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研究成果の概要（和文）：治療法の進歩にも関わらず、膵臓がんは依然として予後が見込めない「21世紀に残された難
治性腫瘍」である。本研究では既存の抗がん剤耐性を示した進行膵癌患者から新たに癌幹細胞株を樹立するという新規
性・独創性の高い研究をおこなった。その結果、腫瘍とその周囲の微小環境を構築する間質細胞との相互作用により、
腫瘍の増殖や形態維持が制御されていることが明らかになった。癌幹細胞を標的とする新たな分子標的薬につながる重
要な知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：Pancreatic cancer is an aggressive malignancy with a dismal prognosis. Pancreatic 
cancer is also highly resistant to systemic chemotherapy. In this study, we established a novel human 
pancreatic tumor-initiating cell lines by use of in vitro co-culture with mouse stromal cells. These cell 
lines required its direct interaction with stromal cells for its in vitro clonogenic growth and 
maintenance. We found that extracellular matrix, Laminin, possibly involved in this phenomenon. Also, 
Notch inhibitors inhibited tumor growth in vivo and colony formation in vitro. Next, siRNA inhibition of 
Notch pathway in stromal cells also inhibited cancer cell growth and colony formation and laminin gene 
expression in cancer cells. These results indicate that Notch inhibitor might be effect on not only 
cancer cells itself, but stromal cells to inhibit tumor growth.

研究分野： 膵臓がん

キーワード： 膵臓がん　がん幹細胞　がん微小環境
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１．研究開始当初の背景 
膵臓癌は癌死亡率の第５位にあり、発見時に
は多くの症例ですでに遠隔転移や癌性腹膜
炎を伴っている。遠隔転移や癌性腹膜炎を伴
った膵癌患者には Gemcitabine や TS-1 を用
いた抗がん剤治療が行われるが、５年生存率
は 0％である。また根治手術を行った場合で
も５年生存率は 20%には及ばない。外科的治
療、化学療法、放射線療法による集学的治療
の進歩にも関わらず死亡率や死亡数は依然
増加傾向にあり、「21 世紀に残された難治性
癌」と呼ばれる。最近、癌組織にも幹細胞の
存在が報告されており、様々な癌組織の幹細
胞が同定されつつあり、癌幹細胞を標的とし
た新たな治療法開発が注視されている。われ
われはこれまでに幹細胞マーカーCD133 を指
標にして正常の組織幹細胞を同定した[1]。ま
た、悪性度の高いヒト膵管状腺癌がその先進
浸潤部で幹細胞マーカー(CD133)を発現する
ことを明らかにした [2]。一方、我々は
GemcitabineやTS-1に耐性をもつ進行膵癌患
者からCD133陽性膵癌幹細胞株を樹立する実
験系の開発に成功している。今回、抗がん剤
治療耐性膵癌患者より樹立した膵癌幹細胞
を用いてニッチと考えられる間質細胞との
相互作用に着目した培養系を確立し、癌幹細
胞の 
解明することで膵癌幹細胞を標的とした新
規治療薬の開発を行う。 
[1] Hori Y, Fukumoto M, Kuroda Y. 
Enrichment of putative pancreatic 
progenitor cells from mice by sorting for 
prominin1 (CD133) and PDGFR . Stem Cells. 
26: 2912-2920,2008. 
[2] Shimizu K, Itoh T, Shimizu M, Ku Y, Hori 
Y. CD133 expression pattern distinguishes 
intraductal papillary mucinous neoplasms 
from ductal adenocarcinomas of the 
pancreas. Pancreas 38: e307-e214, 2009. 
 
２．研究の目的 
本研究では、Gemcitabine や TS-1 に耐性をも
つ進行膵癌患者から樹立したCD133陽性膵癌
幹細胞株を用いて膵癌に特徴的な間質反応
を再構築し、癌幹細胞を標的とする新規治療
薬の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト CD133 陽性膵癌幹細胞株とマウス

feeder 細胞との細胞接着機構の解明 
予備実験の結果、樹立した CD133 陽性膵
癌幹細胞株の維持にはある種の feeder
細胞の存在が必要であった。また、Notch
阻害剤がこの細胞株の増殖を抑制するこ
とを明らかにしている。本実験では、
Notch 経路が腫瘍だけでなく、feeder 細
胞(間質細胞)を介して腫瘍増殖を調節し
ているという仮説をたてて検証した。 
 

(2) Notch signal と細胞外基質との関係から

増殖に関与する分子を in vitro や in 
vivo で解析する。 
 

(3)  ヒト CD133 陽性膵癌幹細胞株で  
     Gemcitabine 投与により発現調節をう 
     ける因子の同定 
   樹立した細胞を Gemcitabine で処理し 
     たあと、発現が増強あるいは抑制され 
     る遺伝子の解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト CD133 陽性膵癌幹細胞株とマウス

feeder 細胞の結果、マウス feeder 細胞
でも Notch signal の活性化がおこって
いることを明らかにした。さらに、この
経路をマウス特異的 siRNA で阻害した
feeder 細胞を用いるとヒト CD133 陽性
膵癌幹細胞株の増殖抑制が起こること
を示した(図 1)。この結果から、Notch 
signal は腫瘍そのものの増殖を調節す
るだけでなく、周辺の feeder 細胞を介
しても腫瘍増殖を調節することを明ら
かにした。 

(2) ヒト CD133 陽性膵癌幹細胞株は増殖維
持にはマウス feeder 細胞を必要とする
が、共培養の結果、マウスのコラーゲン
やラミニン遺伝子が亢進することを明
らかにした。そこで、ラミニンをコート
した dish で培養するとヒト膵癌幹細胞
株は接着し、増殖することが判明した。
Notch pathway を siRNA で阻害した
feeder 細胞を用いるとマウスラミニン
遺伝子の発現が抑制されたことから、
feeder細胞のNotch pathwayは laminin
遺伝子の発現を介してヒト膵癌細胞株
の増殖を調節していると考えられた(図
2)。この結果は、ヒト膵癌幹細胞株を
in vivo でマウスに移植し形成した腫瘍
に、Notch 阻害剤を投与した際に、マウ
ス laminin 遺伝子産物の発現が免疫染
色の結果、低下したことからも確認され
た。 

図 2 
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(3) Gemcitabine を投与したヒト膵癌幹細

胞株をコントロール群と比較して、マイ
クロアレイによる網羅的な解析結果か
ら、癌細胞にいくつかの細胞外基質や新
しい癌遺伝子の発現亢進を認めた。また、
RT-PCR の結果からも発現亢進が確認さ
れた。現在、詳細な検討をおこない、新
規治療の標的となりうるかを解析中で
ある。 

 
本研究では既存の抗がん剤抵抗性膵癌
患者由来の細胞株を樹立することに成
功し、これを報告した(Shimizu et al. 
2013)。また、粘液産生胆管がんからも
同様の腫瘍を樹立した(Murakami et 
al.2014)。樹立したヒト膵癌幹細胞株は
増殖維持のために、feeder 細胞を必要
とするが、feeder 細胞の代わりに基底
膜様の laminin-rich な人工基底膜や
laminin—coated dish を使えば、培養可
能であることが明らかになった。Notch
阻害剤は明らかなコロニー形成能や腫
瘍形成能の抑制を認めたことから、その
メカニズムを解析したところ、feeder
細胞のNotch pathwayを siRNAで阻害す
ると明らかな腫瘍抑制と laminin 発現
抑制を認めたことから、マウスの
Notch-laminin 系が初代ヒト膵癌幹細
胞株の増殖に関わっていることが示唆
されると共に分子標的薬の候補となる
ことが示された。今後のさらなる研究が
期待される結果である。 
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