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第１章 概要 

2018年の膵臓癌の新規症例数および死亡者数は、世界中でそれぞれ 458,918

例および 432,242 例と推定されており、その数は年々増加傾向にある[1]。 多

くの膵臓癌患者は、無症状のまま進行するため早期での発見が難しく[2]、

様々な治療法が開発されているにもかかわらず、膵臓癌は依然として予後が悪

く致死率は高い。現在の膵臓癌の 5年生存率は 10％に満たない[3]。膵臓癌の

中でも、膵管癌［Pancreatic ductal adenocarcinoma（PDAC）］が 9割を占め

ている[4]。これまで、喫煙、肥満、食物要因（非菜食主義）、毒素、過剰アル

コール摂取と高齢化、家族歴、アフリカ系アメリカ人、慢性膵炎、糖尿病、お

よび非Ｏ血液型などが、それぞれ PDAC の危険因子とされている[5]。しかしな

がら、早期段階で PDACを検出するための特定の診断バイオマーカーはまだ確

立されていない[6]。 PDACの病因と発癌メカニズムについてのさらなる検討が

必要である[7]。 

進行 PDACの前癌病変として、膵上皮内腫瘍［Pancreatic intraepithelial 

neoplasia（PanIN）］、膵管内乳頭粘液性腫瘍［Intraductal papillary 

mucinous neoplasm （IPMN）］、および粘液性嚢胞性腫瘍等がある[8]。PanINか

ら段階的に遺伝的変異を経て浸潤性膵管癌が発生するとされているが、PanIN

と PDACの遺伝子発現の違いはよく知られていない。 

そこで今回、PanINと PDACの遺伝子発現の差を評価するために、FFPE

（Formalin-fixed paraffin-embedded）標本からレーザーマイクロダイセクシ

ョン［Laser microdissection（LMD）］法を用いて正常膵管上皮と PanINと

PDACを切り出し、トランスクリプトーム解析（RNA-Seq）を行った。RNA-Seq

から得られた遺伝子を Ingenuity pathways analysis（IPA）で評価したとこ

ろ、PDACと PanIN（PanIN-2）の RNA 発現比較により、PDAC における IFN伝達
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経路の活性化を認めた。 

免疫チェックポイント阻害薬の台頭によって、PDACの治療としても癌免疫

療法が注目されている。癌免疫療法には免疫系の刺激だけでなく、PDAC患者の

腫瘍微小環境を介した腫瘍免疫抑制効果の制御も含まれる[9]–[11]。しかしな

がら、PDACにおいては PD-L1の発現が低く、かつリンパ球が少ない組織である

ため免疫チェックポイント阻害薬は効きづらい腫瘍とされている[12]。そのた

め、単独療法ではなく、分子標的薬、化学療法、放射線療法などとの併用によ

る複合的免疫治療の開発が期待される。Ⅰ型インターフェロン［Interferon

（IFN）］である IFNαや IFNβなどは、Ⅰ型 IFN受容体を介して効果を発揮

し、Janusキナーゼ Jak1および Tyk2 の活性化、Signal transducers and 

activators of transcription 1（STAT1）と STAT2のリン酸化および活性化を

もたらし、最終的に IFN刺激遺伝子［IFN-stimulated gene（ISG）］を活性化

し各種の抗腫瘍効果を呈する[13]。 

今回の RNA-Seq で得られた結果も踏まえ、IFNを中心とした自然免疫応答に

着目し、さらにヒト膵癌細胞株において IFNに関与する分子の RNA発現と細胞

増殖抑制作用を評価した。 

まずヒト膵癌細胞株に対する IFNαの抗腫瘍効果を確認した。次に IFNαを

投与した後の TLR シグナル伝達経路を PCR arrayを用いて調査した。そこで、

IFNαがヒト PDAC 細胞株において TLR3 mRNA 発現を制御していることを見出し

た。さらに、IFNα と TLR3 agonistである poly(I:C）がヒト膵癌細胞株にお

いてチロシンキナーゼ阻害剤［Tyrosine kinase inhibitor（TKI）］によって

誘発される細胞増殖抑制作用を増強することを示した。そして si-TLR3をトラ

ンスフェクションした細胞株では IFN と TKIによる細胞増殖抑制作用が減弱す

ることを認めた。 

本研究では、FFPE検体の標的病変から抽出した RNAから RNA-Seqが可能で
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あることを示した。さらに PanINと癌部の RNA発現において、Seqの結果から

IFNシグナル伝達経路が抽出された。IFNシグナルは PDAC において治療標的と

して知られているが、今回の研究では PanINから癌への進展に IFNシグナルが

関与している可能性が示唆された。また、ヒト膵癌細胞株においての検討で

IFN投与によって TLR3によるシグナル伝達経路が活性化されていることと、さ

らに TKIと TLR3 アゴニスト を組み合わせが PDACの新しい治療となる可能性

を示した。 
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第２章 緒言 

１． 膵臓癌総論 

（１）疫学 

膵臓癌は、世界で癌関連死亡原因の第 7位であり、その割合は先進国ほど高

くなる。患者は進行癌となるまで症状を示すことが少なく、2018年には

432,242人の死亡数であったと推定される[1]。世界的には、2018年に 458,918

例の膵臓癌の新規症例が報告されており、今後も増加することが予想される

[14]。膵臓癌の検出と管理の進歩にもかかわらず、5年生存率はまだ 9％まで

しか改善していない。現在まで、膵臓癌の原因はまだ十分に解明されていない

が、喫煙、糖尿病、肥満、食事、アルコール依存症、年齢、民族、家族歴、遺

伝的要因、ヘリコバクターピロリ感染、非Ｏ型の血液型などの危険因子が報告

されている[5]。家族歴や喫煙歴のあるグループを標的とするスクリーニング

は評価されているが[15]、一般集団を対象としたグループのスクリーニング

で、疾患の初期段階での検出として実用化されたものはまだない。病因をより

よく理解し、原因となる危険因子を特定するとともに、膵臓癌の発生と転帰に

関する最新統計を理解し、一次予防に応用することが不可欠である。 

 

（２）病理学的分類 

 膵臓の機能は，外分泌機能と内分泌機能に分類されるが、膵臓癌の中でも膵

管癌は外分泌に関わる膵管上皮細胞から発生する。膵は内分泌機能として、イ

ンスリンやグルカゴンなどを産生するが、これらを分泌する細胞から発生する

癌は膵内分泌癌と呼ばれる。「膵癌取扱い規約第 7 版」では，浸潤性膵管癌と

は、「間質浸潤を伴う癌腫で、膵管類似の腺腔形成や膵管上皮への分化がみら
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れるもの」と定義され、膵臓癌の 90％以上は膵管癌である[4]。膵癌細胞周囲

に Desmoplasia と呼ばれる高度な線維化を伴うことを病理組織学的特徴とす

る。浸潤性膵管癌は多彩な組織形態を示すが、優勢な組織像によって、1) 腺

癌, 2) 腺扁平上皮癌，3) 粘液癌，4) 退形成癌に分類され、腺癌を通常型膵

管癌と呼ぶことが多い。腺癌は分化度により、高分化型，中分化型，低分化型

に分類される。本文中で使用している膵管癌（PDAC）はこの腺癌を表してい

る。 

 

（３）前癌病変 

膵管癌の前癌病変の一つとして膵上皮内腫瘍性病変［Pancreatic 

intraepithelial neoplasia (PanIN)］が、知られている。顕微鏡レベルで観

察される、膵管内に生じる円柱上皮性の上皮増殖病変を指す。 

1976年に Cubilla と Fitzgerald は、膵臓の浸潤性膵管癌に隣接する膵管内

の増殖性病変に関する論文を報告した[16]。1998年には Brat及び Brockie等

が、膵臓の乳頭状異型病変が組織学的に同定された後に浸潤性膵管癌を発症し

た症例をそれぞれ報告した[17], [18]。浸潤性膵管癌で確認されているほとん

どの遺伝子変化は、これらの乳頭状病変でも確認されており[19]、これらの遺

伝子変化の頻度は、乳頭状病変の細胞学的および構造的異型の程度として増加

する[20]。2001 年に Ralph等により、この上皮増殖性病変が段階的な異型の変

化を経て浸潤性膵管癌を発生する前癌病変 PanINとして整理された[21]。そこ

で PanINはその形態により 1〜3の 3 段階に Grade分類された。PanIN-1Aは 

mucinous hypertrophy, non-papillary hyperplasia などに、PanIN-1Bは

papillary hyperplasia などに、PanIN-2は papillary hyperplasia with 

moderate atypia，moderate dysplasia などに、PanIN-3 は severe 
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dysplasia，Carcinoma in situ に相当する。上記に正確に分類するのは困難で

あるため、さらに Low-grade PanINと High-grade PanINの 2種類とする分類

が 2015年に報告された[8]。Low-grade PanIN は PanIN-1と PanIN-2の異型の

比較的弱い増殖性病変に相当し、High-grade PanINは従来の PanIN-3に相当す

る異型の強い病変で Carcinoma in situ と同様とされている。 

 

（４）遺伝子異常 

近年では浸潤性膵管癌における遺伝子異常の網羅的解析が進み、全エクソン

解析、全ゲノム解析のデータが報告され、浸潤性膵管癌における遺伝子異常の

全貌がほぼ明らかにされた[22]–[24]。その結果、浸潤性膵管癌において頻繁

に認められる異常は、KRAS，CDKN2A，TP53，SMAD4であることが確認された

[22]–[24]。PanIN においてもこれらの異常が認められることが示されており、

low-grade PanIN においては KRAS変異，CDKN2Aの異常が認められ、high-

grade PanINにおいては TP53，SMAD4 の異常が認められる[25]–[27]。 

膵癌発生動物モデルにおいても、PanIN 類似病変の異型が強くなって浸潤癌に移

行するように見えることが示されている。ハムスターに N-Nitrosobi (s2-

oxopropyl) amine (BOP) を投与することで、異型上皮増生から浸潤癌が発生す

ることが示されている[28]。また、KRAS 変異を膵臓特異的に発現させる遺伝子

改変マウスモデルにおいて mPanIN (mouse PanIN) から浸潤性膵管癌が発生す

ることが観察されている[29]。今後は遺伝子異常のみならず、その発現状態を知

ることで、膵臓癌の早期発見や予後予測、治療への応用などが期待される。 

発癌進展過程での mRNA/miRNA/蛋白発現を評価するには、膵組織は RNaseが豊

富で、癌細胞の細胞密度が低いことから[30]、膵臓癌検体の採取・保存の難し

さが課題としてある。これまで膵癌の RNA-Seqを行った報告があるが[31]、
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PanINと癌部の FFPEからの RNA-Seqで比較評価を行った報告は少ない。 

２． Laser Microdissection (LMD) / RNA-Seq 

 LMD法は、顕微鏡にレーザー照射装置が接続された機器を使って、顕微鏡下

で組織切片を観察しながら、切片上の標的とする細胞塊をレーザーによって切

り出し、採取回収する方法である。1996 年に Michael R. Emmert-Buckらが、

顕微鏡下で標本上の特定領域の細胞を切片の上 に置き赤外線を照射すること

により filmに融着し、剥がしとって回収する方法を報告している[32]。1998

年には、UVレーザーで切片を切断しレーザー光により切断後の切片を回収する

方法が Schutze らによって報告された[33]。この方法によって、生体組織から

標的細胞群を採取することができる為、生体内において特定の遺伝子が、標的

細胞にどれだけ発現しているのかを正確に知ることができるようになった。

2005年から、医療機器メーカーからシークエンサーの製品化が進み遺伝子解析

の分野が急速に発展した。2008年には、DNAのみならず RNA の解析も行われる

ようになり、哺乳細胞に対して RNA-Seq を行った報告も出てきた[33]。 

これまで FFPE検体では、蛋白と RNA 間での架橋形成により塩基にものメチル

基が付加することにより RNAが共有結合的に修飾されるため RNA抽出は困難と

されていた[34]。しかし、架橋形成を解除することが可能となり FFPEから RNA

抽出ができるようになった[35]。 

 この FFPEから抽出した RNAを用いた RNA-Seqにより、保存されていた臨床

検体の腫瘍における詳細な RNA発現が評価できるようになった[36]–[39]。

PDACは、腫瘍細胞周囲の線維芽細胞などの間質量が多く腫瘍細胞自体の細胞密

度が低いため[30]、LMDを用いた FFPE からの RNA-Seqが有用と考えた。 
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３． 膵管癌とサイトカイン 

（１）インターフェロン［Interferon(IFN)］ 

小島保彦と長野泰一は種痘を不活化したワクチン（天然痘不活性ワクチン）

を研究している過程で、タンパク質の上澄み液のなかに、抗ウイルス効果があ

りウイルス感染防御作用を持つ可溶性因子が存在することを発見した[40]。 

1957年には Isaacs と Lindenmannがこの因子を Interferon(IFN)と名づけた

[41]。IFNはのちにタイプⅠとタイプⅡの 2つの IFNに大きく分類された

[42]。Ⅰ型 IFN はウイルス感染で産生され、IFN-α,β,ω,δ,κ,τが含まれ

る。Ⅱ型 IFNは、IFN-γのみで構成される。最近では、IFN-λからなるⅢ型

IFNが見つかっている[43]。 

IFN-αと IFN-βは、2つのサブユニットで構成されるⅠ型 IFN受容体複合体

（IFNAR）の IFNAR-1および IFNAR-2 を介して作用する。IFNAR-2サブユニット

には、共通の遺伝子から異なってスプライシングされる 3 つのアイソフォーム

が知られている。 

受容体複合体への IFNの結合は、受容体関連の JAK1とチロシンキナーゼ

TYK2の活性化とリン酸化を引き起こし、それにより STATタンパク質のリン酸

化を引き起こす。リン酸化後、STAT-1および STAT-2は、IFN 刺激遺伝子因子-

3［Interferon-stimulated gene factor 3（ISGF3）］を DNA 結合タンパク質

p48（IRF9）と形成する。 ISGF3複合体は核に移動し、そこで IFN刺激応答要

素［IFN-Stimulated Response Elements（ISRE）］に結合し、ウィルス感染防

御などの作用をもつ複数のタンパク質をコードする IFN誘導遺伝子（ISG）の

転写をもたらす[13], [44], (図 1)。 
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（２）IFNの抗がん作用 

IFN はウィルス感染防御や免疫調整作用のみならず細胞分化や抗腫瘍作用が

あることがわかり臨床応用されている[45]。榧垣等は、腫瘍壊死因子（TNF）関

連アポトーシス誘導リガンド（TRAIL）発現強化を介して、I 型 IFN が T 細胞の

細胞毒性を調整し抗腫瘍作用もたらすことを報告している[46]。 

I型 IFNαは抗腫瘍免疫賦活作用があることから、腎臓癌などの他癌腫におい

て臨床応用されている[47]。PDAC においては、ナチュラルキラー（NK）細胞活

性および IFN産生が低下しているという報告があり[48]、IFN による抗腫瘍免疫

賦活作用を期待できる。Booy らは PDAC において 91.5％が IFNα 受容体-1 の発

現を示し免疫染色で 23.4％の強陽性を示したこと、また 68.1％が IFNα受容体

-2c の発現を示し、うち 4.3％が免疫染色で強陽性であったことを示している

[49]。In vitro では、ヒト膵癌細胞株 HuP-T3、HuP-T4、MIA-PaCa-2、および BxPC-

3細胞において IFNは成長阻害作用を示す[50]。また in vivo では、IFNによる

抗腫瘍効果が認められており、IFNα-2b とドキソルビシンの併用や、IFNα と

5-フルオロウラシル（5-FU）の併用療法も報告されている[51]–[53]。しかしな

がら併用療法では有害事象も見られる[54]–[56]。5-FUとの併用療法に関しての

臨床試験では、全生存期間の有意な改善は示されていないが、このように PDAC

に対する IFNでの治療に関していくつかの報告はあり[57]–[61]、PDACにおいて

も抗腫瘍免疫賦活作用の点でさらに応用できる可能性がある。 

 

（３）Toll-like receptor signaling 

前述のように IFNに抗腫瘍作用があることは知られているが、免疫と癌との

関係に関しては近年 PD-1/PD-L1を中心とした癌免疫療法の飛躍によってさら

に注目を集めている。免疫応答のなかでも自然免疫を司る Toll-like receptor 



 10 

signalingは二本鎖 RNA（dsRNA）および腫瘍由来の damage-associated 

molecular pattern（DAMP）を認識し、細胞内シグナルの伝達を促し、IFNも産

生を促す。結果、自然免疫応答と適応免疫応答を活性化することで、癌免疫の

主要な役割を果たしている[62]。 

なかでも TLR3,4,7,8,9のアゴニストは癌治療として有力な候補と挙げられ

ている[63]。T細胞及び樹状細胞を介した細胞貪食や NK細胞による細胞障害な

ども起こし、TLR3,7,8,9 はⅠ型 IFNの産生を促し、抗腫瘍作用を呈す[64]。 

TLR3はウィルスの二本鎖RNAを認識して、前述のようにIFNを産生することで抗

ウィルス作用を惹起する[65]。TLR3は、ヒト膵癌細胞株での発現が認められて

おり、PDACに関与するとされるWnt5Aと関連している[66]。このWnt5AはPDACの

上皮間葉転換と転移を促進する[67]。 

TLRシグナル阻害剤であるフェニルメチマゾール（C-10）は、in vivoおよび

in vitroでの細胞増殖および遊走の阻害とともに、Wnt5AおよびTLR3レベルを

低下させる可能性があることがわかっている[66]。逆に、TLR3およびTLR7アゴ

ニスト[poly(I:C）およびimiquimod]は、ヒトγδT細胞によるPDAC細胞溶解を

促進する[68]。 

マウスおよびヒトの白血病及び乳癌細胞ではアントラサイクリンによって癌

細胞由来のRNAによるTLR3の活性化が促進され、その結果I型IFNが分泌される

ことが示唆されている[69]。結果、パラクリンシグナル伝達回路によって、C-

X-C motif chemokine 10（CXCL10）やMyxovirus resistance protein 1

（MX1）などが発現する。実臨床においてもアントラサイクリンベースの化学

療法で治療された乳癌患者の生検サンプルにおけるMX1の発現レベルの増加

が、治療反応性を予測することが示唆されている[69]。 

近年、poly(I:C)より副作用の少ないホスホロチオエート ODN誘導 dsRNA

（sODN-dsRNA）からなるキメラ分子などの開発も進んでいる[70]。TLR3のみ活
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性化しレチノイン酸誘導性遺伝子 I［Retinoic acid-inducible gene-I (RIG-

I)］や Interferon induced with helicase C domain 1（IFIH1 / MDA5）を活

性化しないため、全身性の炎症性サイトカインを誘導することなく腫瘍反応性

細胞障害性 T細胞（CTL）を誘導する。CTL誘導は PD-L1抗体の奏効に関わるこ

とが知られており、PD-1/PD-L1療法などの癌免疫療法前に、抗原提示細胞を活

性化するアジュバントとしての応用が期待されている。 
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４．研究の目的 

本研究では、膵臓癌の発癌に関与する遺伝子およびその関連分子を膵管癌

FFPE検体の非癌部と PanIN、癌部の RNA-Seqを用いて網羅的に解析して、膵臓

癌の発生の予知・予防の方法論を確立し、臨床に応用可能な知見を得ることを

目的とする。RNA-seqを行った結果から、ヒト膵癌細胞株を用い in vivoでさ

らに RNA発現を評価し、膵管癌の臨床に応用可能な知見を得ることを研究目的

とした。 
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第３章 膵腺癌での RNA発現（in vivo） 

（１）対象と方法 

Patients and Clinical Specimens.： 

この研究は、2016年 5月から 2017 年 12月までの 1年間と 9か月間に当院

で膵臓癌の手術を受けた 5人の患者を対象とした（表 1）。本研究は、日本大学

医学部ヒトゲノム・遺伝子解析研究委員会（241－1）により承認された。全症

例で文書同意が得られた。これらの症例の膵臓癌の手術によって得られた検体

をホルマリン固定パラフィン包埋し保存された病理組織内に、膵管癌病変、膵

上皮内腫瘍（PanIN）、および非癌部（膵管上皮細胞）が存在することを確認し

た。 PanINを含む病理診断については、WHO Classification of Tumors of 

the Digestive System（4th Edition）に基づいて[21]、病理医（M.S.）と消化

器肝臓内科医（M.F.と M.M.）で評価した。 

 

Laser Microdissection (LMD): 

FFPEサンプルを 5 μmに薄切し、LMDのポリエチレンナフタレート膜

（Leica, Wetzler, Hessen, Germany）で覆われたスライドにのせた。スライ

ド上で直接脱パラフィン処理を行った後、ヘマトキシリン・エオジン（HE）染

色を行った。 LMD6000（Leica）を使用して、標的病変（膵管上皮細胞、PanIN

および膵管癌病変）を FFPEサンプルから切り出しをした。総切り出し面積

は、事前に検討を行い 300,000 μm2以上に設定した。 

 

Extraction of RNA extraction and RNA-Seq by next generation sequencing： 

FFPE検体から RNA抽出は、RNeasy FFPE kit（Qiagen, Hilden, Germany）
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を使用した。 RNA の定量分析は、NanoDrop ND-1000分光光度計（Thermo 

Scientific, Waltham, MA, USA）および 2100バイオアナライザー（Agilent, 

Santa Clara, CA, USA）で評価した。 Illuminaプラットフォームに従って、

各 cDNAライブラリを TruSeqTM RNA Exome Kit（Illumina, San Diego, CA, 

USA）で構築した。その後、Illumina NovaSeq試薬 kitを使用し、約 15 

gigabases/検体でのペアエンドシーケンスプロトコルを、Illumina HiSeq X10

（Illumina）で実行した。 

シーケンス処理から取得した Raw data を、インデックスアダプターシーケ

ンスと低品質の読み取りのフィルタリングで処理した。 

これらの RNA-Seqとデータ処理は、BGI Hongkong Tech Solution GS Lab

（BGI, Hong Kong, China）に外部委託した。 

 

Data analysis： 

各遺伝子 mRNA の発現レベルを決定するために、シーケンスデータの各読み

取りを CLC Genomics Workbench（Qiagen）のヒトゲノムにマッピングした。

GeneSpring 14.9.1（Agilent）で各遺伝子 mRNAの発現レベルを分析し、膵管

癌細胞、PanIN、膵管上皮細胞間の RNA 発現が有意な差を示した 751遺伝子を

抽出した。これらの遺伝子 751個について、IPA（Qiagen, Redwood City, CA, 

USA）を使用して Pathway解析を行った。 

 

（２）結果 

IPA between PanIN and PDAC from 5 clinical samples showed an importance of IFN 

signaling pathway： 
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PDACの発生機序を研究するため、5例の PDAC患者で RNA-Seqを行った（表

1）。さらに非癌部・PanIN・癌部の RNA 発現を IPA解析で行なった（図 2）。 

今回、癌の発生・進展に関与する分子の検索を目的としていることから、

PanINと PDACの RNA発現比較の IPA解析に着目していたが、IFNシグナル伝達

経路の重要性が示された（表 2,3）。PanINと PDACの間で主に動いていた

Pathway 5経路のうち 4経路は、IFN を含む免疫シグナル伝達経路と自然免疫

関連シグナル伝達経路に関連していた（表 2）。  
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第４章 膵癌細胞株（in vitro）における IFNの作用 

（１）対象と方法 

Cell lines and reagents： 

ヒト膵癌細胞株 Panc-1および SUIT-2[71]を、ペニシリン 100 U/mL・ストレ

プトマイシン 100μg・10％胎児ウシ血清を添加した Roswell Park Memorial 

Institute（RPMI）-1640（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）にて、37℃, 

5％CO2の条件下で培養した。IFNα-2a、poly(I:C）、ソラフェニブ、およびレゴ

ラフェニブは、それぞれ Sigma-Aldrich、Imgenex（San Diego, CA, USA）、AdooQ 

Bioscience（Irvine, CA, USA）および Cayman Chemical（Ann Arbor, MI, USA）

から購入した。TLR3に対する small interfering RNA（si-TLR3）[sc-36685]お

よびコントロール siRNA（si-C）[sc-37007]は、Santa Cruz Biotechnology（Santa 

Cruz, CA, USA）から購入した。 

 

RNA extraction, cDNA synthesis and PCR array for TLR-associated signaling pathway-

associated pathways： 

ヒト膵癌細胞株 Panc-1及び SUIT-2を、IFNα-2a 0.1μg/mL を加えたものと

加えなかったものでそれぞれ 24 時間培養した。その後細胞から RNA を RNeasy 

Mini kit（Qiagen, Hilden, Germany）を用いて抽出し、RNA 濃度は NanoDrop

（Thermo Scientific, Tokyo, Japan）で測定した[72]。 RT2 First Strand kit

（Qiagen）と GeneAmp PCR system 5700（Applied Biosystems, Foster, CA, USA）

を用いて、それぞれ RNA 1.0μg から cDNAを合成した[72]。TLR関連シグナル伝

達経路は、RT2 profiler PCR array 及び 7500 Fast Real-Time PCR system

（Applied Biosystems）を用いて分析した。分析は Web-based で行い、Raw data
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を正規化するためにフルパネルから自動選択で参照遺伝子を選択した[72]。 

Cell proliferation and cytotoxic assay： 

細胞増殖を評価するために、 dimethylthiazol carboxymethoxyphenyl 

sulfophenyl tetrazolium（MTS）アッセイを、CellTiter 96 Aqueous One-

Solution cell proliferation assay（Promega, Madison, WI, USA）を用いて

行った。各 well の 490 nm での吸光度を iMark Microplate Absorbance Reader

（Bio-Rad, Tokyo, Japan）で測定した[72]。 

 

Wound-healing scratch assay： 

細胞を 60 mm dishで 90％ confluence になるまで培養し、p-200ピペットチ

ップの先端で dish 上にスクラッチを作成した[73]。前述の試薬類を加えた上で

スクラッチ後と 48時間までの時点で、細胞を顕微鏡で観察した（BIOREVIO BZ-

9000, Keyence, Osaka, Japan）。スクラッチ上での細胞の遊走は、コントロー

ルでのスクラッチ幅を 1と見なし、比率で計算した[73]。 

 

Transfection of siRNA： 

トランスフェクションの 24時間前に、細胞を 6 well plate に 1.5×105/well

で播種した。Effectene transfection reagent（Qiagen, Hilden, Germany）を

用いて、細胞に 50 nM si-TLR3または si-Cをトランスフェクションした[71]。

トランスフェクションの 48 時間後、IFNα（0.05μg/ mL）±レゴラフェニブ

（1μM）を添加した。トランスフェクション 96時間後、細胞増殖を評価するた

めに MTSアッセイを実施した。 
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Statistical analysis： 

データは平均±標準偏差（SD）として示した。統計分析は、両側スチューデン

ト t 検定またはカイ 2 乗検定を行った。p <0.05 を統計的に有意な差と見なし

た。統計分析は、DA Stats software version PAF01644（NIFTY Corp., Tokyo, 

Japan）を使用した。 

 

（２）結果 

IFNα inhibits cell viabilities of human pancreatic cancer cell lines： 

一般に、IFNはヒト固形がんに対して抗腫瘍効果がある[57]–[61]。一方、

膵管癌は、I型 IFN受容体を発現する[49]。そこで、ヒト膵癌細胞株の細胞増

殖に対する IFNα の影響を調べた。図 3に示すように、MTS アッセイでは、コ

ントロールと比較し、IFNαが Panc-1と SUIT-2の細胞増殖を抑制していた。 

 

IFNα inhibits cell migration of human pancreatic cancer cell lines： 

ヒト膵癌細胞株の細胞遊走能に対する IFNαの影響を調べるために、IFNα

を加えた際のヒト膵癌細胞の Wound-healing scratch assay も行った。図 4に

示すように、Wound-healing scratch assay の結果は、IFNα 処理がコントロ

ールと比較して、Panc-1と SUIT-2の両方の遊走能を抑制することを示した。

したがって、IFNα はヒト膵癌細胞株の細胞増殖と細胞遊走能を阻害するた

め、IFNシグナル伝達経路が膵癌の発癌進展に関与していると考え、さらに分

子機構を調べた。 

 

Upregulation of TLR3, CXCL10, and MYD88 in human pancreatic cancer cell lines 
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treated with IFNα: 

井田・細沼らは、IFNα/β受容体ノックアウトマウスと交配したポリオウ

イルス受容体トランスジェニックマウスを作成し、ポリオウイルス感染後 3日

目に膵臓でポリオウイルスが非常に高い力価を示したことを認め、膵臓におけ

る IFNシグナル伝達経路の重要性を示した[74]。そこで、我々はヒト膵癌細胞

における TLRシグナル伝達経路を含む自然免疫に対する IFNα の影響を調べ

た。Panc-1および SUIT-2 に、IFNα を加えたものとコントロールで細胞 RNA

を抽出し、リアルタイム RT-PCRアレイを使用して、TLRシグナル伝達経路に対

する IFNαの影響を調べた（表 4-7、および図 5）。 

Panc-1と SUIT-2それぞれで IFNα を加えたもので、90 個の遺伝子のうち、

11個と 5個の遺伝子で有意な発現増加を認めた。TLR3、CXCL10 および MYD88

の mRNAは、両方の細胞株において共通に IFNαを加えた場合に有意に発現が増

加していた（表 4,5）。 IFNαによって発現が抑制された遺伝子に関しては、

IFNA1および RIPK2 mRNA は SUIT-2では大幅に発現が抑制されたが、Panc-1で

は遺伝子は発現が抑制されなかった（表 6,7）。 

 

IFNα enhances the cytotoxicity of TKIs in human pancreatic cancer cell lines： 

進行性膵管癌患者に対しての TKI単独療法は臨床効果が限られていることが

わかっているため[75]、IFNα併用により TKIの細胞増殖抑制作用が増強する

かどうかを in vitro で調べた（図 6）。 Panc-1（図 6A）と SUIT-2（図 6B）で

は、TKIと IFNα の単独療法と比較して、TKIと IFNαの組み合わせが細胞増

殖抑制作用を有意に増強することを確認した。 

 

TLR3 ligand poly(I:C) enhances the cytotoxicity of TKIs in human pancreatic cancer 
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cell lines： 

TLR3リガンドである poly(I:C）が in vitroで TKIの細胞増殖抑制作用を増

強するかどうかについても調べた（図 6）。 TKIと poly(I:C）の組み合わせ

は、Panc-1（図 6A）と SUIT-2（図 6B）での TKIまたは poly(I:C）単独と比較

して、細胞増殖抑制作用を有意に増強した。興味深いことに、TKIs /IFNαの

組み合わせと TKIs / poly(I:C）の組み合わせとの間には差を認めなかった

（図 6）。 

 

Small interfering RNA (siRNA) for TLR3 attenuates the cytotoxicity induced by IFNα 

and regorafenib in human pancreatic cancer cell lines： 

Panc-1では、IFNαの細胞増殖抑制作用は、si-C（1.0±0.019）と si-TRL3

（1.0±0.037）をトランスフェクションした細胞間で有意差はなかった。しか

し、IFNαとレゴラフェニブの細胞増殖抑制作用は、si-C（0.89±0.023、

p<0.05）と比較して、si-TLR3でトランスフェクションした Panc-1

（1.0±0.032）で減弱していた。  

SUIT-2では、IFNαは、si-C（1.0±0.060）と比較して、si-TRL3で

（1.1±0.027）有意差はなかったが、IFNαとレゴラフェニブの組み合わせで

は、si-C（1.0±0.024）と比較して、si-TLR3で（1.1±0.042）で減衰してい

た。内因性 TLR3 のノックダウンによって、IFNαの細胞増殖抑制作用は変化し

なかったが、IFNα とレゴラフェニブの組み合わせによって誘発される細胞増

殖抑制作用は減弱した。 
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第５章 考察 

本研究では、FFPE検体を用いた RNA-Seqによって IFNシグナル伝達が癌進

展に関与している可能性があることと、さらにヒト膵癌細胞株での検討によっ

て、IFNおよび TLR3シグナル伝達経路がヒト PDACの治療標的となる可能性が

あることを明らかにした。 

PanINは、前癌病変の 1つとして認識されている。本研究における 5症例の

RNA-Seqによる IPA解析は、PanINと PDACの間で有意差を認めた IFNシグナル

伝達経路が発癌に潜在的な役割を果たすことを示唆している。また Interferon 

alpha 2 (IFNA2)、Promyelocytic Leukemia (PML)、IFNα、IFN Lamda 1

（IFNL1 / IL29）、および Interferon Regulatory Factor 7 (IRF7)が、5経路

の上流制御因子として抽出された（表 3）。 IFNα受容体を介したシグナル伝

達の活性化は、発癌遺伝子の 1つである Pancreatic adenocarcinoma 

upregulated factor（PAUF）を誘発し、腫瘍溶解性パルボウイルス H-1の感染

に対して PDACに耐性をもたらす[76]。 Swaydenは、膵癌細胞の MIAPaCa-2に

おいて、PMLタンパク質の SUMOylating の変化がゲムシタビンおよびオキサリ

プラチン耐性の両方に関連することを示した[77]。 IFNL1 はまた、Cyclin-

dependent kinase inhibitor 1（p21）および Bcl-2-associated X protein

（Bax）の発現上昇を通じて、膵癌細胞 Pan-48に抗腫瘍効果を示す[78]。マウ

ス PDACモデルでは、I型 IFN制御因子である IRF5、IRF7、STAT1および STAT2

のプロモーターに MYC / MIZ1の複合体が結合することで発現を抑制し、I型

IFN経路が抑制されることが報告されている[79]。IFNレギュレーターの抑制

解除により、B細胞およびナチュラルキラー（NK）細胞の膵臓腫瘍への浸潤が

可能になり生存率の向上も示されている[80]。これらの報告から IFNシグナル

伝達の回復は、PDAC患者の転帰改善に寄与する可能性がある。 
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我々の in vitro の検討では、IFNα がヒト膵癌細胞株の細胞増殖および細

胞遊走を抑制することを観察した。PDAC に対する IFN治療の使用については長

い歴史がある。 PDACの患者では、NK 細胞活性および IFN 産生に欠陥があり、

これらの欠陥が PDACの急速な侵襲性および転移増殖に寄与していると想定さ

れている[48]。以前の研究では、in vivo での IFNα-2bとドキソルビシンの組

み合わせの治療に対して抗腫瘍効果が示されている[51]。また、IFNαと 5-フ

ルオロウラシル（5-FU）の併用療法についての報告もある[52], [53]。IFN併

用療法により抗がん剤治療が無病期間を延長する可能性もあるが、これ等の併

用療法には有意な毒性がある[54]–[56]。IFNαは、HuP-T3、HuP-T4、MIA-

PaCa-2、および BxPC-3を含むヒト膵癌細胞で成長阻害を示すことが観察され

ており[50]、我々の検討でも細胞株は違うが同様の結果を得られている（図

3）。 

また、IFNαがヒト膵癌細胞の TLR シグナル伝達経路に影響を及ぼし、ヒト

膵癌細胞株において TLR3発現を増加させており、TLR3が IFN治療後の潜在的

な遺伝子の 1つであることも確認した。近年、腸内細菌叢が膵癌に影響してい

るという報告があり[81], [82]、TLR4 の関与が想定されたが、実際にヒト膵癌

細胞株で活性化されていたのは TLR3 であった。IFNの影響下での結果であるた

め、TLR4の活性がマスクされた可能性もあるが、TLR3の ligand として

poly(I:C)のほか、腫瘍細胞自体がネクローシスに陥った際の RNAが報告され

ており[65]、IFN シグナルによって死滅した細胞からの RNA によって TLR3が誘

導された可能性も否定できない。 

今回、IFNと同様に、poly(I:C）がヒト膵癌細胞株の TKI による細胞増殖抑

制作用を増強するという新しい発見もした。さらに、TLR3 の siRNAは、ヒト膵

癌細胞で IFNα とレゴラフェニブによる細胞増殖抑制作用を減衰させることも

確認した。 
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ヒト肝細胞では、poly(I:C）などの二本鎖 RNAによって引き起こされる宿主

防御機構は、RIG-Iと IFIH1 / MDA5、TLR-3シグナル伝達経路によって構成さ

れている[13]。 RIG-Iと IFIH1は、RIG-I-like receptor（RLR）ファミリーの

メンバーであり、RNAリガンドを介して活性化すると、PDAC 細胞の成長阻害ま

たはアポトーシスを誘導する可能性がある[83]。 RIG-Iまたは IFIH1シグナル

は、PDACに対して強力な抗腫瘍効果をもたらす可能性があるが[84]–[88]。今

後これら 2つの分子については調べる必要がある。 

IFNαは、Sp1 / Sp3 による VEGF 遺伝子転写阻害から生じる抗血管新生作用

を通じて、抗腫瘍効果をもたらす[89]。 IFNαとゲムシタビンの組み合わせ

は、腫瘍関連内皮細胞にアポトーシスを誘導し、ヌードマウスに移植したヒト

膵癌細胞の増殖を阻害する[90]。 PDAC では、上皮成長因子受容体［Epidermal 

Growth Factor Receptor（EGFR）］と受容体型チロシンキナーゼ［tyrosine-

protein kinase Met（cMET）］が、それぞれ〜60％と 27-60％のケースで過剰発

現することが示されている[91]。一部の TKIは、化学療法の二次治療として使

用される場合があるが、興味深いことに、IFNαと poly(I:C）は、ヒト膵癌細

胞株における TKI 誘発細胞増殖抑制作用を増強する（図 6）。今回使用した TKI

であるソラフェニブ・レゴラフェニブに共通した標的である増殖因子受容体

［platelet-derived growth factor recptor (PDGFR)］のシグナル伝達が前述

の経路に影響を及ぼしている可能性がある（図 1）。 

本研究では、TLR3シグナル伝達の増強がヒト膵癌細胞株に対して強力な細

胞増殖抑制作用をもたらすことも観察した（図 6）。これは、以前の研究[68]の

知見を裏付けている。一般に、IFNα は ISGを誘導するが、TLR3をノックダウ

ンした細胞では IFNαの細胞増殖抑制作用による影響は観察されなかった。

TLR3の転写調節は IRF1と IRF2に依存する[92]。これらの影響を検証するに

は、さらに調査が必要である。 
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C型肝炎ウイルス（HCV）による慢性肝疾患の患者の肝細胞癌のサーベイラ

ンスにおいて、一部の患者で比較的早期の PDACが発見診断された[93]。最近

HCVの治療法として導入された Direct Acting Antiviral（DAA)は、急速な HCV

クリアランスと血清 IFNレベルを含む免疫状態の変化を引き起こす可能性があ

る[94]。DAAの影響が、PDACの発生に関連している可能性があり、DAA治療後

は膵臓にも細心の注意を払うべきである[93]。 

本研究では、膵臓の FFPE検体から LMD法を用いて RNA-Seqを行うことで、

長期保存されていた検体でも標的病変から RNAを抽出し発現を評価することを

示した。しかしながら、検体数は限られているため有意な発現差の見られる単

一遺伝子の同定まではできていない。また、IFNと TLR3シグナルが癌の進展に

関与しており、治療標的となることは示せたが、細胞株で得られた結果であ

り、また、なぜ IFNによって TLR3が誘導されたかに関しては、今回の実験の

みでははっきり示せていない。RIG-I と IFIH1 / MDA5のシグナルの動きや、

TKIとの併用での作用機序、2つの細胞株で結果に差異が出たことなどに関し

ての検討は行っていない。今後の検討課題である。 
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第６章 結論 

FFPE検体の標的病変から抽出した RNAから RNA-Seqが可能であることを示

した。さらに PanIN と癌部の RNA発現において、RNA-Seqの結果から IFNシグ

ナル伝達経路が抽出された。PanINから癌への進展に IFNシグナル伝達経路が

関与している可能性が示唆され、IFN シグナル伝達経路は PDACにおいて治療標

的であることを再確認した。また、ヒト膵癌細胞株においての検討で IFN投与

によって TLR3を含む自然免疫シグナル伝達経路が活性化されていることを示

した。さらに TLR3 アゴニストが TKI の作用を増強する可能性を示した。 
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表 Table  

表１. Characteristics of patients with pancreatic cancer in the present study. 

Case 

No. 

Age 

(years) 

/gender 

Site Size of 

Tumor 

(cm) 

Histological 

type 

Pathological 

staging 

Type of surgery 

1 77/male Head 1 Tub2 T3N0M0 Pancreaticoduodenectomy 

2 72/male Head 2 Tub2 T2N1M0 Pancreaticoduodenectomy 

3 64/female Body 1 Tub2 T1N0M0 Distal pancreatectomy 

4 77/male Body 1 Tub2 T1N0M0 Distal pancreatectomy 

5 50/female Head 3 Tub1 T3N1M0 Pancreaticoduodenectomy 

Tub1: Well differentiated tubular adenocarcinoma; Tub2: moderately differentiated 

tubular adenocarcinoma. 



 28 

表 2.  Ingenuity pathway analysis between PanIN and PDAC. Top canonical pathways. 

Pathways p-Value 

Interferon (IFN) signaling p<00.1 

Activation of IRF by cytosolic pattern 

recognition receptors 

p<00.1 

Oleate biosynthesis II (animals) p<00.1 

Antigen presentation pathway p<00.1 

1,25-dihydroxyvitamin D3 biosynthesis p<00.1 

 

表 3.  Ingenuity pathway analysis between PanIN and PDAC. Top upstream regulators. 

Regulators p-Value Predicted activation 

IFNA2 1.33E-13 Activated 

PML 4.93E-12 Activated 

IFNα 8.98E-11 Activated 

IFNL1 1.22E-10 Activated 

IRF7 2.25E-10 Activated 

IFNA2: Interferonα-2; PML: promyelocytic leukemia; IFNα: interferonα; IFNL1: 

interferon lambda 1; IRF7: interferon regulatory factor 7. 
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表 4. Upregulation of Toll-like receptor-associated genes by interferon in human 

Panc-1 pancreatic cell line. 

 

Genes Fold regulation p-Value 

TLR3 23.73 0.000496 

CXCL10 6.04 0.000088 

MYD88 4.40 0.000091 

EIF2AK2 4.39 0.000282 

CSF3 3.76 0.009503 

IL6 3.61 0.125579 

IRF1 3.38 0.013580 

IFNB1 2.91 0.176126 

TLR2 2.49 0.000956 

B2M 2.48 0.000117 

IL12A 2.33 0.000829 

IL1B 2.20 0.020446 

TNF 2.15 0.001948 

TLR3: Toll like receptor 3; CXCL10: C-X-C motif chemokine ligand 10; MYD88: 

MYD88 innate immune signal transduction adaptor; EIF2AK2: eukaryotic translation 

initiation factor 2 alpha kinase 2; CSF3: colony stimulating factor 3; IL6: interleukin 6; 

IFNB1: interferon beta 1; IRF1: interferon regulatory factor 1; TLR2: toll like receptor 2; 

B2M: beta-2-microglobulin; IL12A: interleukin 12A; IL1B: interleukin 1 beta; TNF: 

tumor necrosis factor. Bold genes, threshold of fold regulation and p-values are 2 and 

0.05, respectively. 
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表 5. Upregulation of Toll-like receptor-associated genes by interferon in human 

SUIT-2 pancreatic cell line. 

Genes Fold regulation p-Value 

CXCL10 108.59 0.003353 

IFNB1 4.17 0.143835 

MYD88 3.32 0.002349 

SIGIRR 3.09 0.008038 

TLR3 2.95 0.003039 

NFKB1A 2.41 0.035116 

EIF2AK2 2.03 0.199155 

SIGIRR: single Ig and TIR domain containing; NFKB1A: nuclear factor kappa B subunit 

1. Bold genes, threshold of fold regulation and p-values are 2 and 0.05, respectively. 

 

 

 

表 6. Downregulation of toll-like receptor-associated genes by interferon in human 

pancreatic Panc-1 cell line. 

 

Genes Fold regulation p-Value 

CLEC4E -2.06 0.385352 

TLR5 -2.49 0.098818 

CLEC4E: C-type lectin domain family 4 member E; TLR5: toll-like receptor 5. Bold 

genes, threshold of fold regulation and p-values are 2 and 0.05, respectively. 
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表 7. Downregulation of toll-like receptor-associated genes by interferon in human 

pancreatic SUIT-2 cell line. 

 

Genes Fold regulation p-Value 

SARM1 -2.09 0.214029 

TICAM2 -2.10 0.064764 

MAP3K7 -2.11 0.235700 

MAP4K4 -2.15 0.150279 

ELK1 -2.23 0.190234 

IRAK1 -2.24 0.225715 

HSPD1 -2.43 0.332232 

RIPK2 -2.50 0.028921 

IFNA1 -4.64 0.013978 

SARM1: Sterile alpha and TIR motif containing 1; TICAM2: toll like receptor adaptor 

molecule 2; MAP3K7: mitogen-activated protein kinase 7; MAP4k4: mitogen-activated 

protein kinase 4; ELK1: ETS transcription factor ELK1; IRAK1: interleukin 1 receptor 

associated kinase 1; HSPD1: heat shock protein family D (Hsp60) member 1; RIPK2: 

receptor interacting serine/threonine kinase 2; IFNA1: interferon alpha 1; Bold genes, 

threshold of fold regulation and p-values are 2 and 0.05, respectively. 
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図 Figure  

図 1. 
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図 ２. 
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図 3(A) 
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図 3 (B) 

 

 

 

図 3 (C) 
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図 4 (A) 
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図 5 (D) 

図 5 (E) 図 5 (F) 
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図 6 (A) 

図 6 (B) 
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図説 Figure Legends 

図 1.  IFN および TLR3, PGDFR 伝達回路 

 

図 2.  Ingenuity pathway analysis（IPA）解析によって各病変間比較から抽出され

た Top canonical pathways. 

 

図 3. (A) ヒト膵癌細胞株に 0.05 μg/mL の IFNαを投与し MTS assay 

(Promega, Madison, WI, USA) で細胞増殖を評価した。下段写真は 120 時間後

に撮影。(B) Panc-1, (C) SUIT-2 の増殖を示した。 *は、コントロールと比較し 

P<0.05 のもので、標準偏差を誤差範囲で示した。 

 

図 4. Wound-healing scratching assay を行い、IFNα を投与した後の遊走能を評

価した。 (A) Panc-1, (B) SUIT-2. スクラッチ直後のコントロールを１とし、遊走

能を比で表している。*は、コントロールと比較し P<0.05 のもので、標準偏差

を誤差範囲で示した。 

 

図 5. IFNα を投与した際の、ヒト膵癌細胞株においての toll like receptor 関連

遺伝子の発現をみた。 (A)-(C): Panc-1, (D)-(F): SUIT-2; (A), (D): Clustergram; (B), 
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(E):2 郡間での PCR アレイ上の遺伝子発現を比較し、それらを互いにプロットし

て、散布図として視覚化した。(C), (F): Volcano Plot で、x 軸は遺伝子発現の log2、

y 軸は有意差をプロットし、有意な遺伝子発現変化を特定している。 黄丸;発現

亢進遺伝子、青丸：発現低下遺伝子; 黒丸、変化なし。 

 

図 6. ヒト膵癌細胞株に IFNα もしくは poly(I:C)を TKI と併用投与した際の細

胞増殖抑制作用を評価している。 (A) Panc-1, (B) SUIT-2 の細胞株に IFNα (0.05 

μg/mL), poly(I:C) (5 μg/mL), 各 TKI [sorafenib (1 μM), regorafenib (1 μM)]を単剤も

しくは併用で投与し 48 時間後に MTS assay で評価した。 *は、コントロールと

比較し P<0.05 のもので、標準偏差を誤差範囲で示した。#では、sorafenib 単剤

と比較し P<0.05 だった。 ##では、regorafenib 単剤と比較して P<0.05 だった。 
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