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研究成果の概要（和文）：癌幹細胞は細胞周期を静止期(G0)に維持しているため既存の化学療法は効果が無い。
そのため、癌の再発を予防するために癌幹細胞の静止期維持機構を解明し、癌幹細胞の治療抵抗性を改善する方
法を開発することを目的とした。
オートファジー抑制剤によってマウス同所移植膵癌モデルの腫瘍成長が抑制される事を報告した。さらにこの腫
瘍切片では増殖期の癌細胞が減少していることを報告し、休止期の細胞が増加している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Traditional chemotherapy is ineffective to cancer stem cells, because these 
cells maintain the cell cycle in G0 phase. Therefore, we aimed to elucidate the G0 phase maintenance
 mechanism of cancer stem cells and to develop a method to improve the treatment resistance of 
cancer stem cells, in order to prevent recurrence of cancer.
We reported that the autophagy inhibitor suppressed tumor growth in mice orthotopically transplanted
 pancreatic cancer models. Furthermore, we reported that cancer cells in the proliferation phase 
decreased in these tumor section, suggesting the possibility that cells in the G0 phase are 
increasing.
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１．研究開始当初の背景 
膵臓癌を代表とする難治性固形腫瘍は、早

期から浸潤、転移を生じ、発見時に既に治癒
切除が困難である事が多い。しかしその多く
が放射線照射、化学療法抵抗性であり治療抵
抗性である。特に膵癌は 5 年生存率はここ
30 年間でほとんど改善が無く、治療法の開
発は社会的緊急性・重要度が高い。近年、乳
癌、膵臓癌、脳腫瘍などの固形癌において血
液腫瘍同様に、癌幹細胞の存在の可能性が示
唆され、注目を集めている。癌幹細胞は正常
幹細胞同様に細胞周期を静止期(G0)に維持 
する事により癌組織を維持しているが、現在
使用されている抗癌剤の多くは、細胞分裂中
の DNA に入り込み、DNA 合成阻害により
癌細胞の増殖を抑えているため静止期に留
まっている癌幹細胞に対して既存の化学療
法は効果が無い。そのため、癌細胞の再発を
防ぐには癌幹細胞の静止期維持機構を解明
し、癌幹細胞の治療抵抗性を改善する方法の
開発が急務である。 
オートファジーは細胞内の代謝に不可欠

なシステムであるが、発癌から転移、浸潤、
化学療法抵抗性まで癌の様々な局面に重要
な役割を果たしていることが明らかになっ
た (Autophagy 2012, Zou et al.)。近年、血
液幹細胞の維持にオートファジーの関与が
初めて報告され、幹細胞の静止期維持機構に
関与している可能性が示唆されたが、固形癌
幹細胞静止期維持機構とオートファジーに
関する報告は皆無である。 
一方、化学療法の問題点として、正常組織

への影響は避けられない問題である。癌種に
よっては長期間抗癌剤を投与する必要があ
り、副作用にも焦点を当てた治療法の開発が
急務である。近年、Drug Delivery System 
(DDS)の開発が盛んであるが効果的な DDS 
の開発は立ち後れている。 

 
２．研究の目的 

幹細胞が静止期から増殖期へ脱分化する
際にどのようなメカニズムが関わっている
かはこれまで全く不明であった。近年、血液
幹細胞維持とオートファジーの関係が初め
て報告されたが(JEM 2011, Mortensen et 
al.)、固形癌における報告は国内外にもない。
癌幹細胞を静止期から細胞周期に移行させ
る点は癌細胞を一時的に増殖させる危険性
を伴う。そのため、本研究では抗癌剤を併用
する事による対策まで含む。本研究の遂行か
らオートファジーを抑制する事により抗癌
剤耐性幹細胞が抗癌剤に効果のある癌細胞
へと脱分化する事により、抗癌剤に対する治
療効果の劇的な改善が予想される。本研究で
は癌幹細胞維持に必要な静止期維持機構に
オートファジーが関与している事を確認す
ることを目的とする。 

 
３．研究の方法 
（１）ヒト膵癌切除標本や膵癌自然発生マウ

スの膵腫瘍から膵癌幹細胞を純化する。具体
的には、豊富な間質を含んだ膵癌切除標本か
ら抗 CK19 抗体によるセルソートによって膵
癌細胞を純化し、その細胞からオルガノイド
を作成することで、腫瘍形成能を持った膵癌
幹細胞の純化を行う。 
（２）膵癌幹細胞の静止期維持機構を解明す
るために、細胞周期を評価する系を確立する。 
（３）膵癌幹細胞におけるオートファジー活
性、オートファジー抑制による膵癌幹細胞へ
の影響を検討するために、オートファジーの
評価系を確立する。 
（４）膵癌マウスモデルを用いてオートファ
ジー抑制剤の効果を検討する。 
（５）膵癌細胞の中でも膵癌幹細胞をより特
異的に抑制する薬剤を同定し、その薬剤の作
用におけるオートファジーの役割を検討す
る。 
 
４．研究成果 
（１）ヒト膵癌切除標本および膵癌自然発生
マウス（KPC マウス）の膵腫瘍を抗 CK19 抗体
によってセルソートを行い、豊富な間質成分
を含む膵癌切除標本から膵癌細胞のみを純
化した。さらに、純化した膵癌細胞をマトリ
ゲル内での3次元培養することによってオル
ガノイドを作成し、幹細胞の性質をもった細
胞が含有されていることを確認した（下図）。 

（２）膵癌幹細胞の静止期維持機構を解明す
るために、細胞周期を評価する系を確立した。
具体的にはフローサイトメトリーを用いた
Cell cycle assay を確立した。この系を用い
て、膵癌自然発生マウス（KPC マウス）の膵
腫瘍から樹立した膵癌細胞株の細胞周期を
評価することに成功した（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



（３）ヒト膵癌切除切片を用いた蛍光免疫染
色を行い、膵癌細胞においてオートファジー
が活性化していることを確認した（上図）。
In vitro で抗 LC3抗体によって蛍光免疫染色
を行い、細胞内の LC3 dot を観察することで、
オートファゴソーム/オートリソソームを観
察した。autophagy detection kit によるオ
ートファゴソーム/オートリソソームの染色
後のフローサイトメトリーでのオートファ
ジーの評価も行った。また、ウェスタンブロ
ット法で LC3 タンパク質を評価し、LC3-Ⅰお
よび LC3-Ⅱのタンパクレベルからオートフ
ァジーの評価を行った。オートファジーによ
って特異的に分解されるタンパク質である
p62 タンパク質によるオートファジーの評価
も行った。さらに、透過型電子顕微鏡による
オートファゴソームとオートリソソームの
観察を行うことで細胞内のオートファジー
を直接観察した（下図）。オートファジーの

抑制は、オートファジー必須遺伝子である
Atg5 や Atg7 を標的とした siRNA，Atg7 を標
的とした shRNA を用いて行った。 
（４）膵癌マウスモデルを用いてオートファ
ジー抑制剤の効果を検討した。具体的には、
ヌードマウスの膵同所移植モデルを用いた。
これまで報告されている膵癌細胞株のみの
移植モデルではなく、ヒト膵癌における豊富
な間質成分により近い、ヒト膵癌細胞株とヒ
ト膵癌切除切片から樹立した膵星細胞を共
移植するモデルを我々は用いた。さらに、移
植する膵癌細胞株にルシフェラーゼを発現
させることで、マウスが生存したまま継時的
に癌細胞のみの増殖を評価できるマウスモ
デルとした。オートファジー抑制剤は、抗マ
ラリア薬としてヒトへの安全な投与が長期

間確認されているクロロキンを用いた。クロ
ロキンによってマウス同所移植モデルの膵
腫瘍の成長は著明に抑制され、肝転移や腹膜
播種も抑制された（下図）。 
さらに、これらのマウスより摘出した腫瘍切

片を用いて抗 proliferating cell nuclear 
antigen（PCNA）抗体による免疫染色を行っ
た。核内に PCNA が陽性となった PCNA 陽性細
胞はクロロキン投与によって有意に減少し
た（下図）。この結果から、オートファジー
抑制剤によって増殖期の細胞が減少してい
ることが示唆され、休止期の細胞が増加した
と推測された。 
（５）乳癌において癌幹細胞を特異的に阻害

すると報告され、その後膵癌を含む多くの癌
腫においても癌幹細胞阻害効果が報告され
ているサリノマイシンに注目した。サリノマ
イシンは家畜用抗生剤として広く用いられ
ている安価な薬剤であり、イオフォノアとし
て働くが、癌幹細胞阻害効果を果たす機序は
不詳なままである。複数の膵癌細胞株を用い
て、サリノマイシンによって濃度依存的に増
殖能が抑制されることを確認した。また抗
CD133 抗体を用いたフローサイトメトリーを
行い、サリノマイシンによって CD133 陽性の
膵癌細胞分画が減少することを確認し、サリ
ノマイシンによる膵癌幹細胞阻害効果が示
唆された。さらに前述した抗LC3抗体や抗p62
抗 体 を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト や
autophagy detection kit を用いたフローサ
イトメトリーによって、サリノマイシン添加
による膵癌細胞株のオートファジーの変化
を検討した。サリノマイシンは濃度依存的に
膵癌細胞のオートファジーを亢進させた。こ
の結果から、サリノマイシンによる癌細胞増
殖抑制効果や癌幹細胞阻害効果においてオ
ートファジーが重要な役割を果たしている
可能性が示唆された。 
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