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ASF-4-1 fibroblast-rich culture increases chemoresistance and mTOR expression 

of pancreatic cancer BxPC-3 cells at the invasive front in vit1・o,and promotes 

tumor growth and invasion in vivo 

In vitroにおいて、 IJ草！臓描細胞 BxPc-3と線維芽細胞 ASF-4・1を共培長すると、）］重抑先端部では化

’ア：療法J抵抗i{I；の附｝Jllと mTOR発現の冗逃がみられ、さらに invivoにおいては版協明舵と浸潤が

促進された。
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主論文の要約

導入

大JI易怖や早期乳拙においては、 ；府創llJI包と li'\J 賀高111 !1包の；則合が予後と相l~Jすると言われているが、 ll草

臓脳において間質細胞比と版協促進の｜則係性についての報告はない。ll革l臓胞で、 問自白lllJI包比が変化

することで感性度がどのように変化するか検l付する。

背景

癌生物学において、結微小環境は非常に重要な概念である。癌微小環境とは、癌細胞と細胞外基

質、及びIm質細胞によって構成され、これらの相瓦作用によってJI重協細胞は刑殖し、泣澗が起きる。

また、府lτ]I上皮癌では 3D培養探境において、線＊－It芽細胞がJI霊場浸潤を誘導することが証明されて

おり、 IJ草！脳姑でも間質線維芽細胞が）］重協進展を促進することが分かつている。細胞機能や相互作用

の解析には、 3D培養環境が invivoや体内での焔微小環境をより反映しているため有用である。

腿1~族出は浸潤先端部において脱分化した腫痕k:l ll胞の小クラスター（1 ・5 個の細胞）と定義される

が、食道癌や結JJ易直）｜易癌と同様に膝臓癌においても独立した予後因子となっている。IIill協族出は転

移結Niと密接に関連し、上皮問葉転換（epithelial-mesenchymaltransition; EMT）を起こして腫癖



浸潤を促進することが分かつている。 目撃臓癌において、線維芽細胞数が増えれば族出が増加するか

どうかを検討する。一方、 Mammaliantarget of rapamycin(mTOR）はリ ボソームでのタンパク合

成を調整することで細胞の大きさを調整するが、 mTOR発現充進と腫協進展、化学療法抵抗性と

の関連が明らかとなっている。

目的

今回我々は、勝JI蔵姉において、間質細胞比が増加することで、悪性度が増加するかどうかを研究し

た。体内で・の癌微小環境を模倣するため、勝臓癌細胞 BxPC-3とヒト皮膚線維芽細胞 ASF-4・1を

細胞外探質コラーゲ、ンゲ、／レ使用下で 3D共培養を行い、線維芽細胞比を変化させた｜燃にllifi:m族出や

mTOR発現、並ひ’に化学療法抵抗性がどのように変化するかを検討することで悪性度の変化を評

価した。

方法

ヒト隣l臓癌品lll!J包 BxPC- 3 と ヒ 卜皮脂線~；jJ~芽細胞を使用し、培養を行った。 Matr培elとAtelocell

を i:3の割合で混合したものを Bμm 孔の CellCulture Insertに分注し、 24穴プレートの well

上に留置した。 37°Cで 1時間待ち、 CellCulture Insert内の混合ゲノレが凝固してから

_RPMI-1640(10%1ウシJJ台児.do.ii'r(FBS）とpenicillinを加えたもの）をCellCulture Insertの下の well

に 500μ1分注し、 well内の mediumに CellCulture Insertが半分程度浸る状態と した。また、

100μ m で l.OxlOG個となるように FBSを加えていない RPMI-1640で調挫した BxPC-3と

ASF-4・1を、 比を1:1（白broblast-poor）、1:3(fibroblast・rich）と変えて CellCulture Insert内の混合

ゲ、ノレ上に散布した。その後 48ll寺11:0培養してから顕微鋭で形態を観察し、混合ゲ．／レと)J車協塊をまと

めて 10%ホノレマリンに 611キ問浸透させ、 HOLDGELで固めてパラフィン固定を行った。ブロ ック

を 3μmの厚さで締切し、へマトキシリンエオジン染色や免疫染色を行った。使用抗体は CK-18、

E・cadherin、M30CytoDEATH、vimentin、MIB-1、CD31、mTOR抗体で、 mTOR阻害斉ljには

ラパマイシンを、抗姉斉ljはゲムシタピンを使用 した。IG-67indexはMIB-1染色を施行して測定し

た。mTORの染色評価は)J車協先端部で染色絶問、染色強度をスコア化し、 比較検討した。

マウスはオスの SCIDマウス（severecombined immunodeficiency mice)8週のものを使用し、

無菌室で 12時間侮の日!11cl、及び自由な食事、水分を与えた。BxPC-3(1.0xlOG個）とASF-4・1を 1:1、

1:3の割合で前述の方法で 3D共培養し、 48n寺間後の)Jill抑塊を背中の皮下に移植した。移植後 4i盟、

6週、 8週、 10週で 5匹ずつ殺処理を co21政入で行し，， IJ重協を摘出して比較検討を行った。

結果

線維芽細胞の比率が高い共培養での BxPC-3の方が、線維芽細胞の比率が低い状態で共培養した

BxPC-3よりも腫揚族出が多く観察され、 細胞が有意に大きく、 nmm先端部では mTORの発現上

昇が見られた。また、ゲムシタピンに対して而村主を示した。 さらに、mTOR阻害剤であるラパマ

イシンを加えると、腫務先端部での腿蕩浸潤が抑制され、先端部で、は有意に MIB-1indexが低値

となった。Invivoにおいては、線維芽細胞の比率が高い共培養での BxPC-3移植片の方が、線維

芽細胞の比率が低い状態で共培養した BxPC-3移植片と比較して、移植後 6週、 8週、 10週いず

れにおいても MIB-1indexが高値を示し、細胞には核異型や多型が目立ち、属平上皮への分化や



神経周囲侵襲が見られた。 血管新生については CD31陽性細胞をカウントしたが、有意な差は認

められなかった。

土士苦心、’1ロ日間

府；j蹴癌細胞 BxPc・3と高量の線維芽細胞 ASF・4・1を共培養すると、随時先端部において族出の増

加、 mTOR発現上昇、化学療法低抗性の増加が見られ、 invivoにおいても腿・協噌殖と浸潤が促進

された。以上から、invivo in vitroいずれにおいても、高丑－の線五jf,芽細胞と共培養した BxPC-3

細胞は、低盆の線車u：芽細胞と共培養 したBxPC-3中111!1包に比較すると感性皮が高い可能性が示唆され

た。


