize them in cholangiocarcinoma. In addition, we aimed to isolate normal fibroblasts to find the differ
ence from CAFs considering therapeutic application. Since the tissue of human cholanigocarcinoma was quite
 difficult to digest and the number of patients was limited, we decided to get myofibroblasts form chronic
 inflammatory liver and normal fibroblasts from normal liver using mouse model. We performed liver perfusi
on and optimized the digestion buffer. We made the protocol of cell separation for both populations.
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１．研究開始当初の背景 
近年癌の進展に癌間質細胞の関与が報告
され、cancer-associated fibroblast(CAF)
の役割が注目されている。肝癌において CAF
の由来細胞は明らかでなく、我々は肝星細胞
が肝内胆管癌の腫瘍間質に存在、癌の進展に
促進的に作用することを報告し、in vitro、
in vivo においても胆管癌細胞の増殖を促進
させることを確認した。一方、慢性肝炎・肝
硬変において肝の線維化に中心的な役割を
はたす myofibroblast と CAF には類似点が存
在すると考えられるが、その由来細胞や機能
に関しては明らかでない。 
 
２．研究の目的 
肝内胆管癌における CAF を target とした
治療標的を検索するため、症例毎に非癌部由
来の fibroblast、myofibroblast と CAF の分
離を行い、それらの生物学的相違を明らかに
し、治療標的を模索する。 
 
３．研究の方法 
肝内胆管癌切除症例において、肝における非
癌部の fibroblast、myofibroblast と癌部の
CAF を分離し、miRNA を含めた total RNA を
抽出する。Microarray、miRarray を用いて、
網羅的に発現の差異を調べる。fibroblast が
myofibroblast へと活性化する際に変化する
マーカーを検索し、同時に、癌間質に存在す
る myofibroblast と非癌部の myofibroblast
との差異を調べる。同一個体内での局在の異
なった均一な細胞集団を比較することで、そ
れぞれの果たす機能の違いを明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）胆管癌組織からのヒト CAF 分離：胆管
癌腫瘍組織は「けしごむ」様の硬さを有し、
RNA や DNA 抽出においても肝細胞癌と比較し
てhomogenizeに時間を要する。組織細切後、
コラゲナーゼ（II、IV）・ヒアルロニダーゼ・
DNase・gentlemacs dissociator(miltenyi)
を用いて、適切な濃度条件・反応時間を検討
したが、もっとも大きな問題点として分離し
た細胞のほとんどがトリパンブルー陽性す
なわち死細胞であり、消化のプロセスにおけ
る細胞へのダメージが非常に大きいという
ことであった。 
 
（ ２ ） マ ウ ス Myofibroblast 、 Normal 
figroblast の分離：ヒトサンプルは組織を採
取できる予定がしばしば夕方になること、腫
瘍・背景肝組織の個人間の variation が非常
に大きく、プロトコールの調整が困難である
ことから、まず基本的なプロトコールの樹立
のため、マウス星細胞・myofibroblast の分
離にとりくんだ。まず、正常星細胞について、
BL6 (6 month old)マウスを用いて、Liver 
perfusion を行い、正常星細胞は、Nycodenz
を用いた standard protocol に修正を加え、
pronase、collagenaseIV を digestion buffer

として用いた。最終的に culture dish へ張
り付く細胞を回収し、purification の 
specificity を確認すると、血管内皮細胞、
マクロファージ分画の除去がどうしても困
難であったため、これらの除去を抗体および
column（Miltenyi Biotech）を用いて行い、
非常に純度の高い星細胞の分離に成功した。
星細胞、血管内皮細胞、Kuppfer cell の分離
も同時に行い、それぞれの細胞の特異性の確
認には特異的な primer を用いて、mRNA の発
現で確認した。次に、myofibroblast の分離
にとりくんだ。慢性肝炎を誘発することで広
く 知 ら れ る 、 DDC （  diethoxycarbonyl 
dihydrocollidine） diet を用いて、マウス
肝の myofibroblast を誘発し、同様に分離を
行った。より多くの Digestion buffer、
Collagenase を通常の星細胞よりも必要とし
たが、培養の際は Rat tail collagen 処理し
た dish へ良好な培養が可能であった。肝細
胞と stellate cell は強固に接着しており、
同時に肝細胞を分離培養することは不可能
であった。これらのプロトコールをベースに、
人胆管癌細胞と、背景肝組織を用いて、現在
プロトコールを改良中である。 
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