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第 1章 研究背景と目的 

 

 

はじめに 

「がん」は日本人の死因の約 3 分の 1 を占めており、その割合は年々増加傾向にある。が

んによる死亡の直接的な原因は、原発巣の進展によるもののみならず、進行期に生じる転

移である。早期診断技術や外科的手術の進歩、抗体医薬をはじめとした分子標的治療薬の

開発などにより、がんの進行をコントロールすることができる症例や根治する症例が増え

てきている。一方で、治療後の再発・転移により予後不良となる症例も未だ多いことも事

実である。こうした状況を打開するために、新たな治療標的として、がん細胞とその周囲

の微小環境すなわち「腫瘍微小環境」が着目され、そのがんの進展における役割について

の詳細な理解が期待されている。 

 

 

腫瘍微小環境の役割 

腫瘍はがん細胞のみならず、マクロファージや線維芽細胞、血管内皮細胞、リンパ球など

さまざまな種類の間質細胞によって構成されている 1-3
 (図 1)。このようながん細胞を取り囲

む微小環境は「腫瘍微小環境」と呼ばれており、近年新たながん治療の標的として注目さ

れている。腫瘍微小環境下では、さまざまな種類の細胞間での直接的な相互作用に加え、

サイトカインやケモカインといった液性因子を介した間接的な相互作用が活発であり、こ

れらの相互作用ががんの進展に寄与しているという報告が多数なされている 1, 4-6。例えば、

腫瘍内に存在する線維芽細胞ががん細胞の増殖や血管新生を促進するという報告や 7、腫瘍

内に浸潤してきたマクロファージが免疫抑制作用を示すといった報告などが挙げられる 8。

このようながん細胞と間質細胞との相互作用に着目した治療薬の開発も進んでおり、代表

的な例として Vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR) を介した血管新生を阻害す

る薬剤などが挙げられる 2, 9, 10。一方で、がん細胞の浸潤能に重要であると考えられている

マトリックスメタロプロテアーゼ (Matrix metalloproteinase; MMP) に対する阻害剤など、基

礎研究を通して想定された効果が臨床的には認められない薬剤も少なくない 9。十分な効果

が得られない理由として、病態の進行に従い、標的である腫瘍微小環境を構成する細胞が

複雑に変化することや、その変化に伴ってがん細胞の獲得形質が多様化していることが挙
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げられる 1
 (図 2)。がん細胞の化学療法抵抗性の獲得を含め、腫瘍微小環境ががんの悪性化

に寄与していることは広く認識されてはいるものの、実際の生体内におけるその役割につ

いては不明な点も未だ多い。このような現状から、腫瘍微小環境の役割を理解し、それを

制御することが新たな治療へとつながるとして期待されている。 

 

 

がん細胞移植モデル 

従来から、がん転移のメカニズム解析や抗がん剤の有用性評価を行うために、マウス由来

もしくはヒト由来の培養がん細胞を実験動物であるマウスへと移植し、腫瘍の増殖や転移

を観察するがん細胞移植モデルが利用されてきた 11。最もよく汎用されるがん細胞移植モデ

ルとして、がん細胞をマウスの皮下組織へと移植する皮下移植モデルが挙げられる。この

モデルは移植の手技が簡便であり、再現性が高く、腫瘍体積の評価が容易であることから

広く使用されている 12
 (表 1)。しかしながら、乳がんや膵がん、肺がんなどは皮下組織に発

生する腫瘍ではないことから、このようにがん細胞を由来組織と異なる組織へと移植する

モデルは「異所性移植」と呼ばれている。しかし、異所性移植では、各種がん特異的な腫

瘍微小環境を再現することは困難であることから、がん細胞を由来組織へと移植する「同

所性移植」の重要性が再認識されるようになった。皮下移植と比較すると、同所性移植の

場合は深部臓器に移植を行う必要があるため、高度な技術を要することや、形成された腫

瘍の観察が困難であることなど、不便な点も多い。しかし、このモデルではがん細胞と同

じ組織の間質細胞との相互作用を再現できることから、より本来の病態に近い条件で解析

ができると考えられている 12-15
 (表 1)。また、生物発光イメージングをはじめとした非侵襲

的な可視化技術が進歩し、宿主生体内における腫瘍増殖の観察が可能となった。それに伴

い、より実際の病態に近いモデルである同所性移植が、抗がん剤の評価をはじめとした多

くの実験に用いられるようになってきている。 

 

 

生物発光イメージング 

近年、生体内を観察する技術は各研究分野において目覚ましい発展を遂げ、生きたままの

動物から多くの情報を得られるようになってきた。中でも光を使ったイメージングは人体

への影響を伴う放射性同位体などを用いることなく、簡便かつ安全に使用できることから
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汎用されつつある。光を検出するイメージングは、Green fluorescent protein (GFP) をはじめ

とした蛍光タンパクを使用した蛍光イメージングと、ルシフェラーゼとルシフェリンの酵

素-基質反応を利用して生じる酵素発光を捉える発光イメージングに分けられる。いずれの

方法も動物を生きたまま観察することができるため、同一個体における経時的かつリアル

タイムでシグナルを可視化する非侵襲的な手法である。発光イメージングはホタル由来ル

シフェラーゼを使用したものが主流であるが、それ以外にもウミシイタケ由来ルシフェラ

ーゼを使用する場合もある。ホタルルシフェラーゼは ATP、酸素およびマグネシウム存在

下でルシフェリンと反応し、562 nmをピークとした光を生じる。この発光シグナルは細胞

が持つ自家蛍光と異なる波長をもつため、シグナルの減弱が少なく、高感度である。 

 

 

本研究の目的 

「がん細胞移植モデルに生物発光イメージングを応用することで、腫瘍微小環境ががん細

胞に及ぼす変化を理解し、新たな治療戦略の創出を目指す」 

 

なお、短期的には以下を目標とする。 

 

腫瘍微小環境下でのがん細胞に着目し、 

「①炎症反応の経時的変化の解析」 

「②獲得形質の解析」 

を行う。 
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図 1. 腫瘍微小環境 

腫瘍はがん細胞に加え、マクロファージや T細胞、さらには線維芽細胞など種々の細胞か

ら構成されており、このようながん細胞を取り巻く環境は腫瘍微小環境と呼ばれている。

腫瘍微小環境内のさまざまな細胞間での相互作用が増殖、浸潤、血管新生、転移といった

がんの悪性化に寄与していることが示唆されている。 
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図 2. 病態の進行に伴う腫瘍微小環境の変化 

腫瘍は増殖、浸潤、転移といったプロセスを経て、進展する (A)。その各プロセスでは腫瘍

微小環境も変化すると考えられているが、経時的な変化や組織の違いによる獲得形質の変

化などは未だ不明な点が多い (B)。 
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Ectopic 
inoculation 

(Subcutaneous) 

Orthotopic 
inoculation 

Technical skills of inoculation Easy Difficult 

Detection of tumor volume Easy Difficult 

Frequencies of metastasis Low High 

Reproducibility High Not high 

Analysis in original  
tumor microenvironment 

Inappropriate Appropriate 

 

表 1. 異所性移植モデルおよび同所性移植モデル 

由来組織とは異なる組織へのがん細胞の移植は異所性移植 (Ectopic inoculation) モデルと

呼ばれ、皮下移植モデルがその代表である。またがん細胞を由来組織へと移植するモデル

は同所性移植 (Orthotopic inoculation) モデルと呼ばれる。表ではそれぞれのモデルの特徴

を示す。 
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第 2章 マウス乳がん細胞移植モデルを用いた炎症反応の時空間的解析 

 

要旨 

 

乳がんでは原発腫瘍における炎症が転移に寄与していると考えられているが、生体内にお

ける炎症性微小環境の形成の時空間的な解析は行われていない。そこで本章では、マウス

乳がん細胞 4T1 を用いた移植モデルに生物発光イメージングを応用し、経時的な炎症反応

の可視化を試みた。その結果、4T1 細胞の由来組織である乳腺脂肪組織へ同所性移植を行っ

た場合、移植後早期に一過性の強い炎症反応が認められた。一方で皮下組織への異所性移

植の場合には、このような炎症反応は観察されなかった。さらに乳腺脂肪移植特異的な炎

症反応の発生機序を解析した結果、T細胞による免疫応答依存的な反応であることがわかっ

た。また、皮下移植の場合に比較して、同所性移植では MIP-1、IL-1といった炎症性メディ

エーターの産生やマクロファージの浸潤が亢進していることが示唆された。以上の結果か

ら 4T1細胞の乳腺脂肪移植モデルでは、移植後早期に炎症反応が生じることが明らかとな

った。さらにこの炎症反応の形成には T 細胞に加え、マクロファージを含む乳腺脂肪組織

の間質とがん細胞の相互作用が不可欠であることが示唆された。 

  



9 

 

序論 

 

がんの進展において、腫瘍微小環境が重要な役割を果たしていると考えられているが、そ

の中でも宿主免疫担当細胞とがん細胞の相互作用から生じる炎症反応が注目されている。

19 世紀に Rudolf Virchowが腫瘍内にリンパ球が存在することを明らかにして以来、炎症と

がんの関係については長年解析がなされてきた 3, 16, 17。がん細胞に対する宿主免疫応答は、

がん細胞を異物と認識して排除しようとする腫瘍抑制的な側面を持つ一方、がん細胞の増

殖や浸潤転移、さらには血管新生を誘導する腫瘍促進的な側面も持ち、その役割に二面性

を示す。近年の報告から、炎症性の免疫応答が種々のがんにおいて、発がんや病態の悪性

化、さらには化学療法抵抗性に寄与していることがわかってきている 18-20。がんの悪性化に

寄与している炎症の種類もさまざまで、肥満や喫煙といった生活習慣によって引き起こさ

れるものや 21, 22、ヘリコバクターピロリや肝炎ウイルス、パピローマウイルスなどの感染に

よる慢性的な炎症 23, 24、さらには放射線照射や化学療法による組織損傷に起因するものなど

が挙げられる 3。 

乳がんに関しても慢性炎症ががんの再発と関係しているとの報告や 25、血液中の炎

症性メディエーターの濃度が予後と逆相関しているといった報告などがあり、炎症の腫瘍

促進的な作用が指摘されている 26。乳がんは世界的に女性の罹患率が最も多いがんであり、

日本では毎年 1万人以上の人が亡くなっている 27
 (http://ganjoho.jp)。診断技術の発達によっ

て早期発見が可能となっており、5年生存率も上昇しているが、一方で再発や転移が起こる

例も少なくない。また、乳がんでの腫瘍微小環境の形成には、線維芽細胞やマクロファー

ジ、脂肪細胞 (アディポサイト) が深く関わっていると考えられており、さらにはそれらの

相互作用が腫瘍局所での炎症反応を惹起し、転移を促進しているとの見方もある。このよ

うに炎症の乳がんへの寄与は多く報告されているものの、一方でその炎症性微小環境の形

成過程について経時的な観察はこれまでほとんど行われていない。 

転写因子Nuclear factor -light-chain-enhancer of activated B cells (NF-B) は炎症性メ

ディエーターの制御を介して、炎症反応促進の中核を担っている 3, 28-31。当初、NF-B は B

細胞の核内にて免疫グロブリン鎖のエンハンサーへ結合するタンパク複合体として発見

されたが、現在ではほとんどすべての細胞に発現しており、多様な生物学的機能を担って

いることが知られている 32。またマウス肝臓がんモデルおよび大腸がんモデルにおいて

NF-B ががんと炎症を関連づける分子として初めて認識されて以来、NF-B は炎症を制御
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し、がんの悪性化に寄与する代表的な転写因子とされている 33-35。NF-B を活性化するシグ

ナル伝達経路としては Canonical 経路と Non-canonical 経路の二つが存在する 30,
 

36
 (図 3)。

Canonical経路は Tumor necrosis factor- (TNF-や Interleukin (IL) -1などの炎症性サイトカ

インによる刺激、感染や DNA 損傷などにより、受容体を介して活性化される。TNF-など

のサイトカインが受容体へ結合すると、Inhibitor of nuclear factor -B (IB) kinase (IKK) 複合

体 (IKK、IKKおよび IKK) が活性化され、IB をユビキチン化により分解する。IB と

複合体を形成していた p65 と p50 は IB が分解された後、核内へと移行し、下流の遺伝子

の発現を誘導する。Non-canonical経路ではリンフォトキシン (Lymphotoxin-; LT-) などが

活性化に関与していると考えられており、LT-が受容体に結合した後、NF-B inducing kinase 

(NIK) により活性化された IKK 複合体 (IKKにより p100 がリン酸化され、p52 への分解

が起こる。その後、p52と RelBの複合体が核へと移行し、遺伝子発現を誘導する。Canonical

経路では NF-Bが活性化されると Cyclooxygenase 2 (COX2) や Inducible nitric oxide synthase 

(iNOS)、IL-6といった炎症性メディエーターに加え、細胞の生存に関わる Cellular inhibitors 

of apoptosis (cIAPs) や B-cell lymphoma 2 (BCL2)、細胞浸潤に関わるMMP-9、さらには血管

新生に関わる Vascular endothelial growth factor (VEGF) や Chemokine receptor type 4 (CXCR4) 

などのがん細胞の転移に関係する様々な遺伝子の発現が誘導される 28, 30, 31。このように

NF-B は炎症とがんを関連付ける重要な転写因子であり、この活性が炎症の一つの大きな

指標となる。 

 本章では転写因子 NF-B の活性を炎症のセンサーとした生物発光イメージングを

用いて、マウス乳がん細胞 4T1 の移植モデルでの炎症反応を時空間的に可視化することを

試みた。さらにがん細胞を取り囲む組織が炎症反応の経時的変化にどのような違いをもた

らすか、皮下移植と乳腺脂肪移植の二つのモデルを用いて観察することとした。 
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図 3. 転写因子 NF-Bの活性化経路 

TNF-や DNA 損傷によって活性化される Canonical 経路と、LT-などによって活性化され

る Non-canonical経路の二つが存在する。Canonical経路では IBが IKK複合体によってリ

ン酸化を受けてユビキチン化された後、プロテアソームによる分解を受ける。その後、

p50-p65複合体が核へと移行し、転写活性が起こる。また、Non-canonical経路においては

p100が IKK複合体によりリン酸化を受けて、ユビキチン化された後、プロテアソーム依存

的に分解を受け p52となる。その後 p52-RelB複合体が核へと移行し、転写を調節する。 
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方法 

 

細胞 

マウス乳がん細胞 4T1は 0.03% L-glutamine、0.01 M HEPES、0.2% NaHCO3および 10% Fetal 

calf serum (FCS) 含有 RPMI1640 (日水 ) 培地で 37℃  5% CO2 下にて培養し、0.05% 

Trypsin-0.02% EDTA-PBSにより継代した。 

 

ルシフェラーゼ安定発現細胞株 (4T1-CMVおよび 4T1-NF-B) の樹立 

マウス乳がん細胞 4T1 に CMV プロモーター下流もしくは転写因子 NF-B レポーター下流

にホタルルシフェラーゼ遺伝子を安定発現した細胞株を作製した。はじめに 4T1 細胞を 6 

well plate に播種し (5 x 10
5
 cells/well)、翌日に Lipofectamine 2000 (Invitrogen) を用いて

pGL4.50［luc2/CMV/Hygro］(Promega) もしくは pGL4.32［luc2/NF-B-RE/Hygro］(Promega) 

のトランスフェクションを行った。培養開始後 1~2日から 100 g/ml Hygromycin B (Nacalai 

Tesque) を使用し、安定発現細胞の薬剤選択を行った。さらに限界希釈法を用いて、シング

ルコロニーを取得し、安定発現細胞株 (4T1-CMV および 4T1-NF-B) を樹立した。なお、

樹立した各安定発現株を 96 well black plateに播種し、ルシフェリン (Promega) を加えた後、

マルチプレートリーダー (2030 ARVO X, Perkin Elmer) によって発光活性を測定し、細胞数

と相関があることを確認した (図 4 (A), (B))。また樹立した安定発現株を TNF-(100 ng/ml) 

で 6 時間刺激した後、4T1-NF-B 細胞特異的にルシフェラーゼ活性が上昇することを確認

した (図 4 (C))。 

 

マウスへのがん細胞移植および発光活性の経時的変化の観察 

全ての動物実験は東京大学大学院薬学系研究科実験動物委員会の定める指針、および富山

大学実験動物委員会の定める指針に従った。樹立した安定発現細胞 4T1-CMV もしくは

4T1-NF-B を使用し、同系マウス BALB/cAJcl (BALB/c, ♀ 6w 日本クレア )、

BALB/cAJcl-nu/nu (nude, ♀ 6w 日本クレア)、C.B-17/Icr-scid (SCID, ♀ 6w 日本クレア) の背

部皮下組織もしくは由来組織である乳腺脂肪組織へ移植した。移植後、経時的に IVIS 

Spectrum (Caliper Life Sciences) により発光活性を測定し、発光イメージを撮影した。毎回の

撮影 15分前にマウスに D-ルシフェリン (150 mg/kg, Promega) を腹腔内投与した。撮影およ

び測定中、マウスに 2.5% イソフルランによる吸入麻酔を行い、体温保持のためステージは
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37℃に設定した。またデータ解析は Image Software (Caliper Life Sciences) により行った。発

光活性の経時変化については各個体の移植後 0 日の発光活性を基準とした各時点の相対的

な発光活性を算出した。 

 

炎症性サイトカインの測定 

4T1-NF-B 細胞を BALB/c マウスの背部皮下組織もしくは乳腺脂肪組織へと移植した。移植

後 7 日に原発腫瘍を摘出し、腫瘍を細かく刻んだ後、2 mg/ml コラゲナーゼ  (Roche 

Diagnostics) および 0.1 mg/ml DNase I (Roche Diagnostics) を含んだ RPMI1640に入れ、37℃

で 1時間インキュベートした。さらにメッシュを通過させた後、ディッシュにて 24時間 37℃

で培養した。培養後、上清を回収し、-80℃に保存した。炎症性サイトカインの測定はHOPLEX 

Analyte Kit (Mouse Inflammation 17-Plex, Cellector) を使用し、プロトコールに従って測定し

た。また、解析は Beadlogic Software (Inivai Technologies) を使用した。 

 

T 細胞およびマクロファージの浸潤解析 

4T1-NF-B 細胞をマウスの背部皮下組織もしくは乳腺脂肪組織へと移植し、移植後 7 日に

腫瘍を摘出し、2 mg/ml コラゲナーゼおよび 0.1 mg/ml DNase Iを含んだ RPMI 1640 中で、

37℃で 1時間インキュベートした。その後、メッシュを通過させ、Percoll Gradient (30%) に

て単核球を単離した。フローサイトメトリーを行うにあたり、FcR 非特異的な結合を回避

するために、単核球を CD16/32 (2.4G2) で前培養を行った。次に蛍光標識した抗体と培養し

た。用いた抗体は CD3e (2C11)、NKp46 (29A1.4)、CD4 (GK1.5)、CD8 (2.43)、CD62L (MEL-14)、

CD44 (IM7)、CD25 (PC61)、CD11b (M1/70)、CD11c (N418)、F4/80 (BM8.1)、CD206 (C068C2) 

である。また、細胞内の Foxp3 の染色には Foxp3/Transcription Factor Staining Kit (eBioscience) 

を使用した。フローサイトメトリーは FACS Canto (BD Biosciences) を用いて行い、またデ

ータ解析は FlowJo Software (Tomy Digital Biology) を使用した。 

 

統計処理 

Student t-testにより P < 0.05を基準とした。 
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図 4. 4T1-CMV細胞および 4T1-NF-B細胞の樹立 

4T1-CMV細胞もしくは 4T1-NF-B細胞を図に示す細胞数でプレートに播種し、発光活性の

測定、発光イメージを撮影した。4T1-CMV細胞 (A) と 4T1-NF-B (B) の発光イメージ (上) 

および細胞数と発光活性 (photons/second) の相関 (下) を示す。細胞数と発光活性の相関

関係は R
2により示す。(C) 4T1-CMV細胞および 4T1-NF-B細胞を TNF- (100 ng/ml) で

刺激し、刺激後 0 時間および 6時間の発光イメージ (左) および発光活性 (右) を示す。デ

ータはそれぞれmean ± SEMで示す。 
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結果 

 

皮下移植および乳腺脂肪移植における原発腫瘍の増殖および肺転移頻度の比較 

マウス乳がん細胞 4T1は皮下組織 (皮下移植、異所性移植) および由来組織である乳腺脂肪

組織 (乳腺脂肪移植、同所性移植) のいずれに移植した場合でも、肺をはじめとした遠隔転

移が起こることが知られているがん細胞である。今回、同数のホタルルシフェラーゼ遺伝

子を安定発現した細胞 (4T1-CMV) を皮下または乳腺に移植したところ、発光活性の測定か

ら、乳腺脂肪移植における原発腫瘍の増殖は皮下移植の場合より遅く、移植後 14日の腫瘍

体積は皮下移植の半分程度であることがわかった (図 5 (A))。一方、生物発光イメージング

によって移植後 14日における肺転移を観察した結果、どちらのモデルにおいてもその頻度

は変わらなかった (図 5 (B))。これらの結果は、乳腺脂肪移植においては原発腫瘍の増殖が

比較的緩やかにも関わらず、皮下移植の場合と同程度に肺転移が生じると考えることがで

きる。したがって、乳腺脂肪組織下における 4T1 細胞の方が高率に肺転移を引き起こすこ

とが示唆された。 

 

腫瘍体積と NF-B 活性の経時的変化の観察 

4T1-CMV 細胞と NF-B 応答性にルシフェラーゼを発現する細胞 (4T1-NF-B) を用いて、

皮下移植もしくは乳腺脂肪移植を行い、各モデルでの腫瘍体積および NF-B 活性の経時的

変化を生物発光イメージングによって観察した (図 6)。4T1-CMV 細胞からの発光活性の結

果より、皮下移植および乳腺脂肪移植いずれのモデルについても腫瘍体積は単調に増加す

る傾向であった。一方、NF-B 活性については、皮下移植と乳腺脂肪移植で大きく異なる

活性変化が認められた。皮下移植の NF-B の活性はコントロールの CMV と同様に単調増

加を示したが、乳腺脂肪移植では移植後 7 日前後に NF-B の一過性の活性上昇が認められ

た (図 6)。移植後 7日に着目し、 (移植後 7日の 4T1-NF-B 細胞の発光活性 / 4T1-CMV 細

胞の発光活性) / (移植後 0日の 4T1-NF-B 細胞の発光活性 / 4T1-CMV 細胞の発光活性) す

なわち、各時点の腫瘍体積に対する NF-B の発光活性を皮下移植と乳腺脂肪移植の場合で

比較した (図 7 (A))。その結果、移植後 7日では乳腺脂肪組織特異的に NF-B が活性化され

ていることが明らかとなった。 

また、乳腺脂肪移植では移植後 7日に NF-Bの活性上昇が認められた後、4T1-CMV

細胞の発光活性が一時的に減少する傾向も認められた (図 6 (B))。 
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乳腺脂肪移植後早期の NF-B 活性の宿主免疫応答依存性 

移植後 7 日の乳腺脂肪移植モデル特異的な NF-B 活性の上昇について、T 細胞および B 細

胞が欠損した SCID マウスおよび T 細胞が欠損した nude マウスを用いて同様の検討を行っ

た。これら免疫不全マウスに対する乳腺脂肪移植では、NF-B 活性の一過性の上昇は認め

られなかった (図 7 (B), (C))。この結果より、乳腺脂肪移植後 7日に起こる NF-B 活性の上

昇は T 細胞依存的な免疫応答によることが示唆された。 

 

移植後 7日の腫瘍内への T 細胞の浸潤 

乳腺脂肪移植特異的に惹起される移植後早期の NF-B 活性の一過性の上昇は、T 細胞依存

的であることが示唆されたため、次に腫瘍内へ浸潤しているリンパ球について調べること

とした。その結果、皮下移植および乳腺脂肪移植のどちらにおいても腫瘍内に浸潤してい

るリンパ球はCD3
+
CD4

+
T細胞がmain populationであり、その割合も同程度であった (図8)。

さらに CD4
+
T細胞の中でも CD44

+
CD62L

-で示されるエフェクターメモリーT 細胞、および

Foxp3
+
CD25

+/-で示される制御性 T細胞 (regulatory T cell, Treg) の割合も、どちらの移植モデ

ルでも変わらないことが分かった (図 8)。以上の結果から、今回観察された一過性の NF-B

活性の上昇には、T 細胞依存的な免疫応答が必要ではあるが、それだけでは十分ではなく、

T 細胞以外の他の間質の作用が不可欠であることが示唆された。 

 

移植後 7日の腫瘍における炎症性サイトカインの産生およびマクロファージの浸潤 

サイトカインアレイを用いて、移植後 7 日の各腫瘍組織内の炎症性サイトカインを調べた

ところ、乳腺脂肪組織の原発腫瘍では、IL-1、IL-1、Macrophage inflammatory protein (MIP) 

-1 (C-C motif ligand (CCL) 3、MIP-1(CCL4)の四つの炎症性サイトカインの産生の亢進が

認められた (図 9)。さらに、これらの炎症性サイトカインの産生は、CD4および CD8 に対

する中和抗体を加えることで減少することが分かった (図 9)。したがって、これら炎症性サ

イトカインの産生は T 細胞による免疫応答に依存しており、乳腺脂肪移植の早期に認めら

れた一過性の NF-B 活性上昇に関与していると考えられた。 

さらに、炎症性微小環境の形成に必要な T 細胞以外の間質の作用について解析し

た。乳がんの炎症反応において重要と考えられているマクロファージの浸潤についてフロ

ーサイトメトリーを用いて解析を行った。その結果、CD11b
+
F4/80

+で示されるマクロファー

ジの浸潤が、皮下移植に比べて乳腺脂肪移植由来の腫瘍で亢進していることが認められた 
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(図 10 (A), (B))。さらにマクロファージにはM1とM2の亜群が存在するが、腫瘍内に存在

するマクロファージ (Tumor-associated macrophage; TAM) は血管新生やがん細胞の増殖に

関わるM2様の形質を示すと考えられている 8, 37, 38。4T1細胞の移植から形成された腫瘍内

に浸潤してきているマクロファージは CD206
+
CD11c

-で示され、M2 様であると考察された 

(図 10 (A))。  
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図 5. 皮下移植および乳腺脂肪移植での原発腫瘍の大きさと転移頻度 

同数の 4T1-CMV細胞を同系マウスである BALB/cマウスの皮下組織もしくは乳腺脂肪組織

へと移植した。移植後 14 日の原発腫瘍 (A) および転移性肺腫瘍 (B) の発光活性を示す。

データはそれぞれmean ± SEMで示す。*P < 0.05 
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図 6. 皮下移植および乳腺脂肪移植での腫瘍体積および NF-B活性の経時的変化 

4T1-CMV細胞もしくは 4T1-NF-B細胞を同系マウスであるBALB/cマウスの皮下組織もし

くは乳腺脂肪組織へと移植した。生物発光イメージングを使用し、その後の発光活性の経

時的変化を観察した。なお、4T1-CMVおよび 4T1-NF-B細胞の腫瘍形成には目視で差が認

められないことを確認している。それぞれ皮下組織 (A) および乳腺脂肪組織 (B) における

経時的変化な発光イメージ (左) および発光活性 (右) にて示す。またデータは mean ± 

SEMで示す。 
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図 7. 炎症性微小環境の宿主免疫応答依存性 

4T1-CMV細胞もしくは 4T1-NF-B細胞を同系マウスのBALB/cの皮下移植もしくは乳腺脂

肪移植 (A)、また SCID マウスへ乳腺脂肪移植 (B)、nude マウスへ乳腺脂肪移植 (C) を行

った。それぞれ移植後0日および7日の体積当たりの発光イメージ (左) と発光活性 (右) を

示す。実験は独立して 2回試行し、両者の結果を合わせた。n数は以下の通りである。(A) s.c., 

n = 8; fat-pad, n = 10; (B) BALB/c, n = 8; SCID, n = 10; (C) BALB/c, n = 9; nude, n = 10 

また、グラフはmean ± SEMで示す。*P < 0.05 
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図 8. 皮下移植および乳腺脂肪移植後 7日の腫瘍内への T細胞の浸潤 

4T1-NF-B細胞を同系マウスの BALB/cへ皮下移植もしくは乳腺脂肪移植を行い、移植後 7

日に腫瘍を摘出した。摘出した腫瘍から単核球を単離し、フローサイトメトリーを行った。

まず、リンパ球から CD3
+
CD4

+
T細胞の画分を分取し (左)、この画分の CD44および CD62L 

(中)、または Foxp3 および CD25 の発現を解析した (右)。数字は各ゲート内もしくは画分

内の細胞の割合を表す。 
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図 9. T細胞依存的な炎症メディエーターの産生 

4T1-NF-B細胞を同系マウスの BALB/cへ皮下移植もしくは乳腺脂肪移植を行い、移植後 7

日の腫瘍を摘出した。なお、乳腺脂肪移植したマウスの一部には、抗 CD4 抗体、抗 CD8

抗体を腫瘍移植 2日前および 1日前に前投与した (250 g/mouse, 腹腔内投与)。摘出した

腫瘍から細胞を分離し、24 時間培養した。培養上清を回収し、サイトカインおよびケモカ

インアレイを行った。データはそれぞれmean ± SEMで示す。*P < 0.05 

IL, interleukin; MIP, macrophage inflammatory protein; N.D., no data 
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図 10. 皮下移植および乳腺脂肪移植後 7日の腫瘍内へのマクロファージの浸潤 

4T1-NF-B細胞を同系マウスの BALB/cへ皮下移植もしくは乳腺脂肪移植を行い、移植後 7

日の腫瘍を摘出した。腫瘍内に浸潤している単核球を単離し、フローサイトメトリーを行

った。まず骨髄系細胞中の CD11b
+
 F4/80

+で示されるマクロファージを分取し、この画分の

CD206および CD11cの発現を解析した (A)。数字は各ゲート内もしくは画分内の細胞の割

合を表す。グラフは骨髄系細胞に対する CD11b
+
F4/80

+の割合を表し、mean ± SEMで示す 

(B)。*P < 0.05 
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考察 

 

がんの悪性化における炎症性微小環境の重要性が認識されるようになってきたが、その形

成に関する時空間的解析はこれまで行われてこなかった。今回 NF-B 活性を炎症のセンサ

ーとして用いた生物発光イメージングにより、マウス乳がん細胞 4T1 移植モデルにおける

炎症反応の可視化に成功し、さらに乳腺脂肪移植特異的に炎症が早期に惹起されることが

わかった。また、その炎症性微小環境の構築には T 細胞依存的な免疫反応が不可欠である

ことも示した。一方で、皮下移植の場合にも同質の T 細胞が浸潤してくることから、炎症

性微小環境の構築には T 細胞依存的な免疫応答のみではなく、乳腺脂肪組織内におけるが

ん細胞と間質での複雑な相互作用が不可欠であることが示唆された。 

 乳がんでは、マクロファージやアディポサイトが炎症性微小環境の構築に寄与し

ていると報告されている 39。本実験において、乳腺脂肪組織における原発腫瘍ではマクロフ

ァージの浸潤の亢進が認められた (図 10)。マクロファージの浸潤の程度は、乳がん症例に

おける予後と逆相関しているという報告や、炎症性サイトカインの産生を通じてがん細胞

の増殖、浸潤転移、さらには血管新生を亢進させるという報告が多数なされている 8, 20, 37, 40-42。

また、乳がんにおいては、アディポサイトによってマクロファージの浸潤が惹起されると

の報告もある 43。アディポサイトは TNF-、IL-6、Monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) な

どのアディポカインと呼ばれる炎症性メディエーターを産生し、がん細胞の増殖や浸潤、

さらには腫瘍微小環境の線維化を促進するなど、その腫瘍促進的な働きが多く報告されて

いる 44-46。今回の実験において、病理組織学的観察から 4T1細胞の乳腺脂肪移植で形成され

る原発腫瘍内に、脂肪組織が存在していることも確認しており、移植後早期の腫瘍での炎

症性微小環境の形成にはアディポサイトが関与している可能性が示唆される。また、マク

ロファージおよびアディポサイトの浸潤亢進が認められた乳腺脂肪移植特異的に、早期に

炎症性微小環境の形成が促進されていたことから考えて、これまでの報告と符号する結果

と考えている。 

さらに、4T1細胞移植後の乳腺脂肪組織において、IL-1やケモカインなどの炎症性

メディエーターの産生が亢進していることがわかった (図 9)。これらの炎症性メディエータ

ーは乳がん細胞に直接作用し NF-B を活性化する可能性、もしくはそれらの炎症性メディ

エーターがマクロファージや線維芽細胞等の TNF-などの産生を促進することにより、が

ん細胞の NF-B が間接的に活性化されている可能性が考察される。これらの結果から、T
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細胞がマクロファージなどの間質細胞と協調して作用することで、炎症性微小環境の形成

に寄与していることが示唆される。以上の結果をまとめると、乳腺脂肪組織において T 細

胞に加え、アディポサイトやマクロファージが複合的に作用し、炎症性メディエーターを

産生した結果、今回観察されたNF-B活性の急激な上昇が認められたと考えている (図 11)。

また、観察された NF-B 活性の上昇は継続的なものではなく、一過性であった。これは移

植後早期に T 細胞やマクロファージの浸潤により急性の免疫応答が起こった後、Treg など

の抑制性の免疫担当細胞がこの免疫応答を抑制していることに起因していると考えている。 

乳がんの進展では、原発腫瘍での炎症性微小環境が転移に寄与していると認識さ

れている 26。特に今回用いた 4T1 細胞についてはマウスの移植モデルにおいて、リポポリ

サッカライド (Lipopolysaccharide; LPS) の投与により全身性の炎症を惹起した際に肺転移

が増加するという報告がなされている 47, 48。また、マクロファージから産生された TNF-

が乳がん細胞の NF-B を活性化し浸潤性が高めるとの報告や、さらには乳がんモデルにお

いてCD4
+
T細胞がマクロファージの形質を変化させ、転移を促進するという報告もある 49, 50。

今回、皮下組織と乳腺脂肪組織での移植モデルでの造腫瘍能および肺転移について比較を

行った結果、乳腺脂肪移植モデルの方が皮下組織の場合に比べより高率に転移巣が形成さ

れていると考えられた (図 5)。これらの結果から、今回観察することができた移植後早期の

炎症反応が肺転移に寄与している可能性も示唆される。また、腫瘍体積を示す 4T1-CMV細

胞の発光活性は、乳腺脂肪移植後 7 日前後でその発光活性が一時的に抑制されることが観

察された (図 6)。これは免疫応答の結果、がん細胞が炎症性シグナルにより活性化されると

同時に、一部のがん細胞は殺傷され、悪性度の高いがん細胞だけが選択されていることを

示していると考えられる。それと同時に炎症性微小環境下で、一部のがん細胞が炎症メデ

ィエーターにより活性化され腫瘍促進的な作用を示す可能性も考察される。例えば、乳腺

脂肪組織特異的に産生上昇が認められた IL-1は、がん細胞の浸潤性の亢進および転移の促

進作用を持つことが報告されており 20、今回の 4T1 細胞の乳腺脂肪移植で高率に肺転移が

認められることと一致する。 

また、4T1 細胞移植モデルにおいて炎症を経時的に可視化した結果、予想していた

よりも早期に強い炎症が惹起されていることもわかった (図 6)。このように生物発光イメー

ジングを用いて、炎症をはじめとした生体反応の経時的変化を観察することで、いつがん

細胞と宿主組織が相互作用しているのかなど、腫瘍微小環境を理解する上で重要と思われ

る情報を得られることが示唆された。 
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より詳細な分子メカニズムの解析が必要ではあるが、本研究により 4T1 細胞によ

る腫瘍内の炎症の惹起には、T 細胞依存的な宿主免疫応答に加え、微小環境内の細胞間でな

される様々な相互作用が重要であることが示された。 
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図 11. 炎症反応の組織依存性 

皮下組織への異所性移植の場合、T細胞の浸潤は認められるが、移植後早期に炎症反応は観

察されなかった (左)。一方で、乳腺脂肪組織への同所性移植の場合は、移植後早期に T 細

胞依存的な免疫応答由来の一過性の強い炎症反応が観察された (右)。これらは T 細胞のみ

ならず、マクロファージや脂肪組織などの複合的な働きにより、惹起されたものであるこ

とが示唆された。 
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第 3章 ヒト膵臓がん細胞移植モデルを用いた腫瘍微小環境での獲得形質の解析 

 

要旨 

 

腫瘍微小環境ががんの進展に重要であると考えられているが、実際の生体内において組織

の違いががん細胞の獲得形質にどのような影響しているか、あまり解析がなされていない。

そこで本章ではヒト膵がん細胞を用いた二つの移植モデルの比較を行った。ヒト膵がん細

胞 SUIT-2 を皮下組織への異所性移植もしくは由来組織である膵組織への同所性移植を行い、

形成された原発腫瘍もしくは転移巣からそれぞれ悪性度の高い細胞株を樹立してその獲得

形質を解析した。その結果、皮下移植から得られた細胞株 (3sc 細胞) と膵移植から得られ

た細胞株 (3P 細胞, 3L細胞) は親株 P 細胞と比較して、細胞形態、造腫瘍能、浸潤能などの

獲得形質に大きな違いが認められた。さらに 3sc細胞の増殖能や浸潤能は 3P細胞および 3L

細胞と比較すると限局されていることから、3P 細胞および 3L細胞の方がより悪性度が高い

ことがわかった。また、遺伝子発現解析を行ったところ、P 細胞と 3P 細胞や 3L 細胞、3sc

細胞の間でその発現プロファイルが大きく異なること、さらには 3P 細胞および 3L 細胞特

異的に高発現している遺伝子が多数存在し、これらには幹細胞マーカーを含むがん促進遺

伝子が含まれていることがわかってきた。以上の結果から、がん細胞を取り囲む腫瘍微小

環境の違いが、がん細胞の獲得形質に大きな影響を与えていること、さらには膵組織とが

ん細胞との相互作用が膵がん進展に寄与していることが示唆された。 
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序論 

 

膵がんは世界のがんによる死亡者数の中で第 7 位を占めている。日本でも膵がんの罹患者

数および死亡者数は増加傾向にあり、がんによる死亡者数の第 4 位となっている 27
 

(http://ganjoho.jp)。膵がんの診断時にはすでに肝臓や肺などをはじめとした遠隔臓器に転移

していることが多く、5年生存率が未だ 5%前後と低い難治性がんの代表である 51, 52
 。膵が

んの特徴はその悪性度の高さにあり、高転移性や化学療法抵抗性がしばしば見られる 51。 

 膵がんは複数のがん関連遺伝子に変異が入ることにより、発がんのプロセスが多

段階に進行する。KRAS の変異が入り、前駆病変である膵上皮内腫瘍性病変 (Pancreatic 

intraepithelial neoplasia; PanIN) が現れた後、病変の異型の程度が高度になり段階的に

PanIN-1 から PanIN-2 を経て PanIN-3 へと進行し、最終的に膵管腺癌 (Pancreatic ductal 

adenocarcinoma; PDAC) が生じる 52, 53
 (図 12)。膵がん患者ではその 90%以上にがん遺伝子

KRASの変異が認められることに加え、TP53 の変異は 60-70%、CDKN2A (p16/INK4A)は 50%

以上、さらには SMAD4 (DPC4)や TGFBR2 (Transforming growth factor- (TGF-) type II 

receptor) といった TGF-シグナル経路の変異は 50%程度など、代表的ながん抑制遺伝子に

高頻度に変異が入っている 51, 53-55
 (図 12)。KRAS、TP53などの変異を利用した膵がん自然発

がんマウスモデルが樹立されていることからも、これらの遺伝子が膵がんの発生および悪

性化へ大きく寄与していることが示されている 56-59。 

また、膵がん組織では間質が多く、線維化が認められることも特徴として知られ

ており、腫瘍微小環境内に存在する細胞間での相互作用が活性化されていることを示唆し

ている。膵がんの微小環境中には線維芽細胞をはじめ、免疫担当細胞、膵星細胞、ヒアル

ロナンやコラーゲンなどの細胞外マトリックス (Extracellular matrix; ECM)、さらにはMMP

なども存在している 55, 60-62。これら間質とがん細胞間の複雑な相互作用が、がんの悪性化に

寄与しているという報告が多くなされている。例えば、線維芽細胞とヒト膵がん細胞の in 

vitro共培養では、Hepatocyte growth factor (HGF) を介してがん細胞の浸潤能が亢進するとい

う報告がある 63。また、ヒト膵がん細胞を膵星細胞と混合し、マウスへと移植したモデルで

は腫瘍形成能の増大が認められること 64、ECM や線維芽細胞とがん細胞の相互作用が化学

療法抵抗性を示すことなども知られている 65-68。さらには、間質が多いことが抗がん剤のデ

リバリーを阻止するという物理的なバリア機能を果たし、化学療法抵抗性に寄与している

との報告もある 62, 69, 70。このように膵がんにおいては間質の腫瘍促進的な作用が指摘されて

http://ganjoho.jp/
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いる一方で、線維芽細胞を欠損したマウス膵がんモデルではその生存率が大きく低下する

など、線維化を含む間質との相互作用の腫瘍抑制的な働きも近年報告されている 71-73。この

ように膵がんにおける腫瘍組織の間質の役割については未だ明確にされていない。 

 がん細胞と個々の間質細胞との相互作用については、これまでにも in vitroの共培

養系などを用いた解析が多数なされてきた。一方で、複合的な間質の作用すなわち組織全

体の違いが、がん細胞の獲得形質にどのように影響を与えているかについては未だデータ

が乏しい。そのような組織全体の違いを解析するためには、マウスを用いた移植モデルが

有用であると考えられる。 

したがって、今回私はヒト膵がん細胞を用いて皮下組織へ移植するモデル (皮下移

植, 異所性移植) および由来組織である膵組織へ移植するモデル (膵移植, 同所性移植) を

比較することで、腫瘍微小環境の違いががん細胞の獲得形質へと与える影響を調べること

とした。 
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図 12. 膵がんの多段階進展 

前駆病変である膵上皮内腫瘍性病変 (PanIN) において KRASや TP53などの遺伝子に変異

が生じ、異型が段階的に高度になり、最終的に膵管腺癌 (PDAC) まで進行する。 
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方法 

 

細胞 

ヒト膵がん細胞 SUIT-2はDMEM (GIBCO) に 10% Fetal bovine serum (FBS, HyClone) および

Penicillin/Streptomycin (GIBCO) を加えた培地で 37℃  5% CO2 下で培養し、 0.05% 

trypsin/EDTA (GIBCO) により継代した。 

 

レンチウイルスベクターの作製および感染 (遺伝子導入) 

発現ベクターとしてホタルルシフェラーゼ遺伝子をレンチウイルスベクター作製用コンス

トラクト CSII-CMV-RfA へ組み込まれたものを使用した。また、GFP 発現コンストラクト

は CS-CDF-CG-PREは三好浩之博士 (理化学研究所) より供与していただいた。ウイルスの

作製には 293FT 細胞を I 型コラーゲンがコートされている 75 cm
2フラスコ (Corning) へ播

種し、作製用コンストラクトと pCAG-HIVgp および pCMV-VSV-G-RSV-Rev (理研バイオリ

ソースセンター) を Lipofectamine 2000によってトランスフェクションした。翌日に培地を

交換し、さらに 2~3日培養後、上清を回収し、Lenti-X concentrator (Clontech) 使用して 20~40

倍に濃縮し、レンチウイルスベクターとして使用した。濃縮したレンチウイルスベクター

をそれぞれヒト膵がん細胞へと感染させ、恒常的に GFP およびルシフェラーゼを安定発現

する細胞株を樹立した。 

 

マウスへのがん細胞移植および発光活性の経時的変化の観察 

全ての動物実験は東京大学大学院医学系研究科の実験動物委員会の定める指針に従った。

SUIT-2細胞を免疫不全マウスの BALB/cAJcl-nu/nu (♀ 6w 日本クレア) の左背部皮下組織も

しくは由来組織である膵組織へ移植した (2.5 x 10
5
 cells/mouse)。移植後、経時的に NightOWL 

II LB983 (ベルトールド) により発光活性の測定および発光イメージの撮影を行った。毎回

撮影 10~15 分前に D-ルシフェリンカリウム (2.5 mg/mouse)を腹腔内投与した。また、撮影

時は Avertin (2,2,2-Tribromoethanol in 2-Methyl-2-butanol) の腹腔内投与により麻酔を行った。

データ解析は IndiGO2 (ベルトールド) を使用した。 
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病理組織学的解析 

マウスより摘出した原発腫瘍を 10 N マイルドホルム (Wako) を用いて固定し、パラフィン

包埋した。薄切した組織切片を脱パラフィン処理した後、ヘマトキシリン/エオジン (HE) 染

色もしくは Azan染色を行った。 

 

高悪性株の樹立 

GFPおよびホタルルシフェラーゼを安定発現する SUIT-2細胞を左背部皮下組織へと移植し

た (2.5 x 10
5
 cells/mouse)。移植後約 1ヶ月で原発巣を摘出した。摘出した腫瘍組織をカミソ

リによってミンチ状にし、0.25% trypsin/EDTA (GIBCO) を加え 37℃にて 10分間インキュベ

ートした。その後、遠心して回収した細胞を数日間培養することで、混在する血球や線維

芽細胞を除去した。GFP の蛍光から、がん細胞のみになったことを確認した後、再び皮下

移植を行った。このプロセスを 3回繰り返し、原発巣から樹立した細胞を 3sc細胞と名付け

た。同様の方法で、膵組織への移植からも細胞株を作製し、3回目の移植の原発巣から樹立

した細胞株を 3P 細胞、および肺転移巣から樹立した細胞株を 3L 細胞と名付けた。また、

3sc細胞、3P 細胞および 3L細胞は複数のマウスの原発巣および肺転移巣から樹立している

ため、宿主の個体をそれぞれ#で区別する。 

 

細胞増殖アッセイ 

細胞を 96 well plate (IWAKI) へ播種し、数日培養した。その後、Cell Count Reagent SF (Nacalai 

Tesque) を加えて反応させた後、450 nm (参照波長 595 nm) の波長の吸光度を測定し、生細

胞数を定量化した。 

 

RNAの抽出および cDNAの合成 

それぞれの細胞から、Isogen (Nippon Gene) によりプロトコールに従って RNAを抽出した。

抽出した RNAは Diethylpyrocarbonate (DEPC, Nacalai Tesque) 処理水を用いて濃度を合わせ

た後、Prime Script II cDNA Synthesis Kit (TaKaRa) を使用して cDNAを合成した。 

 

定量的リアルタイム PCR 

定量的リアルタイム PCR は FastStart Universal SYBR Green (Roche) および Step One Plus 

(Applied Biosystems) を 用 い て 行 っ た 。 Internal control に は Hypoxanthine 
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phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1) を使用し、目的の遺伝子の発現量を HPRT1 の発現量で

補正した。 

 

使用したプライマーは以下の通りである。 

HPRT1 Forward 5’-tttgctttccttggtcaggc-3’ 

Reverse 5’-gcttgcgaccttgaccatct-3’ 

CDH1 Forward 5’-atttttccctcgacacccgat-3’ 

Reverse 5’-tcccaggcgtagaccaaga-3’ 

ABCG2 Forward 5’-agatgggtttccaagcgttcat-3’ 

Reverse 5’-ccagtcccagtacgactgtgaca-3’ 

MMP2 Forward 5’-tggcgatggataccccttt-3’ 

Reverse 5’-ttctcccaaggtccatagctcat-3’ 

KRT5 Forward 5’-ccaaggttgatgcactgatgg-3’ 

Reverse 5’-tgtcagagacatgcgtctgc-3’ 

SOX2 Forward 5’-cgagtggaaacttttgtcgga-3’ 

Reverse 5’-tgtgcagcgctcgcag-3’ 

 

Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) およびウエスタンブロ

ッティング 

プレートに播種した培養細胞に Lysis Buffer (1% Nonidet P40, 150 mM NaCl, 20 mM Tris HCl) 

を加えて、細胞を溶解させた。溶解液を氷上にて 10分以上静置した後、15,000 rpmで 10分

間遠心し、上清のタンパクを回収した。SDS sample buffer (Tris pH8.8, 1% BPB, Glycerol) を

上清の 3分の 1量加え、98℃で 3 分間ボイルした。8.5% ポリアクリルアミドゲルで電気泳

動を行った。その後、セミドライ式にてメンブレン Fluoro TransW.3.3 Meter Rolle (PALL, Life 

Sciences) へタンパクを転写した。メンブレンは 5% スキムミルク (Megmilk Snow Brand) に

よって 1時間ブロッキングし、その後、一次抗体を加え、4℃で一晩振とうした。また、二

次抗体は室温で1時間振とうした。Loading controlには抗-tubulin抗体 (Sigma) を使用した。

バンドの検出には Enhanced chemiluminescence (ECL) を使用し、ルミノイメージアナライザ
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ー LAS4000 (Fujifilm) によって画像を撮影した。データ解析にはMultiGauge (Fujifilm) を使

用した。 

 

使用した抗体は以下の通りである。 

一次抗体 二次抗体 

抗 E-cadherin抗体 (BD) Horseradish peroxidase (HRP) 標識抗 mouse 

IgG 抗体 (Cell Signaling) 抗-tubulin抗体 (Sigma) 

 

接着能の評価 

Fibronectin (Wako, 0.5 g/well) をコートした 96 well plate (NUNC) を 4℃で一晩インキュベ

ーションした後、0.1% BSA を含む培地による細胞懸濁液を (5 x 10
4
 cells/well) 加え、37℃

にて 30分培養した。その後、Fibronectin に接着した細胞を 1% グルタルアルデヒド水溶液 

(Nacalai Tesque) により固定、クリスタルバイオレットにて染色を行った。さらに 33% 酢酸

により、接着した細胞を抽出し、570 nmの吸光度をプレートリーダー (Bio-Rad) にて測定

した。 

 

浸潤能の評価 

0.8 mポアのフィルターを有する chamber (Falcon) を使用し、chamberの上層に細胞液を (1 

x 10
5
 cells/well) 加え、37℃にて 24時間培養した。培養後、10 N マイルドホルムにて固定し

た後、0.5% クリスタルバイオレットにて染色した。下層に浸潤した細胞数を 5視野からカ

ウントし、また Fiji ImageJ にてクリスタスバイオレットで染まった細胞の占める領域の割

合を定量化した。 

 

In vivoの造腫瘍能の評価 

P 細胞、3sc#1 細胞、3sc#3 細胞、3P#2 細胞、3L#2 細胞を nude マウスの皮下組織もしくは

膵組織へと移植し、移植後約 1ヶ月にマウスを解剖し、原発腫瘍の質量を比較した (1 x 10
5
 

cells/mouse)。 
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RNA-sequencing (RNA-seq) 

細胞を播種し、翌日 total RNAを RNeasy Mini Kit (Qiagen) によって回収した。また、この

際 RNase-Free DNase Set (Qiagen) を使ってゲノム DNA の除去を行った。抽出した 10 gの

Total RNA から Dynabeads mRNA DIRECT Micro Kit (Life Technologies) を用いてプロトコー

ルに従って mRNA を抽出した。抽出した 100 ng mRNA から Ion Total RNA-Seq Kit v2 を用

いてライブラリを調製した。mRNA の断片化、両端へのアダプター付加、逆転写、増幅の

順にプロトコールに従って行った。調製したライブラリの長さをそろえるために、E-Gel Size 

Select Agarose Gel (Invitrogen) を使って 150~250 bpのライブラリを抽出した。ライブラリの

濃度は Ion Library Quantitation Kit (Life Technologies) を用いて測定した。次に調製したライ

ブラリの一部から、Ion One Touch 2 Instrument (Life Technologies) を使用し、エマルジョン

PCR を行い、テンプレートを作製した。プロトコールは Ion PI Template OT2 200 Kit v3 に従

った。さらに得られたテンプレートを Ion One Touch ES によって濃縮した後、Ion Proton (Life 

Technologies) を用いて、データを取得した。プロトコールは Ion PI Sequencing 200 Kit v3 に

従った。Tophat2/bowtie2 によりマッピングした後、cuffdiff プロトコールにより発現量を定

量化した。 Heatmap の作製およびクラスタリング解析については TM4 Mev 

(http://www.tm4.org/mev.html) を使用した。 

 

各細胞株での発現遺伝子群の抽出 

RNA-seqの結果から、各細胞株の Fragments per kilobase of exon per million fragments mapped 

(FPKM) 値を参照し、以下の条件に合致する遺伝子を抽出した。 

条件：「3P 細胞もしくは 3sc 細胞での FPKM 値が 3 以上」かつ「3P 細胞もしくは 3sc 細胞

での FPKM値が親株 P 細胞での FPKM 値の 2倍以上」の遺伝子群 

もしくは「親株 P 細胞での FPKM値が 3以上」かつ「3P 細胞もしくは 3sc細胞での

FPKM値が親株 P 細胞での FPKM値の 1/2倍以下」の遺伝子群 

Gene ontology (GO) 解析には CLC Genomic Workbench解析ソフト (Qiagen) を使用し、P < 

0.01を満たす biological processを抽出した。 

 

統計処理 

Student t-testにより P < 0.05を基準とした。 
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結果 

 

ヒト膵がん細胞の膵移植と皮下移植の比較 

SUIT-2 細胞は、元来造腫瘍能が高いがん細胞であり、自身の先行研究の結果から、皮下組

織 (皮下移植、異所性移植) および由来組織である膵組織 (膵移植、同所性移植) のいずれ

に移植した場合でも、移植したすべての個体においてがん細胞が生着することがわかって

いる (髙橋恵生, 他, 未発表)。しかし、皮下移植では原発巣のみが形成されたのに対し、膵

移植の場合には原発巣の形成のみならず、腹膜播種および肺転移が認められ、より進行が

速いことがわかった (図 13)。この結果より、同じがん細胞の移植においても移植される宿

主の組織の違いによって原発腫瘍の形成速度や転移形成などその進行に差があることがわ

かった。 

 また HE 染色から、皮下移植においては宿主皮下組織とがん細胞が、膵移植におい

ては宿主膵組織とがん細胞が接していることを確認した (図 14)。さらに Azan 染色から、

両者とも腫瘍組織内の間質の線維化が観察され、形成される腫瘍の病理組織学的な違いは

目立たないと考えられた (図 14)。 

以上の結果から、皮下組織と膵組織における各移植モデルでは、組織学的に明確

な差は認められないものの、膵移植モデルの方が早くがんが進行し、播種・転移が生じる

など悪性度の高い形質を示すと考えられた。 

 

新規細胞株の樹立およびその形態変化、E-cadherinの発現 

SUIT-2 細胞を皮下組織もしくは膵組織の間質と長期間にわたって相互作用させ、その獲得

形質を安定化するために、それぞれの移植を 3 回繰り返して細胞を樹立した (図 15)。各細

胞の形態を顕微鏡下にて観察した結果、約半数の細胞が円形を示す親株 P細胞に比べ、3sc

細胞、3P 細胞、3L 細胞では紡錘形の細胞が増加していることがわかる (図 16)。特に、3P

細胞および 3L細胞においてその割合が非常に高いことがわかった。次に、細胞株の形態変

化が、上皮間葉移行 (Epithelial-mesenchymal transition; EMT) の誘導と相関があるか調べる

ため、上皮細胞マーカーである E-cadherin の発現低下が観察されたか確認した。その結果、

3P 細胞および 3L 細胞では P 細胞に比較して、E-cadherin をコードする CDH1 mRNA なら

びに E-cadherinタンパクの発現が顕著に低下していることが確認され、3P細胞および 3L細
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胞は EMT により間葉系細胞の形質を獲得していると考えられた。一方で、3sc 細胞でのそ

の発現は P 細胞と同レベルで保たれていることが示された (図 17)。 

 

新規細胞株の造腫瘍能、浸潤能、接着能の亢進 

樹立した新たな細胞株について、次にその増殖能、造腫瘍能、浸潤能、接着能を調べた。In 

vitroにおける増殖能については、FBS 存在下では 3P 細胞、3L細胞、3sc細胞のいずれにお

いても親株 P 細胞と同程度であった (図 18 (A))。一方で、FBS を含まない培養条件では 3P

細胞、3L細胞、3sc細胞のどの株においても親株と比較して、増殖能の亢進傾向が認められ

たが、その差は顕著なものではなかった (図 18 (B))。 

次に in vivo における造腫瘍能を比較した。P 細胞、3P 細胞、3sc細胞を皮下移植し

た場合、親株 P 細胞と比較して、3sc細胞の造腫瘍能の亢進が認められた。しかし、その造

腫瘍能亢進の程度は 3P 細胞に比べると限定的であった (図 19 (A))。この結果より、いずれ

の移植モデルから樹立した細胞株も高悪性株であることがわかったが、膵移植由来の 3P 細

胞の方がより悪性度が高いがん細胞であることが示唆された。また、これら細胞株につい

て同様の造腫瘍能の評価を、膵移植を用いて行った。その結果、皮下移植と同様、P 細胞と

比較して 3sc 細胞の造腫瘍能は同程度もしくは軽度の亢進が認められたが、3P 細胞には及

ばなかった (髙橋恵生, 他, 未発表)。なお、3L 細胞についても膵移植を行い P 細胞と比較

した結果、P 細胞に比較して原発腫瘍の形成能が 3P 細胞と同程度に大きく亢進しているこ

とも確認できた (図 19 (B))。 

さらに各高悪性株の in vitro における浸潤能および接着能を調べた。Chamberを用

いて P 細胞、3P 細胞、3L細胞、3sc細胞の 24 時間の浸潤能を計測した結果、P 細胞と比較

して 3P および 3L細胞においてその浸潤能が高くなっていることが示された (図 20 (A))。

一方、3sc細胞については浸潤能の亢進は認められなかった。がん細胞の浸潤能は、上皮細

胞の形質を喪失し、間葉系細胞の形質を獲得することで亢進することが知られており、3P

細胞および 3L細胞が EMTを起こしている結果 (図 17) と合致するものであると思われた。

また、フィブロネクチンが存在する足場に対する接着能の測定も行った。その結果、P 細胞

と比較して、3P 細胞および 3L細胞では接着能が亢進していることがわかった (図 20 (B))。

一方で皮下移植から樹立した3sc細胞の接着能はP細胞と同程度または軽度の亢進であった。 
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以上の結果から、皮下移植から樹立された細胞株について増殖能や造腫瘍能など

一部悪性度の亢進は認められるが、膵移植から樹立された細胞株の方が増殖能、造腫瘍能、

浸潤能、接着能などにおいてより高い悪性度を示すことが示唆された。 

 

網羅的遺伝子解析 

次に、樹立した各細胞株の遺伝子発現を調べた。今回は、親株 P 細胞に加え、膵移植由来

の細胞株として 3P#1 細胞、3P#2 細胞、3L#1細胞、3L#2細胞、また皮下移植由来の細胞株

として 3sc#1細胞、3sc#3細胞の遺伝子発現をRNA-seqにより網羅的に解析した。その結果、

親株 P 細胞に比較して、3P 細胞、3L 細胞、3sc 細胞のそれぞれの遺伝子について、親株 P

細胞と比較して発現が亢進しているもの、低下しているものが多く認められた (図 21 (A))。

さらに、皮下移植から樹立した 3sc 細胞と膵移植から樹立した 3P 細胞および 3L 細胞では

その遺伝子発現プロファイルが大きく異なることもわかった。また、クラスタリング解析

を行った結果、P 細胞、3sc 細胞、3P 細胞および 3L 細胞、と 3 グループにクラスター化で

きることがわかった (図 21 (B))。さらに、遺伝子発現パターンにおける P 細胞との類似性

は、3sc 細胞、3P 細胞、3L 細胞の順に低くなることも示され、膵移植モデルにおいて遺伝

子発現のより大きな変化が生じることが示唆された。また、親株 P 細胞と比較して、3P 細

胞もしくは 3sc細胞で高発現もしくは低発現している遺伝子群を抽出した (図 21 (C))。その

結果、3P細胞と 3sc細胞との間で共通して発現上昇する遺伝子群は 100個程度認められた。

一方で 3P 細胞特異的な発現上昇遺伝子群は 150 個程度、3sc 細胞特異的な発現上昇遺伝子

群も 60個程度存在することがわかった。したがって、P 細胞から 3sc細胞での変動に比べ、

P 細胞から 3P 細胞での発現変動が見られた遺伝子数の方が多く、膵組織下での遺伝子発現

の変動が大きいことが示唆された (図 21 (C))。以上の結果から、二つの移植モデルがもた

らす獲得形質の違いが遺伝子発現レベルにおいても認められることが明らかとなった。 

 

組織特異的に発現亢進している遺伝子の存在 

RNA-seq の解析結果に基づき、定量的リアルタイム PCR を用いて代表的な遺伝子発現の再

現性を確認した。その結果、MMP-2 などの一部のがん促進遺伝子については膵移植から得

られた 3P 細胞および 3L 細胞、皮下移植から得られた 3sc 細胞のいずれにおいても親株 P

細胞に比較してその発現が顕著に亢進していることが示された  (図 22 (A))。一方で、

ATP-binding cassette sub-family G member 2 (ABCG2) や Sex determining region Y-box 2 (SOX2) 
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など、3P 細胞および 3L 細胞特異的に発現が亢進している遺伝子も複数得られている (図

22 (A))。また、Keratin 5 (KRT5) など 3sc細胞特異的に発現が亢進している遺伝子も少数な

がら存在することがわかった (図 22 (A))。さらに、GO 解析により、親株 P 細胞と比較して、

3P 細胞、3sc細胞に共通して活性化されている biological processにはコラーゲン産生や ECM

の再形成が含まれていることがわかった。一方で、3P 細胞特異的に活性化されているもの

として幹細胞様形質などが認められた (図 22 (B))。 

  



41 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 13. 皮下移植および膵移植の進展の比較 

ルシフェラーゼ遺伝子を恒常的発現した同数のヒト膵がん細胞 SUIT-2 を nude マウスへ皮

下移植 (A) もしくは膵移植 (B) を行った。その後、腫瘍の増殖を生物発光イメージングに

よって観察した (左)。また、移植後 35日に解剖し、発光イメージングを行った (右)。 

  

Day 

0      7     14     21     35 Day 

0     7     14      21     35 

(A) Subcutaneous (Ectopic) 

(B) Pancreas (Orthotopic) 
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図 14. 皮下移植および膵移植の病理組織学的比較 

SUIT-2細胞を nudeマウスへ皮下移植 (上) もしくは膵移植 (下) を行った。移植後 1ヶ月

で腫瘍を摘出し、ホルマリン固定を行った。HE 染色 (左) および Azan 染色 (右) により、

病理組織学的観察を行った。 
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図 15. 皮下移植および膵移植を用いた新規細胞株の樹立 

SUIT-2 細胞を nude マウスへ皮下移植 (A)、もしくは膵移植 (B) を行った。移植後 1 ヶ月

で原発腫瘍を摘出、がん細胞を単離、再びマウスへと移植する。このプロセスを 3 回繰り

返した。皮下移植の原発腫瘍から樹立した細胞株を 3sc、膵移植の原発巣から樹立した細胞

株を 3P、肺転移巣から樹立した細胞株を 3Lと名付けた。 

  

(A) Subcutaneous (Ectopic) (B) Pancreas (Orthotopic) 
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図 16. 各細胞株の形態 

SUIT-2細胞を用いた各移植モデルより樹立した細胞株の形態を示す。移植前の親株を P細

胞とする。また、3P細胞、3L細胞、3sc細胞については複数のマウスから樹立しているた

め、#で由来する個体を区別する。 

 

  

3sc#1 3sc#3 P 

3P#1 3P#2 

3L#1 3L#2 
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図 17. 各細胞株の E-cadherinの発現変化 

定量的リアルタイム PCRおよびウエスタンブロッティングを行い、SUIT-2細胞由来の各細

胞株 (P細胞, 3P細胞, 3L細胞, 3sc細胞) の CDH1 mRNA (A) および E-cadherinタンパク

(B) の発現を調べた。データはmean ± SDで示す。 
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図 18. 各細胞株の in vitroにおける増殖能 

SUIT-2細胞 (P細胞, 3P細胞, 3L細胞, 3sc細胞) をプレートへ播種し、培養後 2~4日の細

胞数を Cell Count Reagent SF によって測定した。グラフはそれぞれ 10% FBSを含んだ培

地での増殖 (A)、もしくは FBSを含まない培地での増殖 (B) を示す。 
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図 19. 各細胞株の in vivoにおける造腫瘍能 

SUIT-2 (P細胞, 3sc#1細胞, 3sc#3細胞, 3P#2細胞) を nudeマウスへ皮下移植を行い、移

植後 1ヶ月の原発腫瘍を摘出した。原発腫瘍の写真 (左) および重量 (右) を示す (A)。ま

た、SUIT-2 (P細胞, 3P#2細胞, 3L#2細胞) を膵移植し、移植後 1ヶ月の原発腫瘍の写真を

示す (B)。 
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図 20. 各細胞株の浸潤能および接着能 

(A) SUIT-2細胞 (P細胞, 3P細胞, 3L細胞, 3sc細胞) を chamberの上層に播種し、24時間

培養した。培養後、chamber を回収し、固定およびクリスタルバイオレットによる染色を

行った。Chamber内のフィルターの写真 (上)、また浸潤細胞数および浸潤細胞の占める面

積 (下) を示す。データはそれぞれmean ± SDで示す。 

(B) FibronectinをコートしたプレートにSUIT-2細胞 (P細胞, 3P細胞, 3L細胞, 3sc細胞) を

播種し、30 分間培養した。その後、付着した細胞を固定、クリスタルバイオレットによる

染色を行った。さらに 33% 酢酸にて抽出した後、570 nmの吸光度を測定し、定量化した。

染色像 (上) および定量化したグラフ (下) を示す。データはmean ± SDで示す。  
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図 21. 各細胞株の遺伝子発現プロファイル 

SUIT-2細胞 (P細胞, 3P細胞, 3L細胞, 3sc細胞) について、RNA-seqによる網羅的遺伝子

発現解析を行った。その結果について一部を抜粋し、Heatmap として示す (A)。また、(A)

の解析結果に対し、クラスタリングを行った結果を示す (B)。さらに (A) の解析結果に対

して、方法で記載した条件を適応し、P細胞と比較して 3P細胞もしくは 3sc細胞で高発現

している遺伝子の数 (Up-regulated genes)、また P 細胞と比較して 3P 細胞もしくは 3sc

細胞で低発現している遺伝子の数 (Down-regulated genes) を算出した (C)。さらにそれら

の包含関係を調べた。図中の数字は、該当する遺伝子数を表す。 
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図 22. 各細胞株における代表的な遺伝子の発現 

(A) SUIT-2細胞 (P細胞, 3P細胞, 3L細胞, 3sc細胞) における代表的な遺伝子の発現を定量

的リアルタイム PCR によって調べた。データはそれぞれmean ± SDで示す。 

(B) 図 21 (C) の Up-regulated genesに該当した遺伝子の中でさらに 3P or 3sc > 3 x Pに該

当する遺伝子について、GO解析をした結果を示す。P 細胞と比較して 3P細胞、もしくは

P細胞と比較して 3sc細胞で活性化されている biological processの数とそれらの包含関係

内容を示す (左)。さらにこれらの biological processのうち、P細胞と比較して 3P細胞と

3sc細胞とで共通して活性化されているもの (右上 Common in 3P and 3sc cells)、もしく

は P細胞と比較して 3P細胞のみで活性化されているもの (右下 Specific in 3P cells)、の内

容の一部を示す。 
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考察 

 

がん細胞とそれを取り囲む組織の相互作用の役割を解析するために、ヒト膵がん細胞

SUIT-2 の皮下組織への異所性移植と膵組織への同所性移植の二つのモデルからそれぞれ樹

立した高悪性株の獲得形質について比較した。組織学的解析より、各腫瘍組織において移

植したがん細胞と宿主由来の細胞が相互に接触している様子が確認できた (図 14)。 

SUIT-2 細胞は元来付着性細胞であるが、約半数の細胞が球体状の形態をしており、

紡錘形の細胞の割合は少数である。一方で、膵移植モデルから樹立した 3P 細胞および 3L

細胞について、ほとんどの細胞が紡錘形の形態を示すなど、EMT により間葉系細胞に近似

した性質を有していると推測された (図 16)。また、皮下移植から樹立した 3sc 細胞につい

ても紡錘形の細胞が一部に出現しているが、その程度は 3P 細胞や 3L 細胞ほど顕著ではな

かった。EMT の上皮マーカーである E-cadherin はがん細胞の浸潤に関与し、その発現低下

はがん細胞の浸潤能を促進するなど悪性度と相関を示す 74, 75。E-cadherin の発現低下および

浸潤能、接着能の亢進が3P細胞および3L細胞特異的に認められるという結果から (図17)、

膵微小環境との相互作用ががん細胞のより高い悪性形質の獲得に寄与していることが示唆

された。実際に in vivo における造腫瘍能の亢進は 3P 細胞で最も高い結果が得られており、

膵移植から樹立した細胞株の悪性度が最も高いことがわかった (図 19)。また、これまでに

SUIT-2細胞は膵星細胞との共培養により、EMTを経て間葉系細胞様の形質を示すことが報

告されている 68。今回、in vitroでの増殖能の亢進の程度に比較して、in vivoでの造腫瘍能の

亢進が顕著である結果が得られたことからも (図 18, 図 19)、がん細胞と膵星細胞を含む周

囲の間質との相互作用が重要であることが示唆されている。 

樹立した高悪性株は造腫瘍能、浸潤能などの獲得形質が親株のみならず、移植モ

デルごとに異なることを示したが、遺伝子発現レベルにおいてもその違いが顕著であるこ

とが示された (図 21)。遺伝子発現パターンのクラスタリングによる親株との比較、さらに

は各高悪性株にて発現が上昇もしくは低下した遺伝子数を解析した結果から、遺伝子レベ

ルにおいても膵組織から樹立した 3P 細胞および 3L 細胞でより顕著に変化していることが

示唆された。したがって、SUIT-2 細胞は皮下組織よりも膵組織においてより活発に間質と

の相互作用がなされて遺伝子発現レベルでの変化が生じた結果、高悪性度を示すようにな

ったと予想される。 
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また、GO解析の結果、3P 細胞および 3sc細胞に共通して ECMの再形成やコラー

ゲン産生などが認められたことから、いずれの移植モデルにおいても移植されたがん細胞

が、宿主の周囲組織へ生着する過程で、ECM などとの相互作用が活性化されていることが

示唆された。一方で 3P 細胞に特異的に認められる形質として、幹細胞様の形質や axon 

guidanceに関係するシグナル伝達などがあることがわかった。実際に、3P 細胞および 3L細

胞特異的に幹細胞マーカーとして知られている ABCG2 や SOX2 が高発現している結果から

も、膵微小環境ががん幹細胞を優位にしている可能性が示唆された 76-78。さらに高悪性株発

現遺伝子群について、DAVID によるシグナル伝達経路の解析を行った結果、3P 細胞特異的

に Hedgehog シグナル経路が活性化されていることがわかった (髙橋恵生, 他, 未発表)。こ

れらの考察は axon guidance を制御する経路の異常や Hedgehogシグナル経路の活性化が、膵

がんの進展に関係しているという過去の報告とも一致することから、今回樹立した高悪性

株の妥当性が示唆された 79-82。なお、3P 細胞と 3L 細胞の違いについても解析を行ったが、

発現量の変化が認められる遺伝子群は予想されたよりも少ないことから (図 21 (B))、転移

巣よりも原発腫瘍にてがん細胞の遺伝子発現が顕著に変化することが、その後の転移を含

めた進展に重要であることが考察される。 

また、細胞形態や E-cadherin の発現をはじめ、高悪性株が獲得した多くの形質は、

in vitro で培養を続け、細胞の継代を重ねても維持されることが観察されている。したがっ

て、今回観察されている獲得形質は安定化されていると考えられる。このような安定化さ

れた高悪性株の形質がどのように獲得されたかについては、大きく二つの機序が想定され

る。一つ目は、移植先の腫瘍微小環境に適合した一部の細胞や、元来悪性度の高い細胞な

どが移植の過程で「セレクション」された可能性である。高悪性株の遺伝子発現パターン

を見てみると、一部はがん幹細胞に遺伝子発現パターンが類似しており、膵微小環境が膵

がん幹細胞の維持に有利に働き、これにより高悪性株中の非がん幹細胞が淘汰されたと解

釈することができる。二つ目は、がん細胞が腫瘍微小環境との相互作用を介して「教育」

を受けて形質が変化した可能性である。特にがん細胞の特定の領域にヒストンのメチル化

修飾などのエピジェネティクな変化が生じ、異なる転写活性のパターンを示すことで、悪

性度の高い形質を獲得した可能性である。親株では発現が全く認められない特定の受容体

タンパクの発現が高悪性株ではヒストン修飾状態の変化により発現回復している可能性な

ども観察されている (髙橋恵生, 他, 未発表)。これらの結果から考察して、現時点では「セ
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レクション」のみならず、微小環境下での「教育」の二つの機序が関与することで高悪性

株が樹立されたと考えている。 
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第 4章 高悪性株を用いた膵がん進展における悪性化因子の探索 

 

要旨 

 

前章より膵組織との相互作用が悪性形質の獲得に重要であることが示唆されたことから、

本章では膵組織への同所性移植モデルを使用して、膵がんの悪性化に寄与する因子の同定

を試みた。複数のヒト膵がん細胞から高悪性株の樹立を行った後、それらについて RNA-seq

による網羅的な遺伝子発現解析し、高悪性株発現遺伝子群を抽出した。その結果、複数の

遺伝子がそれぞれの細胞株に共通して発現亢進していることがわかった。本章ではその中

で Nestin についてさらなる解析を行い、分子標的および診断マーカーとしての有用性を評

価した。 
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序論 

 

前章にてヒト膵がん細胞株を用いた膵組織への同所性移植において、より高い悪

性度の形質獲得がなされることについて述べた。そのような膵がん細胞と膵組織との相互

作用によって獲得する因子の中から、膵がんの進展に重要である遺伝子の探索をさらに行

うこととした。そこで前章で扱ったヒト膵がん細胞 SUIT-2 に加え、PANC-1、MiaPACA-2、

BxPC3 の 3 種類のヒト膵がん細胞から膵移植を用いて高悪性株の樹立を行い、RNA-seq を

用いてその遺伝子発現を網羅的に解析することとした。用いた細胞株はそれぞれ KRAS や

TP53、SMAD4 などに欠失や変異があることがわかっており 83
 (表 2)、それら異なる背景を

持った細胞株から樹立した高悪性株に共通して認められる遺伝子が膵がんの治療ターゲッ

トや診断マーカーとなる可能性を解析した。Nestinは中枢神経系の神経幹細胞で発現してい

る VI型中間径フィラメントである 84, 85。その発現は細胞分化によって低下するため、成人

では神経新生が起こっている脳の一部でしか発現していない。しかし、グリオーマなどの

神経原性腫瘍では Nestin が高発現に認められるなど、CD133 等とともにがん幹細胞マーカ

ーの一つとして認識され、その発現が予後と逆相関することが知られている 84, 86。また、他

の腫瘍においても Nestin の発現亢進が認められており、特に肉腫などでは CD133 に加え、

Oct3/4 や Nanog とともに幹細胞マーカーとして認識されている 85。近年、膵がんにおいて

も悪性度の高い膵がん細胞で Nestin が発現していることに加え、血管新生における役割や

幹細胞マーカーとして有用性が認識されつつある 87。前章にて SUIT-2の高悪性株 3P 細胞お

よび 3L細胞では、幹細胞様の遺伝子発現形質が認められることを示した。このような結果

からも、膵組織との相互作用から樹立された高悪性株はがん幹細胞形質を示す可能性があ

ると考えられる。 
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  K-ras p53 p16 Smad4 TRII 

     Gene 

Cell line 
KRAS TP53 

CDKN2A/ 
INK4A 

SMAD4/ 
DPC4 

TGFBR2 

SUIT-2 mut  mut  mut 
  

PANC-1 mut  mut del 
  

MiaPACA-2 mut mut del 
 

del 

BxPC-3 
 

mut del del 
 

 

表 2. ヒト膵がん細胞の遺伝的背景 

本実験で使用した 4種類のヒト膵がん細胞 SUIT-2、PANC-1、MiaPACA-2、BxPC3におい

て、高頻度で変異や欠損が報告されている遺伝子を示す。 

mut：変異、del：欠損 
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方法 

 

細胞 

PANC-1 細胞、MiaPACA-2 細胞は DMEM (high glucose, GIBCO) に 10% FBS および

Penicillin/Streptomycin を加えた培地で、37℃ 0.05% CO2下にて培養した。BxPC3 細胞につ

いては RPMI 1640 (GIBCO) に 10% FBS および Penicillin/Streptomycinを加えた培地で、上と

同条件で培養した。 

 

GFP およびルシフェラーゼの安定恒常発現株の作製 

膵組織への同所性移植からの高悪性株の樹立の際に GFP によりマウスの宿主由来の細胞と

区別するために、前述したレンチウイルスベクターによる遺伝子導入の方法から GFP を安

定に恒常発現する細胞株を樹立した (p32参照)。また、生物発光イメージングによってマウ

スでの腫瘍増殖を観察するために、同様の方法にてルシフェラーゼも安定発現させた。 

 

膵移植モデルを用いた高悪性株の樹立 

全ての動物実験は東京大学大学院医学系研究科の実験動物委員会の定める指針に従った。

SUIT-2 細胞の膵移植モデルから高悪性株を樹立した際と同様の方法で、PANC-1 細胞、

MiaPACA-2 細胞、BxPC3 細胞を用いて、それぞれ高悪性株を樹立した (p33 参照)。この 3

種類の細胞については 5 x 10
5
 cells/mouseで移植を行った。3回の膵移植後、PANC-1細胞に

ついては原発巣から樹立した細胞株を 3P 細胞、さらに肝転移巣から樹立した細胞株を 3Liv

細胞と名付けた。また、MiaPACA-2細胞についても同様に原発巣から 3P 細胞、肝転移巣か

ら 3Liv 細胞を樹立した。BxPC3 細胞については転移巣がほとんど認められなかったので、

3P 細胞のみを使用することとした。 

 

In vivoの造腫瘍能の評価 

各膵がん細胞から樹立した細胞株を膵移植し、移植後 1 ヶ月で腫瘍を摘出した。用いた細

胞および細胞数は以下の通りである。 

PANC-1 : P 細胞, 3P#2 細胞, 3Liv#2 細胞, 1 x 10
6
 cells/mouse 

MiaPACA-2 : P 細胞, 3P#2細胞, 3Liv#2細胞, 4 x 10
5
 cells/mouse 

BxPC3 : P 細胞, 3P#1 細胞, 3P#2細胞, 5 x 10
5
 cells/mouse 



58 

 

RNAの抽出および cDNAの合成、定量的リアルタイム PCR 

前述の方法で行った (p33-34 参照) 。 

 

使用したプライマーは以下の通りである。 

NES Forward 5’-aggaggagttgggttctg-3’ 

Reverse 5’-ggagtggagtctggaagg-3’ 

 

SDS-PAGE およびウエスタンブロッティング 

前述の方法で行った (p34-35 参照) 。 

 

使用した抗体は以下の通りである。 

一次抗体 二次抗体 

抗 Nestin抗体 (Millipore) HRP標識抗mouse IgG抗体 (Cell 

Signaling) 抗-tubulin抗体 (Sigma) 

 

RNA-seq 

前述の方法で行った (p36参照) 。 

 

高悪性株発現遺伝子群の抽出 

RNA-seqの結果を用いて、各細胞株にて以下の条件に合致する高発現している遺伝子 (高悪

性株発現遺伝子群) をそれぞれ抽出、複数の膵がん細胞の高悪性株で共通して発現上昇して

いる遺伝子を探索した。 

条件：「3P 細胞での FPKM 値が 1以上」かつ「3P 細胞での FPKM値が親株 P 細胞での FPKM

値の 2倍以上」 

 

siRNA による遺伝子発現ノックダウン 

遺伝子発現ノックダウンのため、Small interfering RNA (siRNA) を使用した。Lipofectamine 

RNAi Max (Invitrogen) を使用し、siRNA (Stealth siRNA/NES, 以下 siNES, Invitrogen, 4 nM) お

よびコントロール siRNA (Stealth siRNA negative control medium or high GC duplex, 以下

siNTC, Invitrogen, 4 nM) をトランスフェクションした。 
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用いた配列は以下の通りである。 

siNES#1 5'- ccacuccaguuuagaggcuaaggau -3' 

siNES#2 5'- ggugggucuagaguguucagcauau -3' 

siNES#3 5'- cagccuuucuuaagaaccaagaauu -3' 

 

細胞増殖アッセイ 

12 well plateに細胞を播種し、siNES および siNTC をトランスフェクションした。5日後に、

採取した細胞をトリパンブルーにて細胞を染色し、血球計算盤を用いて生細胞数を計測し

た。 

 

 

  



60 

 

結果 

 

高悪性株発現遺伝子群の抽出 

前章にて SUIT-2 細胞から高悪性株の樹立を行った方法と同様の方法で、PANC-1 細胞、

MiaPACA-2細胞およびBxPC3細胞の膵組織への同所性移植モデルにより細胞株を樹立した。

樹立した 3P 細胞もしくは 3Liv 細胞はそれぞれ親株 P 細胞と異なった細胞形態を呈してい

た (図 23)。SUIT-2 細胞と異なり、PANC-1、MiaPACA-2、BxPC3 細胞ではいずれも膵移植

で得た細胞は球体状の細胞が増加する傾向が見られた。全ての細胞株において再び膵移植

を行い、in vivo での造腫瘍能が親株と比較した。その結果、SUIT-2 細胞以外の 3 種類の膵

がん細胞由来の 3P 細胞および 3Liv細胞においても、その造腫瘍能が亢進していることがわ

かった (図 24)。以上より、各膵がん細胞の膵移植から樹立した細胞株は高悪性株であると

考えられた。 

次にそれぞれの膵がん細胞由来の 3P細胞で発現が亢進している遺伝子群が膵がん

の進展に寄与している可能性があると予想し、このような遺伝子群を高悪性株発現遺伝子

群として抽出することを試みた。まず SUIT-2細胞、PANC-1細胞、MiaPACA-2細胞、BxPC3

細胞から樹立した各細胞株の遺伝子発現を RNA-seq で網羅的に解析し、四つの膵がん細胞

毎に、親株 P 細胞に比べ 3P 細胞で発現が亢進している遺伝子群を抽出した。次に、これら

の高悪性株発現遺伝子群について、四つの膵がん細胞間に共通しているものを同定した (図

25)。図に示す条件においては各細胞株二つに共通して発現亢進している遺伝子が 30~70 個

程度存在することが明らかとなった。また、3種類の膵がん細胞由来の高悪性株に共通して

高発現している遺伝子が少数ながらも存在し、これらには NES や Serine peptidase inhibitor, 

clade E, member 1 (SERPINE1) などが該当することが判明した。 

 

各膵がん細胞由来高悪性株での Nestinの発現 

抽出した高悪性株発現遺伝子群のうち、Nestinは多くの腫瘍でその発現が亢進しているとの

報告がある 85, 88。膵がんについても Nestin が血管新生など腫瘍促進的に作用するとする報

告がある 84, 87。よって、以降の解析では膵がん細胞高悪性株における Nestin の発現と機能

の解析を行うこととした。SUIT-2 細胞の 3P 細胞、3L 細胞および 3sc 細胞において Nestin

をコードする NES mRNA および Nestin タンパクの発現を確認したところ、3P 細胞および

3L細胞特異的にその発現の亢進が観察された (図 26 (A))。また、他の膵がん細胞の膵移植
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から樹立した高悪性株においても NES mRNAおよび Nestinタンパクの発現上昇を確認した 

(図 26 (B), (C), (D))。これらの結果より、悪性度の高い膵がん細胞にて Nestin の発現が亢進

していることが観察された。 

 

siRNA による Nestin のノックダウンと細胞増殖への影響 

Nestin が高発現している SUIT-2-3P#2 細胞もしくは PANC-1-3P#2 細胞に siNES をトランス

フェクションにより導入し、NES mRNA および Nestin タンパクの発現を観察した (図 27)。

その結果、使用している全ての siNESの導入によって、Nestin 発現がノックダウンされてい

ることが確認できた。 

 Nestin の発現をノックダウンすることによる細胞形態の変化を観察した。その結果、

SUIT-2-3P#2 について Nestin をノックダウンすることで、形態が大きく、辺縁が不明瞭な細

胞が出現することがわかった (図 28 (A))。また、一部アポトーシスを引き起こしているよ

うな傾向も認められた。同様の実験を PANC-1-3P#2 細胞を用いて行ったところ、ここでも

細胞死が誘導されることが示唆された (図 28 (B))。さらにその傾向は SUIT-2-3P#2細胞の場

合と比較し、より顕著であった。 
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図 23. 各膵がん細胞由来の細胞株の形態 

各細胞について親株 P 細胞および樹立した高悪性株の細胞形態を示す ((A) PANC-1 細胞, 

(B) MiaPACA-2細胞, (C) BxPC3細胞)。 

 

 

  

P 3P#1 3P#2 3Liv#1 3Liv#2 

(A) PANC-1 

P 3P#1 3P#2 3Liv#1 3Liv#2 

(B) MiaPACA-2 

P 3P#1 3P#2 3P#3 3P#4 

(C) BxPC3 
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図 24. 各膵がん細胞由来の細胞株の in vivoにおける造腫瘍能  

各膵がん細胞由来の細胞株をそれぞれ膵移植し、移植後 1 ヶ月に原発腫瘍を摘出した。膵

臓と一塊にして摘出された腫瘍の写真を示す ((A) PANC-1 (P細胞, 3P#2細胞, 3Liv#2細胞)、

(B) MiaPACA-2 (P細胞, 3P#2細胞, 3Liv#2細胞)、(C) BxPC3 (P 細胞, 3P#1細胞, 3P#2細

胞))。特に (C) BxPC3 細胞については肉眼的に膵組織を区別し、腫瘍のみを分離した写真 

(右) も示す。 

  

(A) PANC-1 

P 

3P#2 

3Liv#2 

P 

3P#2 

3Liv#2 

P 

3P#1 

3P#2 

Tumor extracted 

(B) MiaPACA-2 

(C) BxPC3 
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図 25. 各膵がん細胞における高悪性株発現遺伝子の発現 

各膵がん細胞由来の細胞株 (P細胞, 3P細胞) について、RNA-seqによる網羅的遺伝子発現

解析を行った。この解析結果に対して、方法に記載した条件を適用し、各細胞別に、親株 P

細胞と比較して 3P細胞で高発現している遺伝子の数を算出した。さらにそれら遺伝子数に

関して、細胞間での包含関係を調べた。図中の数字は、SUIT-2 細胞、PANC-1 細胞、 

MiaPACA-2 細胞で発現上昇していた遺伝子および細胞間で重複して認められた遺伝子の数 

(A)、もしくは SUIT-2細胞、PANC-1細胞、 BxPC3細胞で発現上昇していた遺伝子および

細胞間で重複して認められた遺伝子の数 (B) を表す。図中の数字は、該当する遺伝子数を

表す。 
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図 26. 高悪性株特異的な Nestinの発現 

各膵がん細胞 (SUIT-2 (A), PANC-1 (B), MiaPACA-2 (C), BxPC3 (D)) 由来の親株および高

悪性株について、定量的リアルタイム PCRおよびウエスタンブロッティングを行い、NES 

mRNA (左) および Nestinタンパク (右) の発現を調べた。データはそれぞれmean ± SDで

示す。 
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図 27. siRNAによる Nestinのノックダウン 

各膵がん細胞 (SUIT-2-3P#2 (A), PANC-1-3P#2 (B)) について、siNESをトランスフェクシ

ョンし、定量的リアルタイムPCRおよびウエスタンブロッティングを行い、NES mRNA (左) 

および Nestinタンパク (右) の発現を調べた。 
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図 28. Nestinのノックダウンによる細胞形態および増殖の変化 

各膵がん細胞 (SUIT-2-3P#2 (A), PANC-1-3P#2 (B)) についてsiNESをトランスフェクショ

ンし、5日後の細胞形態 (左) および細胞数 (右) を示す。データは mean ± SD で示す。 
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考察 

 

今回、膵組織への同所性移植を利用することで、複数のヒト膵がん細胞から高悪性株を樹

立することができた。また、それら樹立した高悪性株間で共通して高発現している遺伝子

が複数存在することが分かった。四つの膵がん細胞は遺伝的背景が大きく異なるにもかか

わらず、二つ以上の細胞で共通して発現が上昇している遺伝子は、予想よりも多く存在し

た。その中で今回は Nestinに着目し、さらに解析を進めることとした。 

 Nestin は中枢神経系の神経幹細胞で一過性に発現する VI 型中間径フィラメントに

区分され、細胞内の代謝や核内への情報伝達にも寄与する細胞骨格タンパク質である 84, 87。

Nestinは神経幹細胞マーカーとして考えられており、細胞分化に従いその発現が低下し、他

の中間径フィラメントに置き換わる。また、1600 個以上のアミノ酸から成るタンパク質で

あり、C 末端は Vimentin などの他の中間径フィラメントとヘテロダイマーを形成して機能

していると考えられている 84, 87。悪性腫瘍においては特にグリオーマ症例の予後と Nestin

発現が逆相関を示すことが知られている 86。膵がんにおいても Nestin の発現が亢進してい

るという報告もある 85。また、これまでに報告されている臨床データの再解析を行ったとこ

ろ、16.5%の膵がん症例では NES遺伝子が増幅されていることが分かった 89。さらに PANC-1

細胞の実験転移モデルでは、肺や肝臓などの転移巣ではがん細胞での Nestin が高発現する

ことが報告されている 90, 91。今回、遺伝的背景の異なる四つのヒト膵がん細胞から樹立した

高悪性株に共通して、Nestin の発現が大きく亢進していることが示された (図 26)。さらに、

siNES によるノックダウンを行ったところ、一部ではあるが細胞死が誘導されたことから 

(図 28)、Nestinの発現が膵がん細胞の生存に大きく関わっていることが示唆された。これま

でにも PANC-1 の膵移植モデルで Nestin に対する siRNA を使用することで、原発腫瘍およ

び転移性腫瘍の体積が縮小するとの報告もなされている 91。したがって、抗体や阻害剤など

を用いて膵がん細胞の Nestin の機能を阻害することにより、治療効果が期待できる可能性

が示唆された。 

 膵がんにおけるがん幹細胞マーカーとして、CD44、Aldehyde dehydrogenase (ALDH)、

CD133、Epithelial specific antigen (ESA) などが報告されている 84, 92。これらに加え、さらに

近年では Nestin が膵がん幹細胞マーカーとして注目されるようになりつつある。前章にて

高悪性株での SOX2など他の幹細胞マーカーの発現の亢進 (図 22)、さらには EMTを経て間

葉系細胞に近似した形質を示すという結果から (図 16, 17)、今回樹立した高悪性株は膵組織
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の間質との相互作用の結果、がん幹細胞形質を獲得したとも推測される。がん幹細胞は化

学療法抵抗性を示す細胞集団と考えられており、それらを死滅させることが再発を防ぐ有

効な一手である。そこで幹細胞マーカーとして認識されつつある Nestin の発現を抑制する

ことが、様々ながん細胞の抗がん剤耐性を解除する可能性も考えられる。しかし、他の種

類のがんと異なり、膵がんにおいては Nestin 発現と悪性度に相関があまり認められないと

の報告もなされている 88, 93。したがって、今回認められた高悪性株での Nestin 発現がどの

ように膵がんの悪性化に寄与しているのか、そのメカニズムの解明は不可欠であると考え

る。 

NES 以外の高悪性株発現遺伝子群の一つに、SERPINE1 が認められた。SERPINE1

の翻訳産物である Plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) は Tissue-type plasminogen activator 

(tPA) や Urokinase-type plasminogen activator (uPA) を阻害する線溶系の調節因子である 94。

がんにおいては、血管新生をはじめ、がん細胞のアポトーシス阻害作用があるとの報告も

なされている 94-96。また、特に乳がん症例においては PAI-1の発現が予後と負の相関を示す

という報告もある 97, 98。今回樹立した高悪性株において共通して PAI-1が高発現しているこ

とが確認された (髙橋恵生, 他, 未発表)。これまでの報告は PAI-1の発現を乳がん腫瘍組織

に対する免疫染色によって評価した報告が多いが、PAI-1は分泌タンパクでもあり、血中濃

度の測定が比較的容易であることから、診断バイオマーカーとしての有用性もあると予測

する。 

このように膵組織への同所性移植を用いて、複数のヒト膵がん細胞から樹立した

高悪性株に共通して発現が上昇している遺伝子に着目し、その機能を解析することにより、

新たな治療標的や診断バイオマーカーとなる可能性がある分子を探索できることが示唆さ

れた。  
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第 5章 結語 

 

本研究において、生物発光イメージングおよびがん細胞移植モデルを応用し、異なる移植

モデルを比較することによって、腫瘍微小環境の違いががん細胞の挙動および形質にもた

らす変化を多角的に観察した。まず、生物発光イメージングにより、マウス乳がん細胞 4T1

の移植モデルにおける炎症反応を時空間的に解析した。その結果、炎症性微小環境の形成

には免疫応答のみならず、がん細胞を取り囲む組織での複合的な相互作用の重要性が示唆

された。従来から腫瘍微小環境の違いががん細胞の挙動に影響があるとの認識はされてい

たが、このように経時的な変化を観察している例はほとんどない。したがって、本知見は

がんの進展に伴って変化する腫瘍微小環境の理解に有用な情報を示すと考えている。また、

膵がん細胞の皮下移植もしくは膵移植を行い、がん細胞の挙動を比較した。特に各移植モ

デルから樹立した高悪性株の解析を行うことで、宿主組織の違いががん細胞の挙動のみな

らず、遺伝子発現に大きく影響を与えていることが示唆された。さらに膵移植モデル由来

の高悪性株特異的に発現が変動する遺伝子に着目することで、がんの進展に重要な分子の

抽出が可能となることが示唆された。このように腫瘍微小環境下でのがん細胞が獲得する

形質を、複数の移植モデル、複数のがん細胞で比較することにより、がんの進展でかぎと

なる分子を同定し、新たな治療戦略へ応用されることが期待される。 
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