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要旨 

【背景と目的】 

膵癌は急速な増大や遠隔転移の可能性を高度に有する癌腫であり，最も致

死的な悪性腫瘍の一種である．近年の研究で gemcitabine を他の薬剤と組

み合わせることにより，標準的な gemcitabine 単独療法で得られた結果と

比較して患者予後を改善できることが示されつつあるが，満足な結果は得ら

れておらず，進行膵癌患者の治療成績を改善するために新規の治療戦略の開

発が急務である．mesothelin は，40 kDa のグリコシルホスファチジルイノ

シトール結合タンパク質で様々な種類の癌において高度に過剰発現してい

る．mesothelin は複数の癌細胞株で過剰発現が MAPK/ERK，PI3K/Akt，

NFκB といった経路を介して細胞生存や細胞増殖に寄与するとの報告があ

るが，詳細は依然明らかになっていない．癌幹細胞性が腫瘍形成や転移，再

発に関連していることが様々な癌腫で報告されている．癌幹細胞は自己複製

能を有しており，細胞分裂中に幹細胞特性を維持することができることと，

より分化した子孫を生じさせることができ，癌幹細胞以外の細胞集団を補充

することができることを特徴とする．Amatuximab は，mesothelin を標的

とする高親和性キメラモノクローナル IgG1/k 抗体である．我々は免疫不全

マウスを用いて膵癌細胞株による腹膜播種モデルを作成することに成功し，

そのモデルに対する Amatuximab の腹腔内注入による治療効果の検討を報

告した．結果として，第一に Amatuximab を投与された腹膜播種マウスに

おいて腹膜播種の減少と腹水中に浮遊するシャーベット状の癌細胞集塊(以

下 sherbet-like aggregates)が生じることを見出した．第二に腹膜播種マウ

スモデルでの Amatuximab 投与群で出現した sherbet-like aggregates が

gemcitabine 併用により消失することが分かった．この結果より，これらの

細胞集塊では腫瘍増殖や抗癌剤耐性に関連する分子の発現に変化があるの

ではないかという着想に至った．sherbet-like aggregates と腹膜播種巣で

の分子発現の変化を検討すること，またヒト膵癌細胞株を用いた

Amatuximab の in vitro での効果を検討し，Amatuximab の抗腫瘍効果の

分子機構を明らかにすることを目的とする． 

【材料と方法】 

動物実験は「北海道大学動物実験に関する規定」に従い，当該実験倫理委

員会の承認のもと実施した．mesothelin を標的とした IgG1 キメラ抗体で

ある Amatuximab は MORPHOTEK INC (Exton, PA, USA)より供与して

いただいた．またゲムシタビン塩酸塩である Gemzar は Eli Lilly 

(Indianapolis, IN, USA)より購入した．5×106  cell の AsPC-1 細胞を 7 週



3 

 

齢のヌードマウスの腹腔に注射した．Amatuximab (200 mg/kg) または

control IgG (200 mg/kg) を day 0 より 2 日毎に腹腔内注射により投与し

た．22 日目にマウスを屠殺し，腹膜播種巣および sherbet-like aggregates

を採取した．ホルマリン固定，パラフィンに包埋した後 3 μm の厚さでスラ

イスした．免疫組織学的染色及び RT-PCR により播種巣及び sherbet-like 

aggregates での EMT，癌幹細胞，細胞生存や増殖に関連する分子の発現を

比較検討した．in vitro 実験では mesothelin 高発現膵癌細胞株(AsPC-1)、

mesothelin 低発現膵癌細胞株(MIA Paca-2)を用い，Amatuximab が増殖能，

浸潤能，遊走能に与える影響を検討した．Amatuximab 存在下での癌幹細

胞，細胞生存や増殖に関連する分子の発現変化をウエスタンブロッティング

法により検討した．最後に Amatuzimab 存在下での gemcitabine に対する

耐性を検討した． 

【結果】 

1) 腹膜播種モデルの組織における分子発現状況：いずれの群においても

mesothelin 発現に差を認めなかった．EMT に関連した分子についても

sherbet-like aggregates で E-cadherin に軽度の発現低下があるものの他

N-cadherin，Vimentin に明らかな差を認めなかった．Ki-67 及び p-ERK1/2

において control 群及び Amatuximab 群の腹膜播種巣と比較して sherbet-

like aggregates で有意に発現細胞数比率の低下を認めた．また各群の腹膜

播種巣と比較して Amatuximab 群で出現した sherbet-like aggregates で

は ALDH1，CD44，c-MET の発現が有意に低下していた．control 群，

Amatuximab 群の腹膜播種巣及び sherbet-like aggregates の免疫染色で差

を認めた分子は RT-PCR でも同様に sherbet-like aggregates で低下してい

ることが分かった．腹膜播種巣の辺縁の腹膜に接するように存在する膵癌細

胞集塊(以下 adhesive sherbet-like aggregates)があり，これらは control群，

Amatuximab 群のいずれでも認め，また各群における頻度に差を認めなか

った．いずれの群においても adhesive sherbet-like aggregates は腹水中に

浮遊している sherbet-like aggregates よりも腹膜播種巣を形成している細

胞群に近似した分子発現を示していた． 

2) in vitro での Amatuximab の有効性の検討：mesothelin の発現に関わら

ず AsPC-1，MIA Paca-2 のいずれにおいても Amatuximab の添加による増

殖への影響は認めなかった．mesothelin 高発現株である AsPC-1 では

Amatuximab 群で浸潤能，遊走能が抑制されたのに対し mesothelin 低発現

株である MIA Paca-2 ではいずれの群でも浸潤能に変化を認めなかった．

mesothelin 高発現株である AsPC-1 と低発現株である MIA Paca-2 のいず
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れにおいても mesothelin、EMT 関連分子の発現に差を認めなかった．

Amatuximab を添加し培養した AsPC-1 では MEK1/2，ERK1/2，p-NFκB、

NFκB，p-Stat3，Stat3 の発現が control 群と比較し低下していた．また p-

MET，CD44 が AsPC-1 の Amatuximab 群で control 群に比較し低下して

いることが分かった． Amatuximab と gemcitabine を共添加することで

gemcitabine 単独群よりも AsPC-1 細胞の増殖をより強く抑制した．これら

の結果は AsPC-1細胞でのみ観察され，mesothelin低発現であるMIA Paca-

2 では観察されなかった． 

【考察】 

 今回我々は本研究において，Amatuximab を投与された膵癌腹膜播種モ

デルマウスで出現した sherbet-like aggregates での癌幹細胞に関連する分

子や増殖や生存に関連する分子の発現が変化していることを示した．一方

in vitro の実験系においても Amatuximab に曝露することで，mesothelin

高発現株特異的に浸潤能，遊走能や gemcitabine 耐性の変化が認められ，

sherbet-like aggregates と一部近似した分子発現の変化を確認できた．本

検討結果より，Amatuximab の直接作用だけでなく，mesothelin 阻害によ

る腫瘍細胞の環境変化が mesothelin 高発現細胞株での癌幹細胞性を抑制し，

gemcitabine の感受性を改善したのではないかと考察した．  

【結論】 

Amatuximab による mesothelin 阻害が細胞生存や増殖に関連する因子

及び癌幹細胞に影響を与えることにより mesothelin 高発現膵癌細胞株に対

し抗腫瘍効果を発揮することが明らかとなった． 
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略語表 

 

本文中及び図中で使用した略語は以下の通りである．  

 

ADCC antibody dependent cellular cytotoxicity 

ALDH1 aldehyde dehydrogenase 1 

AML acute myeloid leukemia 

ATCC American Type Culture Collection 

BSA bovine serum albumin 

CA125 carbohydrate antigen 125 

CD133 cluster of differentiation 133 

CD44 cluster of differentiation 44 

CDK cyclin-dependent kinase 

CSC cancer stem cell 

CXCR4 CXC chemokine receptor 4 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's medium 

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 

EMT Epithelial-Mesenchymal Transition 

EPCAM epithelial cell adhesion molecule 

ERK extracellular signal-regulated Kinase 

ESA epithelial specific antigen 

EZH2 enhancer of zeste homolog 2 

FACS fluorescence activated cell sorter 

FBS fetal bovine serum 

5-FU 5-fluorouracil 

GAPDH glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

GEM gemcitabine 

GPI glycosylphosphatidylinositol 

HE Hematoxylin-Eosin 

HEPES 4-(2-HydroxyEthyl)-1-PiperazineEthaneSulfonic acid 

HPF high power field 

HRP horseradish peroxidase 

IgG Immunogloblin G 

IL6 Interleukin 6 

mAb monoclonal antibody 
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MAPK mitogen-activated Protein Kinase 

MEK MAPK/ERK kinase 

mRNA messenger ribonucleic acid 

MSLN mesothelin 

MUC16 mucin 16 

NFκB nuclear factor-kappa B 

PBS phosphate buffered saline 

PI3K phosphoinositide 3-kinase 

PVDF polyvinylidene di fluoride 

RPMI Roswell Park Memorial Institute medium 

RT-PCR reverse transcriptase polymerase chain reaction 

SDS 

PAGE 
sodium dodecyl sulfate poly acrylamide gel electrophoresis 

SP side population 

TNFα Tumor Necrosis Factor α 

ZO-1 zonula occludens-1  
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緒言 

 

 ≪膵癌≫ 

膵癌は急速な増大や遠隔転移の可能性を高度に有する癌腫であり，最も

致死的な悪性腫瘍の一種である．現在膵癌は米国での癌関連死の第 4 の原

因であり，2030 年には第 2 まで上昇すると予想されている．米国癌学会

は，53070 人(男性 27670 人/女性 25400 人)が 2016 年に膵癌と診断され，

41780 人(男性 21450 人/女性 20330 人)がこの疾患で死亡すると推定して

いる．本邦でのがん統計でも 2017 年のがん患者死亡数では肺癌，大腸

癌，胃癌に続き第 4 位となっており，男性 17401 人/女性 16823 人が膵癌

により命を落としている(人口動態統計，厚生労働省大臣官房統計情報部

編)．膵癌は病変が限局している状況ではほとんどの罹患者に自覚症状がな

く、早期の段階での症状が乏しく発見が困難である．また本疾患の早期発

見が可能な検査がなく，その結果として 50％以上の患者が遠隔転移を有す

る状態で診断を受け，全体の 5 年生存率はわずか 2％である(Siegel et al., 

2015, 2016)． 

≪膵癌の治療≫ 

膵癌に対する唯一の治癒療法は外科的切除のみである (Vauthey and 

Dixon, 2009).しかし，診断時には 15-20％のみが切除可能な状態であり，そ

れ以外の症例は外科治療の適応外となる．さらに手術を受けた患者の周術期

死亡率は 4-18％であり，手術後の合併症のリスクが他の疾患に比較し非常

に高い(Freelove and Walling, 2006; Hezel et al., 2006; Li et al., 2004)．患

者の大部分は手術時に局所的な浸潤および微小転移を有することが多く，手

術後の疾患の再発率は非常に高値にのぼる．Hattangadi らは腹膜播種

(55%)および肝転移(53%)が再発の最も一般的な再発様式であると報告して

いる(Hattangadi et al., 2009)．術後補助療法は，局所再発および遠隔転移

の危険性を低下させると考えられている(Herman et al., 2008)．しかし 5-

fluorouracil(5-FU)または gemcitabine(GEM)ベースの従来の補助化学療法

では膵癌に対し期待されるような有効性が示されていない．現在利用可能な

化学療法剤のうち，GEM は膵癌の最も一般的な薬剤である(Burris et al., 

1997)．近年の研究では、GEM を他の薬剤と組み合わせることにより，標準

的な GEM 単独療法で得られた結果と比較して患者予後を改善できること

を示す結果が得られつつあるが(Ducreux et al., 2007)，それでも進行した

膵癌患者に対する生命予後延長への寄与は限られている．進行膵癌患者の治

療成績を改善するために新規の治療戦略の開発が急務である． 
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≪mesothelin≫ 

mesothelin(MSLN)は 40kDa のグリコシルホスファチジルイノシトール

(GPI)結合タンパク質であり，正常組織の中では腹膜を覆う中皮細胞に存在

する(Chang and Pastan, 1996)．一方で MSLN は，中皮腫(Chang and 

Pastan, 1996)，卵巣癌(Chang and Pastan, 1996)および膵臓癌(Argani et 

al., 2001; Hassan et al., 2005)などの様々な種類の癌において高度に過剰

発現している．最近の研究では，癌腫における細胞生存，遊走，浸潤および

腫瘍進行に関連していることが示されている(Chang et al., 2012; Li et al., 

2008a; Servais et al., 2012; Wang et al., 2012)．我々の教室では，消化器

癌患者の予後に関する MSLN 発現の重要性を多数の論文で報告してきた

(Einama et al., 2012; Einama et al., 2015; Einama et al., 2011; Einama 

et al., 2016; Kawamata et al., 2014; Kawamata et al., 2012)．MSLN は，

2500〜5000kDa(O'Brien et al., 2001)の範囲の分子量を有する高度にグリ

コシル化された膜結合タンパク質である CA125 / MUC16 に結合すること

ができる(Gubbels et al., 2006; Kaneko et al., 2009; Rump et al., 2004)．

MUC16 は卵巣癌(Rump et al., 2004) および膵癌(Streppel et al., 2012)の

細胞表面上で過剰発現されるが，正常な膵管には存在しない(Haridas et al., 

2011; Streppel et al., 2012)．MUC16 の高発現は膵癌症例の生存率低下と

強く関連している(Bast et al., 1998; Streppel et al., 2012)．最近の免疫組

織学的研究により MUC16 と MSLN は患者の組織標本の膵癌細胞表面で同

時発現し，これらの 2 つの分子の染色強度は腫瘍中心部より侵襲部先端の

方が有意に高いことが示されている(Einama et al., 2011; Shimizu et al., 

2012)．さらに MUC16 と MSLN との同時発現は強力な予後不良因子であ

る(Einama et al., 2011; Shimizu et al., 2012)．MUC16 に結合する MSLN

は腫瘍細胞同士の接着に影響を有するが(Gubbels et al., 2006; Kaneko et 

al., 2009; Rump et al., 2004)，MSLN-MUC16 相互作用が膵癌の浸潤およ

び転移に寄与する分子機構はほとんど知られていない．また MSLN は複数

の癌細胞株で過剰発現が MAPK/ERK，PI3K/Akt，NFκB といった経路を

介して細胞生存や細胞増殖に寄与するとの報告があるが詳細は依然明らか

になっていない(Tang et al., 2013)． 

≪癌幹細胞≫ 

近年癌細胞のうち幹細胞様特性を有する特定の集団が腫瘍増殖の原因で

あり，他の癌細胞は腫瘍増殖に寄与しないという概念が提唱されている

(Clarke et al., 2006)．これら癌幹細胞(CSC)は、以下に記載する 2 つの特徴

を有する癌細胞として定義される． 第一に CSC は自己複製能を有してお
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り，細胞分裂中に幹細胞特性を維持することができる． 第二にそれらはよ

り分化した子孫を生じさせることができ，CSC 以外の細胞集団を補充する

ことができる．CSC は、腫瘍細胞集団の維持を担っており，これらの細胞

の根絶が治療上重要と考えられる．しかしこれら CSC は分化した癌細胞よ

りも化学療法および放射線療法に対して高度の耐性があると考えられてい

る(Vaz et al., 2014)． 

≪分子標的薬≫ 

分子生物学の進歩により癌の特性が徐々に明らかになるにつれ，癌薬物療

法における新しい抗悪性腫瘍薬の開発戦略が大きく変化してきた．B 細胞リ

ンパ腫に対する Rituximab が認可されて以来，様々な分子標的薬が開発さ

れ現在では複数の癌腫で標準治療に位置づけられている．癌細胞と正常細胞

との違い，すなわち癌細胞に生じた質的量的分子変化を選択的に攻撃するも

のが分子標的薬と呼ばれる．開発当初これらは正常細胞では存在しないもし

くは働きが盛んではない分子に作用するため従来の抗腫瘍薬と比較して優

れた癌選択性と安全性が期待された一方で，癌細胞の増殖を抑制するだけで

腫瘍縮小効果は少ないと予想されていた．しかし実際にはいくつかの分子標

的薬の腫瘍縮小効果は劇的であり，またその反面想定していなかった毒性も

認められた(Knight et al., 2010)． 

≪Amatuximab≫ 

Amatuximab は MSLN を標的とする高親和性キメラモノクローナル

IgG1 / k 抗体である(Hassan et al., 2007)．Amatuximab はメソテリン発現

腫瘍細胞株に対する抗体依存性細胞傷害(ADCC)を誘発し，CA125 を介した

異型細胞接着を阻害する．Amatuximab と化学療法との併用療法は，

Amatuximabまたは化学療法単独よりも MSLNを発現する腫瘍の増殖をよ

り強く抑制し，Amatuximab を用いた悪性胸膜中皮腫患者の第 II 相臨床試

験は良好な成績を得られている(Hassan et al., 2014)．一方膵癌治療では安

全性と化学療法との相乗作用を示す第 I 相試験に基づいて，第 II 相試験

(NCT00570713)では未治療の切除不能 stageIII または IV の膵癌患者に対

し Amatuximab の GEM への上乗せ効果が検討された．しかしこの試験で

は Amatuximab の化学療法への上乗せによる有用性を実証できなかった．

この試験では対象が切除不能膵癌症例であったことから，我々はこの結果の

解釈として，膵癌が切除不能なほどの腫瘍塊となった状況では膵癌細胞に

Amatuximab が到達することができず，有効性が示されなかった可能性を

考えた． 

≪Amatuximab の膵癌腹膜播種モデルマウスでの治療効果≫ 
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我々は免疫不全マウスを用いて膵癌細胞株による腹膜播種モデルを作成

することに成功した．そのモデルに対する Amatuximab の腹腔内注入によ

る治療効果を検討した．結果として第一に Amatuximab を投与された腹膜

播種マウスにおいて腹膜播種の減少と腹水中に浮遊するシャーベット状の

癌細胞集塊(以下 sherbet-like aggregates)が生じることを見出した(図 1)．

第二に Amatuximab と GEM の併用によりこれらの sherbet-like 

aggregates が消失することが分かった(Mizukami et al., 2018)．これらの

現象は Amatuximab により膵癌細胞の腹膜への接着が阻害されることで起

こったと予想されるが詳細は不明であった． 

 

 

図 1 膵癌細胞株を用いたマウスモデルにおける Amatuximab の有効性の

検討 

Control 群では腹膜播種の形成が高度であるのに対し Amatuximab 投与

群では腹膜播種巣の減少と sherbet-like aggregates の出現がみられた

(Mizukami, 2018 より引用、一部改変)．図中の矢印は，生着した腹膜播種

巣を示す． 

 

≪本研究の目的≫ 

腹膜播種マウスモデルでの Amatuximab 投与群で出現した sherbet-like 

aggregates が GEM 投与により消失したことから，これらの細胞集塊では

腫瘍増殖や抗癌剤耐性に関連する分子の発現に変化があるのではないかと

いう着想に至った．これらの細胞集塊と腹膜播種巣での分子発現の変化を検

討すること，またヒト膵癌細胞株を用いた Amatuximab の in vitro での効

果を検討し，Amatuximab の抗腫瘍効果の分子機構を明らかにすることを

目的とする． 
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実験方法 

 

本研究の実験計画書は，「北海道大学動物実験に関する規定」に則って

承認され，同規定に従って施行された． 

 

1) 動物 

オスの BALB/cAJcl-nu/ nu マウスを第 5～6 週齢で三共ラボサービス株

式会社 (東京，日本)より購入し，北海道大学大学院医学研究科附属動物実

験施設内で，病原体より隔離された状態で管理した．  

 

2) 試薬 

細胞表面の mesothelin を標的とした IgG1 キメラ抗体である

Amatuximab は MORPHOTEK INC (Exton, PA, USA)より供与していた

だいた．またゲムシタビン塩酸塩であるGemzarはEli Lilly (Indianapolis, 

IN, USA)より購入した． 

 

3) In vitro experiments 

① 細胞培養 

ヒト膵癌細胞株 AsPC-1 (ATCC,CRL-1682)，MIA Paca-2 (ATCC,CRL-

1420)，Panc-1 (ATCC,CRL-1469)，BxPC-3 (ATCC,CRL-1687)は American 

Type Culture Collection (ATCC) から購入した．細胞は 37℃，CO2 5%下

で 10 ％  Fetal bovine serum (FBS) ， penicillin (100 Units/mL) 、

streptomycin (100 μg/mL) を添加した Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM) 培地 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)(MIA Paca-2，Panc-1) ま

たは RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)(AsPC-1，BxPC-3)で培養

し，サブコンフルエントのものを実験に供した． 

 ② 膵癌細胞株の mesothelin 発現の検討 

  イ) FACS 分析 

 各細胞を採取，PBS で洗浄後氷冷 PBS1ml で懸濁し細胞数を 2×106 

cell/ml の濃度になるよう調整した．一次抗体として mesothelin （Immuno-

Biological Laboratories，福岡，日本）を PBS で 1：100 に希釈し添加し氷

上で 1時間反応させた．細胞を再度 PBSで洗浄し 1 µg/ mlに希釈した Alexa 

Fluor 488 ヤギ抗マウス二次抗体（Invitrogen、Carlsbad、CA、USA）と

反応させ，BD FACS Canto TM II フローサイトメーターで分析した． 

   ロ) 免疫細胞染色 
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Nunc Lab-Tek Chamber Slide 8 well (シグマアルドリッチジャパン，東京，

日本)で 1.5×104 cell ずつ細胞を播種し 24 時間培養を行った．PBS で洗浄

後 95%，80%，70％で脱水後 5 分間ブロッキングを行った．一次抗体は

mesothelin （Immuno-Biological Laboratories，福岡，日本）を PBS で 1：

100 に希釈し室温で一時間反応させた．二次抗体として Labbelled polymer

原液と 30 分室温で反応させた．DAB を 1:50 に PBS で希釈し室温 10 分反

応後アルコール脱水，キシレンで固定しマリノールで封入した．  

 

② Amatuximab による細胞動態の変化 

 イ) 増殖能への影響 

膵癌細胞株を 1.5×105 cell ずつ 35 mm dish に播種した．成長培地に

Amatuximab を 0, 0.01, 1, 100 µg/mL の各濃度で添加し，total 2 ml/dish

とした． 48 時間培養した後 0.05%の Trypsin/EDTA (Thermo Fisher 

Scientific Inc., Waltham, MA, USA) 500 µL で細胞を回収した．50 µL の

細胞回収液を同量の trypan blue(富士フィルム和光純薬株式会社，大阪，日

本)と混合し丁寧に撹拌した．撹拌した溶液を 20 µL ずつ hemocytometer(エ

ルマ販売株式会社，東京，日本)に充填し，細胞数を計測した． 

 ロ) 浸潤能への影響 

in vitro の浸潤能実験は BD Bio-Coat Matrigel invasion assay system 

(BD Biosciences, San Jose, CA, USA)を用いて実施した．まず細胞を 8.0μm

の孔を有するポリカーボネート膜からなるマトリゲルプレコート transwell

チャンバーに 2.5×105 cell ずつ播種した．24 ウェルプレートに 100 µg/mL

の Amatuximab を添加した培地と control IgG(MORPHOTEK INC，Exton, 

PA, USA)を添加した培地を入れ，transwell チャンバーをセットした．細胞

を 24 時間インキュベートした後、Transwell チャンバーの上面を綿棒で拭

き取り，侵入した細胞を Diff-Quick 細胞染色キット（Dade Behring、Inc.、

Newark、DE、USA）を用いて固定し染色した．浸潤細胞の数は 5 つのラ

ンダムな顕微鏡視野（200×倍率）を実験者一人でブラインドで計測した． 

 ハ) 遊走能への影響 

in vitro の遊走能実験は，BD Bio-Coat migration assay system (BD 

Biosciences, San Jose, CA, USA)を用いて実施した．播種細胞数，実験手法

は浸潤能と同様の方法で行った． 

③ Amatuximab による蛋白発現の変化 

   イ) ウエスタンブロッティング法 

10 cm dish に各細胞を 1.5×105 cell/dish の濃度で細胞を播種し，
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Amatuximab /Control IgG 含有，不含の成長培地で 48 時間培養した．

sodium fluoride (4 mM), sodium orthovanadate (4 mM) を含む氷冷

PBS(Wako #048-29805 を超純水で 10 倍に希釈して使用)で 2 度洗浄後，

直ちに dish ごと－80℃で保存した．保存した細胞は isolation buffer (0.25 

M sucrose, 10 mM N-2-Hydroxyethyl piperazine-N-2-ethanesulfonic acid 

(HEPES) , 100× protease inhibitor cocktail, pH 7.5) (Sigma-Aldrich) を

100 μL 添加しセルスクレーパーで回収し，氷上で 1 秒 × 10 回超音波破砕

した．細胞液を遠心し，上清を whole cell lysate として採取した  (4℃ , 

20,000×g, 25 分)．タンパク濃度は BCA protein Assay Kit (Thermo Fisher 

Scientific) を用いて測定した． 

タンパク抽出液に Sodium dodecyl sulfate (SDS) polyacrylamide gel 

electrophoresis (PAGE) sample buffer (NP-40 Lysis Buffer，組成：Tris-

HCl(pH7.5) 25mM，NaCl 150mM，デオキシコール酸 Na 0.5％，

EDTA/2Na 1ｍM，NP40 0.5％(w/v)，フッ化 Na 5ｍM，オルトバナジン

酸 Na 5ｍM，protease inhibitor cocktail 1/100 量)を添加し，95℃で 5 分

煮沸した．Any-kD pre-cast gel (Bio-Rad, Hercules, CA) を用いて，各 well

あたり 12 μg のタンパクを測定に供した． SDS-PAGE で展開し，

Polyvinylidene difluoride (PVDF) 膜へ転写した． 3% Bovine serum 

albumin (BSA) (Sigma-Aldrich) でブロッキングし (室温, 60 分)，1 次抗体

希釈液でインキュベートした (室温, 60 分)．洗浄後 2 次抗体 (horseradish 

peroxidase ( HRP ) -conjugated anti-rabbit IgG 抗体または HRP-

conjugated anti-rabbit IgG 抗体，Cell Signaling Technology，Danvers，

MA，USA) 希釈液でインキュベートした (室温, 60 分)．化学発光検出試薬

West Dura (Thermo Fisher Scientific)，化学発光検知器 Chem Doc XRS® 

(Bio-Rad) を用いてバンドの濃度を測定した．タンパク量は GAPDH をコ

ントロールとしてバンドの濃度を比較した． 

一次抗体には，mesothelin （Immuno-Biological Laboratories，福岡，

日本），ALDH1（BD Biosciences，San Jose，CA，USA），CD44，p-MET，

E-cadherin，N-cadherin，ZO-1，GAPDH，MEK1/2，ERK1/2，p-NFkB，

NFkB，vimentin，p-Stat3，および Stat3（Cell Signaling Technology，

Danvers，MA，USA）を含み，全ての一次抗体を 1：2000 の濃度で

5%BSA/TBSで希釈して使用した．2次抗体は 1:5000の濃度で 5%BSA/TBS

で希釈して使用した． 

④ Amatuximab による GEM への上乗せ効果 

 まず，播種細胞数，GEM 濃度及び培養時間の決定のため，予備実験を
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実施した．GEM の濃度は過去の報告(Awasthi et al., 2018)を参考にした．

方法詳細は結果の項で示す． 

予備実験の結果より 1μM の GEM および 100 μg/ml の Amatuximab を

含む 10％FBS を添加した培地に AsPC-1，MIA Paca-2 を各々1.5×105 

cell/35mm dish の濃度で播種した．48 時間のインキュベーション後に生存

細胞数を計測した．  

 

4) In vivo experiments 

① モデルの作成，組織回収 

 播種細胞数，Amatuximab 及び control IgG の投与量は前任者の実験

結果を参照し決定した(Mizukami et al., 2018)．5×106 cell の AsPC-1 細胞

を 7 週齢のヌードマウスの腹腔に注射した．Amatuximab (200 mg/kg，投

与溶液量はマウス体重 1 g当たり 0.04 ml) または control IgG (200 mg/kg，

投与溶液量はマウス体重 1 g 当たり 0.04 ml) を day 0 より 2 日毎に腹腔内

注射により投与した．22 日目にマウスを屠殺し，播種巣および sherbet-like 

aggregates を採取した(図 2)．これらの切除標本は採取直後にホルマリンで

6 時間固定し、パラフィンに包埋した後 4 μm の厚さでスライスした． 

 

図 2 AsPC-1 を用いたマウス腹膜播種モデルに対する Amatuximab 投与

のプロトコール 

 

② 組織におけるタンパク発現の変化 

各ブロックを 4 μm 切片に切断し，下記した一次抗体の免疫組織化学染色

を EnVision + System-HRP（Dako Japan、Tokyo）を用いて行った．切片

をスライドグラス上に載せ，キシレンによる脱パラフィン後エタノール濃度

を調整した溶液を通して再水和させた．抗原は Dako EnVision FLEX 

Target Retrieval Solution で Dako PT Link を用いて 97℃で 20 分間賦活
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化した．0.03％過酸化水素で内在性ペルオキシダーゼ活性を失活させた後，

切片を一次抗体と共に室温で 30 分間インキュベートし，次に EnVision 

HRP (ダコ・ジャパン株式会社，東京，日本)と室温で 30 分間反応させた．

特異的抗原-抗体反応をジアミノベンジジン色素原を 10 分間適用して視覚

化した．スライドを Hematoxylin で対比染色し脱水後封入した．一次抗体

には，mesothelin (clone 5B2, Novocastra, Newcastle Upon Tyne, UK), Ki-

67 (Novus Biologicals, Littleton, CO, USA), ALDH1 (BD Biosciences, San 

Jose, CA, USA), CD44, E-Cadherin, N-Cadherin, p-ERK 1/2, Vimentin 

(Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA). c-MET (Novus 

Biologicals, Littleton, CO, USA), CXCR4 (Thermo Fisher Scientific, 

Rockford, IL, USA), CD133 (Miltenyi Biotec, Somerville, MA, USA)を使

用した．各一次抗体は Dako Real Agent Dulient (ダコ・ジャパン株式会社，

東京，日本)に下記の倍率で希釈した． 

 

抗体 希釈倍率 

mesothelin 1:50 

Ki-67 1:200 

ALDH1 1:100 

CD44 1:400 

E-cadherin 1:50 

N-cadherin 1:50 

p-ERK1/2 1:50 

Vimentin 1:50 

c-MET 1:50 

CXCR4 1:100 

CD133 1:50 

 

 

③ 組織における RNA 発現の変化 

mRNA 分析のため，TRIzol 試薬（Invitrogen）を用いて組織の全 RNA を

単離抽出した．SYBR green リアルタイム定量的 RT-PCR（qRT-PCR）

（LightCycler 480 Roche，Switzerland）を用いて ALDH1, c-MET, CD44, 

E-Cadherin の mRNA を測定し，GAPDH の mRNA の発現量に対して標準

化した．試薬は Transcript First Strand cDNA Synthesis Kit を使用した．
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各分子については以下のプライマーを使用した． 

ALDH1 forward, 5’- AAATCCTCTGACCCCAGGAG -3’;  

ALDH1 reverse, 5’- GTTTGGCCCCTTCTTTCTTC -3’;  

c-MET forward, 5’- AGTGAAGTGGATGGCTTTGG -3’;  

c-MET reverse, 5’- ATAAGGTGGGGCTCCTCTTG -3’;  

CD44 forward, 5’- GAAAGGAGCAGCACTTCAGG -3’;  

CD44 reverse, 5’- GGGTGGAATGTGTCTTGGTC -3’;  

E-Cadherin forward, 5’- GACTCGTAACGACGTTGCAC -3’;  

E-Cadherin reverse, 5’- GGTCAGTATCAGCCGCTTTC -3’;  

GAPDH forward, 5’- ATCAAGTGGGGCGATGCTG -3’;  

GAPDH reverse, 5’- ACCCATGACGAACATGGGG -3’. 

RNA 発現量については 2-ΔΔCT法を用いて計算した．すべての qRT-PCR

分析を三回独立で行いデータを平均±標準誤差として提示した． 

 

5) 統計学的解析 

数値は平均±標準偏差で示した．Student の t 検定もしくは片側 ANOVA 

で有意差を検定した．p 値は 0.05 未満を有意とした．統計解析には JMP 

Pro 14 for Windows (SAS Institute Inc., Cary, NC) を使用した． 
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実験結果 

 

1) 膵癌細胞株での MSLN 発現の比較 

まず本実験開始に先立ち，AsPC-1、BxPC-3、PANC-1 および MIA Paca-

2 の 4 種の膵癌細胞株における MSLN の発現を比較した． ウェスタンブロ

ッティング法では AsPC-1 が各種細胞株の中で最も高い MSLN 発現を示し

た(図 3A)．FACS 分析では AsPC-1 での MSLN 発現が最も高く，MIA Paca-

2 で最も低い発現を示した(図 3B)．また免疫細胞染色でも AsPC-1 での発

現が最も高く，MIA Paca-2 で最も低い発現を示した(図 3C)．MIA Paca-2

の評価でウェスタンブロッティング法と他の方法で差異がみられたが，

FACS で表面発現が他と比較し低いため，結果を総合的に評価し MSLN 高

発現膵癌細胞株として AsPC-1 を，MSLN 低発現株として MIA Paca-2 を

選択し，続く実験を行うこととした． 

 

 

図 3A 膵癌細胞株に

対するウェスタンブロ

ッ テ ィ ン グ 法 で の

MSLN 発現の比較 

 AsPC-1 で最も高い

発現を認めた． 
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図 3B 膵癌細胞株に対する FACS 分析での MSLN 発現の比較  

AsPC-1 で最も高い発現を示し、MIA Paca-2 で最も低い発現を示した．

Onecomp eBeads (#01-1111, eBioscience)を positive control，FITC Mouse 

IgG1κ Isotype Control を negative control として使用した． 
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図 3C 免疫細胞染色での MSLN 発現の比較 

 a:AsPC-1、b:PANC-1、c:BxPC-3、d:MIA Paca-2．FACS 分析と同様に

AsPC-1 で最も高い発現を示し、MIA Paca-2 で最も低い発現であった． 
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2) 腹膜播種マウスモデルより採取した腹膜播種巣及び sherbet-like 

aggregates での分子発現の変化の検討 

 

 ①MSLN 及び EMT に関連する分子の検討 

 まず本実験の着想に至った ’sherbet-like aggregates では一体何が起こっ

ているのか ’という疑問へのアプローチとして，腹膜播種モデルより採取し

た腹膜播種巣及び sherbet-like aggregates に対し各種抗体を使用し免疫組

織学的染色により分子発現の変化を検討した．前任者の実験結果で sherbet-

like aggregates では MSLN の発現が増強しているのではという提言があ

り，まず MSLN について検討した．結果，control IgG 群での腹膜播種巣、

Amatuximab 群での腹膜播種巣，sherbet-like aggregates のいずれにおい

ても MSLN の発現に明らかな差を認めなかった．次に接着や浸潤に関わる

因子として，EMT に関連する分子について検討を行った．sherbet-like 

aggregates で E-cadherin が軽度抑制されていたが，他の分子での明らかな

差は認めなかった(図 4A)． 
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図 4A 腹膜播種モデルマウスより採取した組織の免疫組織学的染色による

分子発現の検討 

 いずれの群においても MSLN 発現に差を認めなかった．EMT に関連し

た分子についても sherbet-like aggregates で E-cadherin に軽度の発現低

下があるものの他 N-cadherin、Vimentin に明らかな差を認めなかった．ス

ケールバーは 100µm を示す． 

 

 

 



22 

 

②細胞増殖，生存に関連する分子の検討 

 続いて，既報で MSLN 発現に関連すると考えられている分子を含む細胞

生存や増殖に関連する分子の検討を行った．Ki-67 及び p-ERK1/2 において

control 群及び Amatuximab 群の腹膜播種巣と比較して sherbet-like 

aggregates で明らかに発現細胞数の低下を認めた(図 4B)．いずれの分子で

も陽性細胞数の比較で有意差をもって sherbet-like aggregates での低下が

示された(図 4C)． 

 

 

図 4B 細胞増殖及び生存に関連する分子発現の検討 

 各群の腹膜播種巣と比較して Amatuximab 群で出現した sherbet-like 

aggregates では明らかに発現が低下していた．スケールバーは 100µm を示

す． 
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図 4C 細胞増殖及び生存に関連する分子発現の検討 

 各群でランダムに抽出した 6 視野における染色陽性細胞数の割合を計測

し比較した．Ki-67、p-ERK1/2 のいずれにおいても有意差をもって sherbet-

like aggregates で陽性細胞数の低下を示した．矢印は典型的な染色陽性細

胞を示す．スケールバーは 100µm を示す． 
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③癌幹細胞性に関連する分子の検討 

 前実験において sherbet-like aggregates は GEM を追加することで消失

することが明らかとなっており，これらの細胞集塊では抗癌剤耐性の低下に

関連する分子変化があるのではないかという着想に至った．そこで我々は抗

癌剤耐性に関連する分子群として癌幹細胞性マーカーの染色を行った．その

結果，control 群及び Amatuximab 群の腹膜播種巣と比較し sherbet-like 

aggregates において ALDH1、CD44、c-MET で明らかに発現低下を認める

ことが分かった(図 4D)．これらの陽性細胞数の比率の比較において有意差

が示された(図 4E)． 

 

図 4D 癌幹細胞性に関連する分子発現の検討 

 各群の腹膜播種巣と比較して Amatuximab 群で出現した sherbet-like 

aggregates では ALDH1、CD44、c-MET の発現が明らかに低下していた．

スケールバーは 100µm を示す． 
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図 4E 癌幹細胞性に関連する分子発現の検討 

 各群でランダムに抽出した 6 視野における染色陽性細胞数の割合を計測

し比較した．ALDH1，CD44，c-MET のいずれにおいても有意差をもって

sherbet-like aggregates で陽性細胞数の低下を示した．矢印は典型的な染

色陽性細胞を示す．スケールバーは 100µm を示す． 
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 癌幹細胞性に関連する分子のうち，CD133 では他の分子と異なり

sherbet-like aggregates で発現の増強がみられ，CXCR4 では腹膜播種巣と

sherbet-like aggregates で明らかな差を認めなかった(図 4F)． 

 

 

図 4F 癌幹細胞性に関連する分子発現の検討 

 CD133 は他の分子と異なり sherbet-like aggregates で発現増強が見ら

れ，また CXCR4 はいずれの群においても明らかな差を認めなかった．スケ

ールバーは 100µm を示す． 
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④mRNA レベルでの各種発現の検討 

 免疫染色で差を認めた ALDH1，CD44，c-MET，E-cadherin についてパ

ラフィン包埋検体より total RNA を抽出し quantitaitve RT-PCR により各

組織での mRNA 発現を比較検討した．いずれの分子においても免疫組織染

色と同様の結果であった(図 4G)． 

 

 

 

図 4G 腹膜播種巣及び sherbet-like aggregates での免疫組織染色で変

化のあった分子の quantitative RT-PCR による検討 

control 群，Amatuximab 群の腹膜播種巣及び sherbet-like aggregates の

免疫染色で差を認めた分子は RT-PCR でも同様に sherbet-like aggregates

で低下していることが分かった． 
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3) 腹膜に接着する sherbet-like aggregates の分子発現の検討 

 さらに病理組織の観察を進めると，腹膜内に浸潤した播種巣を形成した組

織の周囲に腹膜に付着するように接している膵癌細胞集塊(以下 adhesive 

sherbet-like aggregates)があることが分かり，これらは HE 染色上形態学

的には腹水中に浮遊する sherbet-like aggregates に近似していた(図 5A)．

adhesive sherbet-like aggregates は Amatuximab 群，control 群のいずれ

においても確認され，また各群において頻度の差を認めなかった． 

 

 

図 5A 腹膜に接着する sherbet-like aggregates 

 腹膜播種巣(青円)の辺縁の腹膜に接するように存在する膵癌細胞集塊(赤

円)があり，これらは control 群，Amatuximab 群のいずれでも認め，また

各群における頻度に差を認めなかった． 

 

 

 

 

 



29 

 

これらの腹膜に接着する adhesive sherbet-like aggregates のタンパク発

現を観察すると，sherbet-like aggregates よりもむしろ腹膜播種巣に近似

していることが分かった(図 5B，図 5C)． 

 

 

図 5B adhesive sherbet-like aggregates の分子発現の検討 

いずれの群においても adhesive sherbet-like aggregates は腹水中に浮遊

している sherbet-like aggregates よりも腹膜播種巣を形成している細胞群

に近似した分子発現を示していた．スケールバーは 100µm を示す． 
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図 5C adhesive sherbet-like aggregates の分子発現の検討 

各群でランダムに抽出した 6 視野における染色陽性細胞数の割合を計測

し比較した．adhesive sherbet-like aggregates に比較し腹水中に浮遊して

いる sherbet-like aggregates は各分子の発現低下がみられ，adhesive 

sherbet-like aggregates の分子発現の比率は腹膜播種巣に近似していた．

矢印は典型的な染色陽性細胞を示す．スケールバーは 100µm を示す． 
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4) in vitro での Amatuximab による膵癌細胞株への効果の検討 

 

①Amatuximab による膵癌細胞株の増殖への影響 

 AmatuximabによるMSLN阻害が膵癌細胞株の増殖に及ぼす影響を検討

した．Amatuximab を各種濃度(0,0.01,1 または 100 μg/ mL)で添加した培

地で AsPC-1 および MIA Paca-2 を培養した．いずれの細胞株でも増殖に対

する効果を有さないことが観察された(図 6A)． 

 

 

図 6A 35 mm dish に 1.5×105 cell/2mL で各種細胞を播種し，播種時より

Amatuximab を添加した．48 時間培養後に trypan blue 染色を行い生存細

胞数を計算した．MSLN の発現に関わらず AsPC-1，MIA Paca-2 のいずれ

においても Amatuximab の添加による増殖への影響は認めなかった．エラ

ーバーは 4 回行った実験の標準誤差を示す． 
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②Amatuximab による膵癌細胞株の遊走能、浸潤能への影響 

次に Amatuximab が AsPC-1 および MIA Paca-2 の浸潤能および遊走能

に及ぼす影響を検討した．対照群と比較して Amatuximab 群では MSLN 高

発現株である AsPC-1 において浸潤能および遊走能の両方が抑制されるこ

とを示した．対照的に Amatuximab は MSLN 低発現株である MIA Paca-2

の浸潤能および遊走能のいずれにも影響を与えなかった（図 6B、図 6C）． 

 

 

図 6B Amatuximab の浸潤能への影響 

マトリゲルチャンバーの上室に 2.5×105 cell/well の膵癌細胞株を FBS(-)

培地で播種し，下室は FBS(+)，Amatuximab/control IgG 100 μg/ml 添加

培地とした．24 時間後に浸潤した細胞数をディフクイックで染色し顕微鏡

で計測した．Amatuximab の投与量，培養時間については前任者の検討結

果を参照した．MSLN 高発現株である AsPC-1 では Amatuximab 群で浸潤

能が抑制されたのに対し MSLN 低発現株である MIA Paca-2 ではいずれの

群でも浸潤能に変化を認めなかった． control 群は薬物 (Amatuximab、

control IgG)非添加群とした．エラーバーは 10 回行った実験の標準誤差を

示す． 
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図 6C Amatuximab の遊走能への影響 

ポアサイズ 8 μm の上のインサートに 2.5×105 cell/well の膵癌細胞株を

FBS(-)培地で播種し，下の well は FBS(+)，Amatuximab/control IgG 100 

μg/ml 添加培地とした．24 時間後に浸潤した細胞数をディフクイックで染

色し顕微鏡で計測した．Amatuximab の投与量，培養時間については前任

者の検討結果を参照した．MSLN高発現株である AsPC-1では Amatuximab

群で遊走能が抑制されたのに対し MSLN 低発現株である MIA Paca-2 では

いずれの群でも遊走能に変化を認めなかった． control 群は薬物

(Amatuximab、control IgG)非添加群とした．エラーバーは 15 回行った実

験の標準誤差を示す． 
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③Amatuximab による各種分子発現への影響 

イ) MSLN 及び EMT に関連する分子への影響 

 腹膜播種モデルマウスの組織で確認された sherbet-like aggregates での

分子発現変化を参考にして in vitro での分子変化を検討した．まず MSLN

及び EMT に関連する分子の変化を検討した．AsPC-1 及び MIA Paca-2 を

Amatuximab 存在下，非存在下で培養しこれらのタンパク発現を検討した．

いずれの細胞株でも MSLN，EMT に関連する分子に発現の変化を認めなか

った(図 7A)． 

 

 

図 7A Amatuximab による MSLN、EMT 関連の分子発現の検討 

 10 cm dish に AsPC-1 及び MIA Paca-2 を 1.5×106 cell/dish ずつ播種 

した．播種時より Amatuximab 及び control IgG を 100 μg/ml の濃度で添

加した．24 時間後に細胞を回収しタンパクを抽出した．MSLN 高発現株で

ある AsPC-1 と低発現株である MIA Paca-2 のいずれにおいても MSLN，

EMT 関連分子の発現に差を認めなかった．  
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ロ) 増殖及び生存に関連する分子への影響 

続いて、増殖及び生存に関連する分子について同様の方法で抽出したタン

パクを用いて検討した．Amatuximab を添加し培養した AsPC-1 では

MEK1/2，ERK1/2，p-NFκB，NFκB，p-Stat3，Stat3 の発現が control 群

と比較し低下していた．この現象は MSLN 低発現株である MIA Paca-2 で

は見られなかった(図 7B)． 

 

 

図 7B Amatuximab による増殖及び生存に関連する分子発現の検討 

 10 cm dish に AsPC-1 及び MIA Paca-2 を 1.5×106 cell/dish ずつ播種 

した．播種時より Amatuximab 及び control IgG を 100 μg/ml の濃度で添

加した．24 時間後に細胞を回収しタンパクを抽出した．MSLN 高発現株で

ある AsPC-1 において Amatuximab 群で MEK1/2，ERK1/2，p-NFκB，

NFκB，p-Stat3，Stat3 が低下していた．対照的に低発現株である MIA Paca-

2 では Amatuximab 添加による変化を認めなかった．  
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ハ) 癌幹細胞性に関連する分子への影響 

最後に sherbet-like aggregates で著明な変化をきたした CSC に関連す

る分子の検討を行った．組織で最も変化の著明であった ALDH1 はこの実

験系では Amatuximab添加による明らかな変化を認めなかったが，p-MET、

CD44 が AsPC-1 の Amatuximab 群で control 群に比較し低下しているこ

とが分かった．MSLN 低発現株の MIA Paca-2 ではこの変化を認めなかっ

た(図 7C)． 

 

 

図 7C Amatuximab による CSC 関連の分子発現の検討 

 10 cm dish に AsPC-1 及び MIA Paca-2 を 1.5×106 cell/dish ずつ播種 

した．播種時より Amatuximab 及び control IgG を 100 μg/ml の濃度で添

加した．24 時間後に細胞を回収しタンパクを抽出した．MSLN 高発現株で

ある AsPC-1 において Amatuximab 群で p-MET，CD44 の発現が低下して

いた．対照的に低発現株である MIA Paca-2 では Amatuximab 添加による

変化を認めなかった．  
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④膵癌細胞株における Amatuximab および GEM 共添加の効果 

最後に、膵癌細胞株における Amatuximab および GEM との共添加の効果

を検討した． 

本実験に先立ち，播種細胞数，GEM 濃度及び培養時間の検討を行った． 

35mm dishに AsPC-1を 4群(3.0×104 個/dish，6.0×104 個/dish，15.0×104 

個/dish，30.0×104 個/dish)に分けて播種し培養した．培養開始 1 日後，4 日

後，5 日後，8 日後に細胞を回収し生存細胞数を計測した．播種細胞数が

15.0×104 個/dish，4 日目までが単純増加の傾向にあり，続く実験を播種細

胞数 15.0×104 個/dish で行う方針とした(図 8A)． 

 

 

図 8A 播種細胞数の検討 

 35mm dish に AsPC-1 を 4 群(3.0×104 個/dish，6.0×104 個/dish，

15.0×104 個/dish，30.0×104 個/dish)に分けて播種し培養した．培養開始 1

日後，4 日後，5 日後，8 日後に細胞を回収し生存細胞数を計測した．15.0×104 

個/dish 播種した 4 日目までの結果が単純増殖を示したため，続く実験を播

種細胞数 15.0×104 個/dish とした． 

 

薬剤不添加， control IgG 100 μg/ml ， Amatuzimab 100 μg/ml ，
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Amatuzimab 100 μg/ml及び GEM 1µM，Amatuzimab 100 μg/ml及び GEM 

10µM，Amatuzimab 100 μg/ml 及び GEM 100µM に分けて培養後 1 日目，

4 日目に生存細胞数を計測した(図 8B)．GEM を 100µM 添加した群ではほ

とんどの細胞が生存しないことが分かったため，GEM 濃度は 1µM が適切

と考えた． 

 

 

図 8B GEM 濃度の検討 

 GEM を 10µM 以上添加した群ではほとんどの細胞が生存しないことが

分かったため，GEM 濃度は 1µM が適切と考えた．培養時間としては，1 日

目では差がつかない可能性を考えた．また前実験でタンパク発現の変化がみ

られた 48 時間の培養が，本実験でも最も変化がとらえられる可能性がある

と考え 2 日目での検討を行う方針とした．  

 

Amatuximab と GEM を共添加することでゲムシタビン単独群よりも

AsPC-1 細胞の増殖をより強く抑制した．これらの結果は AsPC-1 細胞での

み観察され，MSLN 低発現である MIA Paca-2 では観察されなかった(図

8C)． 
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図 8C Amatuximab と GEM の共添加による効果の検討 

 35 mm dish に AsPC-1 及び MIA Paca-2 を 1.5×105 cell/2mL 播種した．

播種時より GEM 1µM，Amatuximab or control IgG 100 µg/mL を添加し

た．48 時間培養後に細胞を回収，生細胞数を計測した．MSLN 高発現株で

ある AsPC-1 では GEM と Amatuximab の共添加により増殖が有意に抑制

されたのに対し MSLN 低発現株である MIA Paca-2 ではいずれの群でも変

化を認めなかった．エラーバーは 12 回行った実験の標準誤差を示す． 
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5) 本研究で得られた結果からの仮説 

 本研究より得られた結果からの腹膜播種モデルでの現象を説明する仮説

をシェーマで示した(図 9)．腹腔内に注入された AsPC-1 は，Control 群で

は腹膜への付着及び浸潤，増殖の課程を経て，播種巣を形成する．安定した

播種巣では脱分化に関連する分子が発現し GEM への抵抗性が増強される．

Amatuximab を投与された群では一部は Control 群と同様に播種巣を形成

するが，多くは Amatuximab の直接作用及び抗 MSLN 作用による腹膜付

着阻害をきたし， sherbet-like aggregates として腹水中に浮遊する．

Sherbet-like aggregates は腹膜付着との経時的な前後関係は不明だが，脱

分化に関連する分子を発現せず GEM への感受性を示し，GEM を併用した

際に消失する． 

 

     
図 9 腹膜播種モデルでの現象のシェーマ 
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考察 

 

 我々は本研究において，Amatuximab を投与された膵癌腹膜播種モデル

マウスで出現した sherbet-like aggregates での CSC に関連する分子や増

殖や生存に関連する分子の発現が変化していることを示した．一方 in vitro

の実験系においても Amatuximab に曝露することで，MSLN 高発現株特異

的に浸潤能，遊走能や GEM耐性の変化が認められ，sherbet-like aggregates

と一部近似した分子発現の変化を確認できた．  

 近年の報告によると MSLN は細胞接着，細胞生存/増殖，腫瘍進行および

化学療法抵抗性において重要な役割を果たす可能性があると考えられてい

る(Tang et al., 2013)．また Stat3 は，発癌に関わる形質転換(DeArmond et 

al., 2003; Scholz et al., 2003)，細胞生存および増殖(Scholz et al., 2003; 

Toyonaga et al., 2003)，およびアポトーシス抵抗性(Greten et al., 2002)に

おいて重要な役割を果たし，膵癌組織及び膵癌細胞株において異常に活性化

されていることが明らかとなっている．Bharadwaj らは，膵癌細胞株にお

ける MSLN の過剰発現が Stat3 の活性化を誘導することを示した

(Bharadwaj et al., 2008). Bharadwaj らはさらに、MSLN が NFκB/Akt 依

存性抗アポトーシス経路を誘導しすることで TNF-α により誘導されるアポ

トーシスから膵癌細胞を保護することができ，これが炎症および炎症性メデ

ィエーターにさらされていてもなお膵癌細胞が生存しうる所以となってい

ることを示している．膵癌細胞における MSLN の過剰発現は，NFκB を恒

常的に活性化することでより高い IL-6 産生を維持する．逆に MSLN の発

現を抑制することで IL-6 レベルは低下することが分かっている．MSLN 過

剰発現を伴う膵癌細胞において IL-6 の高産生状態は，Stat3 を誘導し，結

果として cyclin E/CDK2 複合体の発現を上昇させ G1- S 移行を加速する

(Bharadwaj et al., 2008)．NFkB および Stat3 の活性化は Bcl-xl および

Bcl-2 の発現を誘導し，アポトーシスシグナルの伝達を阻害する(Aggarwal, 

2004; Aggarwal et al., 2006; Bharadwaj et al., 2011)．また膵癌細胞での

別のメカニズムとして，薬物誘発アポトーシスから癌細胞を保護するための

PI3K / Akt 経路が関連している可能性がある (Bharadwaj et al., 2011; 

Chang et al., 2009)．MSLN は PI3K 活性下で Akt のリン酸化を速やかに

刺激し，Bad および Bax などのアポトーシス促進因子の発現を阻害し，か

つ Bcl-2 および Mcl などの抗アポトーシス遺伝子の発現を促進することで

TNF-α 誘導性アポトーシスから癌細胞を保護する．MSLN を過剰発現させ

た MIA Paca-2 では TNF-α への曝露により Cyclin A の増加が報告されてい
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る(Bharadwaj et al., 2011)． 

他の報告では MSLN が ERK シグナル伝達経路 (Chang et al., 2009; 

Uehara et al., 2008)を介して細胞傷害性薬物誘発アポトーシスに対する耐

性に寄与していることが見出されている．ヒト乳癌モデルでは MSLN が癌

細胞の足場非依存性の増殖を誘導し，プロアポトーシスタンパクである

Bim の発現を抑制し ERK シグナル伝達経路の刺激を介してアノイキス誘

導性アポトーシスへの抵抗性を獲得する(Uehara et al., 2008)．白金とシク

ロホスファミドで治療した卵巣上皮癌患者のうち，化学療法抵抗性患者は化

学療法への感受性を有する患者よりも有意に高い MSLN 発現を示した．さ

らに C57BL/6 マウスの腹膜細胞に MSLN を過剰発現させることで

PI3K/Aktおよび MAPK/ERK 経路の両方を介して腹膜細胞をパクリタキセ

ル誘発アポトーシスから保護することができた (Chang et al., 2009)． 

Amatuximab を含む MSLN mAb は MSLN の重要なシグナル伝達ドメイン

ではなく N 末端領域 I を標的とするため，癌細胞増殖を阻害することがで

きないことが報告されている．我々の結果は既報と同様に Amatuximab が

細胞増殖を阻害しなかったが，細胞生存や増殖に関連する分子を抑制し，浸

潤能，遊走能および GEM 耐性の低下につながることを示した． 

 本研究では Amatuximab 投与により腹膜播種モデルで出現した sherbet-

like aggregates で CSC に関連する分子の発現が低下した．また in vitro の

系でも MSLN 高発現膵癌細胞株における Amatuximab への曝露による

CSC 関連分子の発現抑制が認められた．CSC は腫瘍の初期形成，維持およ

び遠隔臓器への転移に関与する未分化な腫瘍細胞の集団である(Reya et al., 

2001)．これらの細胞は無制限の増殖能，自己複製能および腫瘍を構成する

より分化した細胞を生成する能力を持つ(Szilvassy et al., 1990)．CSC は非

対称的に分裂し，同一の娘細胞を生成すると同時にそれとは異なる、腫瘍の

大部分を占める分化した細胞を生成することができる(Clevers, 2005)．癌に

おける CSC に関する最初の報告は 1994 年にヒト急性骨髄性白血病（AML）

の研究によってもたらされた(Lapidot et al., 1994)．固形癌における CSC

に関連した報告は 2003 年 Al-Hajj らより初めてなされた(Al-Hajj et al., 

2003)．これまでに CSC は前立腺癌(Collins et al., 2005)，卵巣癌(Bapat et 

al., 2005)，肺癌(Eramo et al., 2008)，胃癌(Takaishi et al., 2009)，骨肉腫

(Tirino et al., 2008)，軟骨肉腫(Tirino et al., 2011)，神経膠芽細胞腫(Singh 

et al., 2003)および黒色腫(Fang et al., 2005)を含む様々な固形腫瘍におい

て同定されている．CSC は特徴として化学療法抵抗性，腫瘍形成性，幹細

胞遺伝子発現及び ALDH 活性を有する．分化した腫瘍細胞とは対照的に
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CSC の細胞周期は比較的静止しており，細胞のサイクル速度が遅い．これ

らの特徴により急速に分裂している細胞を標的とするのに有効な化学療法

に対し CSC は抵抗性を示す(Graham et al., 2002)．実際に化学療法後に

CSC の数が増加することが報告されている．実際に化学療法後に CSC の割

合が増加することが多種の悪性腫瘍において確認されている．GEM の曝露

を受けた膵癌細胞株では CD133 陽性 CSC の数の増加がみられる(Mueller 

et al., 2009)．結腸直腸癌ではシクロホスファミドおよびイリノテカンによ

る治療後，ALDH 酵素活性を有する CSC の増加が確認された(Dylla et al., 

2008)．肺癌細胞株をドキソルビシン，シスプラチン，またはエトポシドで

処理すると CSC が選択的に残存した(Levina et al., 2008)．乳癌のドキソル

ビシンおよびシクロホスファミド治療は，CD44+/CD24-細胞の割合が増加

した(Li et al., 2008b)．異なる複数の方法により CSC を同定および単離す

ることが可能である．具体的には，CSC 特異的細胞表面マーカー(Collins et 

al., 2005; Eramo et al., 2008; Takaishi et al., 2009; Tirino et al., 2008; 

Tirino et al., 2011)に基づくフローサイトメトリー，Hoechst 33342 排除に

よるサイドポピュレーション（SP）の検出(Moserle et al., 2008)および足場

非依存性増殖を利用しての単離といった方法がある(Rybak et al., 2011)．

これまでに同定された膵臓 CSC マーカーは，CD133，CD24，CD44，EPCAM，

ESA，c-MET，ALDH1(Bao et al., 2013; Habib and Saif, 2013; Hermann 

et al., 2007; Kim et al., 2011; Li et al., 2007; Li et al., 2009; Takao et al., 

2012)等がある．これらの CSC マーカーが共発現することで CSC が認識さ

れる，あるいは膵癌細胞が CSC の機能を有するに至ると考えられている

(Lee et al., 2008; Mizukami et al., 2014; Xu, 2013)．CD133 陽性膵癌 CSC

は，膵癌の浸潤の先進部で CXCR4 受容体を共発現する(Lee et al., 2008)．

CD24/CD44/EPCAM および CD133 等多数の CSC マーカーが同時発現し

ている場合、より化学療法および放射線療法に対して高度の耐性を有してい

る可能性が高い．しかしながらこれらの異なる CSC マーカーの間に完全な

オーバーラップが見出されないことが多い(Kure et al., 2012)．化学療法で

用いられる薬剤の多くがこれらの膵癌 CSC を根絶することができず，それ

が腫瘍の再発および転移をもたらす最大の理由と考えられている．細胞表面

マーカーである CD24，CD44 および ESA を発現する膵癌 CSC は，免疫不

全マウスに対する異種移植で継代を繰り返した後に細胞表面マーカー表現

型を維持することが観察された(Bao et al., 2013; Lee et al., 2008; Li et al., 

2007)．c-MET 陽性細胞は in vitro での球体を容易に形成したが，c-MET 陰

性細胞は形成することができなかった(Bao et al., 2013)． CD44 と c-MET
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を共発現している細胞は，腫瘍形成能・再生能の増強を示した(Bao et al., 

2012)．Kim ら複数の研究者より、CD133 の状態にかかわらず高い ALDH1

活性を有する膵癌細胞は，化学療法により誘発される細胞死に耐性であり，

腫瘍形成性が高いことが報告されている(Bao et al., 2013; Kim et al., 2011)． 

我々は以前 CD44 陽性細胞および ALDH1 陽性細胞が化学放射線耐性を

示し，一方 CD133 陽性細胞では化学放射線感受性を示し得ると報告した

(Mizukami et al., 2014)．本研究では，Amatuzimab による治療で出現した

sherbet-like aggregates では ALDH1，CD44，c-MET の発現低下及び

CD133 の発現上昇がみられ，in vitro での Amatuximab 曝露により MSLN

高発現膵癌細胞株で CD44 および c-MET 発現が抑制された．これらの結果

はこれまでに我々が報告した結果と一部合致するものであった．He らは

MSLN が EMT および癌幹細胞性を調節することを報告している(He et al., 

2017)．MSLN のノックダウンにより上皮性および接着に関連する分子の発

現が上昇し，それに対し間葉系及び癌幹細胞性に関連する分子が抑制された．

その結果，癌細胞の自己複製能，増殖能，播種及び転移形成能が抑制された．

一方正常細胞における MSLN の過剰発現は，足場非依存性の増殖，遊走能

および浸潤能を上昇させる．我々が知る限り，これは MSLN と CSC との

間の関係を明示した最初の報告である． 

今回我々は Amatuximab を投与された腹膜播種モデルマウスで出現した

sherbet-like aggregates では増殖，幹細胞および化学療法抵抗性に関連す

る分子が抑制されることを示した．また腹膜に付着した adhesive sherbet-

like aggregates では浮遊状態とは異なり，むしろ腹膜播種巣を形成した細

胞群に近似した分子発現状況を示していた．可塑性 CSC 理論が Marjanovic

らにより提唱されている(Marjanovic et al., 2013)．古典的 CSC 理論では腫

瘍の不均一性は腫瘍内に分化した状態の細胞群と CSC が共存することによ

り生じるとしている．古典的には CSC から分化した細胞への変化は単方向

性であると考えられている．一方可塑性 CSC 理論では，細胞外マトリック

スまたは血管などの環境因子，および遺伝的後天的変化などの内在因子によ

って CSC と分化した細胞の間に双方向変換が存在するとしている．可塑性

CSC 理論では，分化細胞群が腫瘍形成を通じて CSC を絶えず作り出すこと

ができることを示唆している．言い換えれば，今回のように MSLN 阻害等

により腫瘍細胞の環境を調整することで CSC を分化した状態で維持するこ

とが可能になり得ることを示唆する． Stankevicius らはヒト結腸直腸癌細

胞における癌幹細胞の足場を含む微環境の重要性を報告しており

(Stankevicius et al., 2017)，2D 単層培養と比較して 3D 培養ではいくつか
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の CSC マーカーの発現が増加した(Stankevicius et al., 2017)．我々は今回

Amatuximab の直接作用だけでなく，MSLN 阻害による腫瘍細胞の環境変

化が MSLN 高発現細胞株での癌幹細胞性を抑制し，GEM の感受性を改善

したのではないかと考察した．  
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総括及び結論 

 

①本研究全体から得られた新知見 

・膵癌腹膜播種モデルマウスに対する Amatuximab 投与により出現した

Sherbet-like aggregates では，細胞の生存や増殖に関わる分子や CSC に

関連する分子の発現が抑制された． 

・腹膜に接着した adhesive sherbet-like aggregates では，形態学的には

sherbet-like aggregates に似ているが分子発現の状況はむしろ腹膜播種巣

に近似していた． 

・in vitro の実験系において，Amatuximab の曝露により MSLN 高発現膵

癌細胞株で選択的に浸潤能，遊走能の低下及び GEM への耐性の低下がみ

られた． 

・in vitro の実験系において，Amatuximab の曝露により MSLN 高発現膵

癌細胞株に選択的に細胞生存や増殖に関連する分子及び CSC に関連する

分子の抑制が認められた． 

②新知見の意義 

・Amatuximab による MSLN 阻害が細胞生存や増殖に関連する因子及び

CSC に影響を与えるという結果はこれまでにない知見である．MSLN 阻

害による癌治療の可能性がより大きなものとなったといえる．  

 ③今後の研究展開と課題 

・MSLN 阻害がどのような経路を経て CSC 関連分子の発現を抑制している

のか． 

・膵癌腹膜播種モデルでの現象を考えるにあたり，MSLN，CSC のみでは

なく接着や微小環境が抗癌剤耐性や細胞生存にどのように関わるのか．  

 上記を明らかにすることで Amatuximab による膵癌治療に新しい可能性

が生まれると考える．また今回の検討では膵癌細胞株のみにとどまったが，

今後膵癌以外の癌腫でも MSLN 発現を有するものであれば Amatuximab

による治療が有効な可能性がある．また CSC や細胞生存といった癌の性質

のより根源的な解明へつながる可能性があると思われる．  
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