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研究成果の概要（和文）： 膵癌患者癌細胞から樹立した細胞株を用いて、独自培養法により癌幹細胞様細胞を誘導す
ることに成功した。これらの癌幹細胞様細胞は、癌幹細胞マーカー発現が親株と比較して亢進し、腫瘍形成能の亢進も
見られた。
　さらに、親株と誘導膵癌幹細胞様細胞とについて、網羅的発現解析から誘導膵癌幹細胞様細胞における発現亢進タン
パクを同定した。上記の発現亢進は、CD44 variantの発現とも関連し、ヒト膵癌臨床サンプルを用いての免疫組織染色
解析から、膵癌幹細胞特異的タンパク候補の発現強度が、腫瘍径とともに膵癌患者の独立した予後規定因子であること
を明らかとした。

研究成果の概要（英文）： Cancer stem cells (CSCs) have been studied for their resistance to anticancer 
therapy and their ability to metastasize to distant organs. CSCs are difficult to study because their 
population is quite low in tumor specimens. We established a culture method to induce a pancreatic cancer 
stem-like cell (P-CSLC)-enriched population from human pancreatic cancer cell lines. Cells were cultured 
in our CSC-inducing medium. Obtained sphere cells showed the enriched population of CD24high, CD44high, 
epithelial ESAhigh, and CD44variant (CD44v)high. The induced cells had high tumorigenic potential. Thus, 
we established a culture method to induce a P-CSLCenriched population from human pancreatic cancer cell 
lines.
 Moreover, we identified specific molecules, which highly expressed in P-CSLC by proteome analysis. One 
of those molecules was co-expressed with CD44v and its high expression in pancreatic cancer specimens and 
tumor size>20mm were independent prognostic factors for pancreatic cancer.
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１．研究開始当初の背景 
膵癌の予後は極めて不良であり、手術症例
での 5 年生存率は 10％台と、消化器癌の中
で大きく立ちはだかる壁であり、新たな治療
法が待たれている。研究代表者の教室では、
膵癌に発現する MUC1 分子に着目し、先進医
療として切除例には MUC1 認識するキラー細
胞（MUC1-CTL）を用いた細胞療法、さらには
切除不能・再発膵癌には MUC1-CTL に加え、
MUC1 mRNA 導入樹状細胞を用いた細胞療法を
行い、予後の改善を報告した (Kawaoka T, 
Oka M, et al. Oncol Rep., 2008、Kondo H, 
Oka M, et al. Anticancer Res., 2008)。し
かし、切除例での 5 年生存率は 23％とやや
改善したが、未だ十分とは言えない。 
近年、癌幹細胞は転移や再発に大きくかか
わる可能性があることが報告されるに至り、
治療ターゲットとして注目されている。癌幹
細胞をターゲットとした治療法として、免疫
担当細胞に学習・記憶させ、癌幹細胞特異的
治療法を確立させることができれば、これま
での癌に対する治療法が大きく変わる可能
性がある。一方、この癌幹細胞の研究が抱え
る大きな問題点として、癌組織における癌幹
細胞の割合が少なく、一度に多くの癌幹細胞
を入手し研究することが難しいことがある。
教室では組織や癌細胞株からの癌幹細胞の
誘導や長期培養が可能なテクニックを開発
（特許申請中）したため、この分野での研究
に対して大きなアドバンテージを有してい
ると言える。 
さらに癌抗原の検索として、我々はレーザ
ーマイクロダイセクションによる癌の部分
からの total RNA の単離や、組織アレイを用
いた多数の病理標本に対する組織学的検索
など多彩なアプローチを展開してきた。我々
は、データのハイスループット時代で多くの
研究者が混乱する中、多くのデータの中から
有用な情報だけを抽出する方法、また、これ
を他の重要なデータと関連付けることがで
きるシステムを開発してきた。この技術を用
いることで、効率的に膵癌幹細胞抗原の候補
を検索する。最終的には、最も難治癌である
膵癌に対し転移制御にも有効な次世代型免
疫療法の開発を行う。 
 
２．研究の目的 
近年、幹細胞の性質を持つ癌の根本ともい
える癌幹細胞の存在が報告され、癌幹細胞を
ターゲットとする新たな癌治療の概念が報
告されている。一方、癌幹細胞の研究の困難
な点は、癌組織中の癌幹細胞の割合が少ない
ため、多くの癌幹細胞を研究することが難し
いことにある。我々は組織や癌細胞株からの
癌幹細胞の誘導や長期培養が可能な独自の
テクニックを開発（特願 2012-47433）してお
り、この分野での研究に対して大きなアドバ
ンテージを有している。本研究の目的は、こ
れまで培ってきた新規タンパクの同定（プロ
テオミクス解析）や cDNA マイクロアレイに

よる遺伝子検索の豊富な経験を生かし、難治
性の膵癌治療成績向上を目的に、膵癌幹細胞
に対する免疫療法のターゲットを見出し、次
世代型免疫療法を開発することである。 
 
３．研究の方法 
膵癌細胞株、及び膵癌組織より癌幹細胞の
我々の開発した特殊な培養法で癌幹細胞の
誘導・培養を行う。培養に成功した細胞をフ
ローサイトメトリーによる表面マーカーの
検索で癌幹細胞の割合が多くなっているこ
とを確認し、ソーティングにより癌幹細胞を
分離同定する。新規遺伝子、蛋白的検索を行
い、免疫学的主要癌抗原 (immunodominant 
antigen) の検索を行う。これまで我々が得
意としてきたｃDNA マイクロアレイ(Cancer 
Res, 2002 年: Oncogene, 2003 年: LANCET, 
2003 年: LANCET, 2004 年：LANCET, 2005 年)
と 新 規 蛋 白 同 定 （ Proteomics. 2005: 
Proteomics. 2006）の技術と蓄積した知識を
駆使し癌との共通抗原や癌幹細胞特異的抗
原の候補は検索する。これを元に免疫療法の
開発の基盤的研究を行う。 
 
４．研究成果 
 これまでに、膵癌患者の癌細胞から当科に
て樹立した細胞株 (YPK2 及び YPK5) から、
独自培養法により癌幹細胞様細胞 (YPK2-Lm
及び YPK5-Lm) を誘導することに成功してい
る。また、膵癌患者腹水より癌幹細胞様細胞
を誘導することにも成功した。これにより、
培養細胞集団から膵癌幹細胞集団について
約 100 倍の濃縮が可能となった。これらの癌
幹細胞様細胞は、癌幹細胞マーカーの一つで
ある CD44 variant, CD24, CD44, and ESA の
発現及び ALDH 活性がそれぞれの親株と比較
して亢進していた。さらに、上記癌幹細胞様
細胞において免疫不全マウスへの皮下移植
実験から腫瘍形成能の亢進も見られた。これ
らの成果は論文 (Watanabe Y, Oka M, et al. 
Int J Oncol. 2014) として発表した。 
 続いて、上述の親株と誘導膵癌幹細胞様細
胞とについて、網羅的発現解析結果 (cDNA マ
イクロアレイ、二次元電気泳動、及び MALDI 
TOF/TOF MS) から誘導膵癌幹細胞様細胞にお
ける発現亢進 (タンパクレベル) が認めら
れた2つの候補分子 (タンパク) に絞って解
析を進めた。これらの誘導膵癌幹細胞様細胞
における発現亢進は、フローサイトメトリー
解析においても再確認され、また、それらの
発現は CD44 variant の発現と関連していた。 

図 1. 誘導膵癌幹細胞様細胞からの二次元電
気泳動像 



さらに、ヒト膵癌臨床サンプルを用いての
免疫組織染色 (IHC) 解析から、発現強度
High群の方がLow群よりも予後不良であった 
(Log Rank, P < 0.05)。さらに、上記膵癌幹
細胞特異的タンパク候補の発現強度は、腫瘍
径とともに膵癌患者の独立した予後規定因
子であることを明らかとした。以上の結果か
ら、上記のタンパクは、膵癌免疫療法のター
ゲットとなりうる膵癌幹細胞特異的タンパ
クであることが示唆された。 
 

図 2. 膵癌幹細胞特異的タンパク候補の膵癌
臨床サンプルにおける IHC 
 
この標的タンパクについて、免疫学的に反
応性が高いペプチドの同定を膵癌患者 PBMC
を用いてのELISPOTアッセイにより検討を試
みたが、膵癌患者 PBMC は他癌腫患者 PBMC と
比較して免疫学的反応性が低く、実験条件の
改良が必要であった。抗原刺激回数を増やす
ことで実験条件の改善が見られたことから、
今後、免疫療法に適した抗原ペプチドの同定
を進めていく。 
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