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研究成果の概要（和文）：本研究は、膵管がんの発症と進展に寄与する要因の解明を目指して実施した。
代表者は、SV40　virusに由来するT抗原がPanINに発現する状況が生じると、急速に進行する膵管がんへと進展
すること、および膵管がんに特徴的なtube forming growthが、TGFβシグナルの活性化により制御されているこ
とを明らかにした。これらは、自然に存在するポリオーマウイルスが膵管がんの発症に関与している可能性を示
唆するものであるとともに、EMTを誘導するKey Factorとして、TGFβが管状構造を形成しながら浸潤性に進展し
てゆく膵臓がん増殖のメカニズムを解明かにしたものである。

研究成果の概要（英文）：The aggressive clinical course of pancreatic duct adenocarcinoma (PDAC) 
relies on the invasive growth of cells showing the histoarchitecture of the tube form growth 
invading into retroperitoneal tissue and the nerve plexus and metastasizes to lymph nodes. Tube 
forming growth is an essential histological feature, but the appearance of PDAC is not connected 
well with the precancerous lesion, pancreatic intraepithelial neoplasia (PanIN). In this study, we 
demonstrated that the induced expression of SV40 tsA58 large T antigen with KrasG12D developed 
pancreatic intraepithelial neoplasia to PDAC, and elucidated that the activation of TGF-β signaling
 plays an important role on the tube forming growth.

研究分野：実験病理学
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１．研究開始当初の背景 

すい臓がんの臨床病理学的特徴は、

catastrophe と表現される急速な進展である。

膵管がん発生は、kras 遺伝子変異と関係した

前がん病変 PanIN の出現を起点とし、p53 や

Arf/Ink4a、Smad4 のがん抑制遺伝子における

変異が生じて蓄積することで進展する。前が

ん病変は、悪性形質を段階的に獲得してゆく

ことでがん（Pancreatic Duct Adenocarcinoma: 

PDAC ） へ と 進 み 、 PanIN-PDAC Linear 

Pathway(図 1 経路 A）と表現される。 

２．研究の目的 

膵管がん発症モデルマウスは、遺伝子改変技

術を用いて KrasG12D 等を膵臓上皮に発現させ

ることで作成されており、前がん病変 PanIN

の出現が必発である。これまでに作成されて

いるこれらモデルマウスは、臨床病理学的に

catastrophe と表現される、ヒトすい管がんに

特徴的な急速な進行が十分に再現されておら

ず、がんの急速な進行メカニズムの解明を十

分に達成できているとは言い難い。そこで研

究代表者らは、KrasG12D とともに温度感受性

SV40 ウイルスに由来する tsA58 large T antigen 

(T 抗原)を共発現させた遺伝子改変マウスを

作成し、報告している(Yamaguchi T, & Ikehara 

Y. J Pathol. 2014)。T 抗原を発現させたこのモ

デルは、遺伝子変異の生じた膵組織にポリオ

ーマウイルス感染によって生じる p53 の機能

阻害を想定したものであったが、マウスは生

後すぐに膵管がんを発症してがんが急速に進

行し、死亡した。そこで当該マウスを出発点

に、Cre/loxP 依存的かつ Tet-On 依存的に T 抗

原を発現するマウスを作成して、PanIN から

膵管がんが生じるかどうか、そして急速な進

行を遂げるかどうかを明らかにする研究を開

始した。並行して、生じる膵管がんの生物学

的悪性度を評価するため、上皮間葉系変換

Epithelial Mesenchymal Transition(EMT)につい

ての理解を進めることとした。以上より本研

究では、1) PanIN が、急速に進行する難治性

膵管がんの発生母地となるかどうかを明ら

かにすること、そして膵管がんにおける

2)EMT のメカニズム解明を研究目的として

いる。 

３．研究の方法 

１）Cre/loxP 依存的かつ Tet-On 依存的に T 抗

原発現する①のアリールを保有するトランス

ジェニックマウスを作製した。C57BL/6J マウ

スへバッククロスを行った後に、掛け合わせ

によって①から④のアリールを持つマウスを

生産して解析を行った。 

①から④のアリールを持つ 8 週齢の成体マ

図 1 膵臓がん発生の経路 

図 2 新しく作製したマウスモデル。上段：Cre-

loxP 組換えが生じる前。下段：Cre-loxP 組換

え後に krasG12D が発現する。T 抗原の発現

には Dox の投与が必要。 
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ウス（図 2 下段）においては、ドキシサイク

リン(Dox) 非投与下で PanIN を生じているこ

と、そして Dox 投与によって T 抗原の発現が

誘導されることと膵管がんを速やかに発症す

るかどうかを検討した。 

２）KrasG12D と T 抗原を共発現させた遺伝子

改変マウスにおいて発生した膵管がんより培

養細胞株を分離し、三次元(3D)培養下で観察

される管状構造形成を伴う増殖(Tube forming 

growth)について、EMT との関連性を想定し

た解析を行った。 

４．研究成果 

1) PanINは、急速に進行する難治性膵管が

んの発生母地となる 

本研究では、Dox 投与依存性に tsTAg を発

現する遺伝子改変マウスを作製して解析し、

PanIN が直接的に癌化する事を見出した (図

３)。作製したマウスは、図２に示した①から

④のアリールを保有しており、KrasG12Dを発現

する膵組織に PanIN を生じる。同マウスは、

140 日以上の飼育を続けても膵管がんの発症

を認めなかったのに対し、Dox 投与の状況で

は、生じた膵管がんによって投与開始から 2

週間以内に死亡した。組織学的には、Dox 投

与開始の 3 日目に、PanIN は高度異形上皮も

しくは Carcinoma In situ(CIS)病変へと変化し

た(図３上段)。Dox 投与開始後 5 日目では、微

小浸潤がんが観察され(図３下段)、その後は

Dox 投与開始後 14 日までに、すべてのマウス

が死亡した。これらの事から、作製したマウ

スに生じた膵管がんは、catastrophe と表現さ

れるヒトすい管がんの臨床病理学的特徴を再

現していると考えている。 

 研究代表者が先に作成し、J Pathol. 2014 に

報告した膵管がんを発症するモデルマウスは、

生後すぐの発がんであるため、高齢者に多い

事を特徴とするヒト膵管がんを再現している

とは言い難いものであった。しかしながらこ

のたびのトランスジェニックマウスは、

Cre/loxP 依存的かつ Tet-On 依存的に T 抗原を

成体マウスに発現させることが可能となった

ため、Dox の投与により発現誘導された T 抗

原によって、PanIN が成体マウスで癌化する

ことを再現できたと考えている。このことは、

図 1 における経路 B において始点が PanIN で

あることを明確に示すものであり、膵管がん

の発生の瞬間を捉えたことを意味する。 

2) EMTメカニズムの解明 

図３ 上段：PanIN(左)は、Dox 投与開始後

(右)に、異形上皮へと変化する。下段左は

Dox 投与後 5 日目にみられた初期の膵管が

んで、投与開始後 7 日目(下段右)には、膵臓

全体に広がる。 

図４ 三次元培養で再現される Sphere と

Tube forming 増殖。上段は親株、中段と

下段はそれぞれ親株よりクローニング分離

した細胞株。 
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作製したマウスより複数のがん細胞株と不

死化細胞株を樹立し、コラーゲン内で 3D 培

養してタイムラプスイメージングで追跡した。

いずれの細胞株も sphere に加えて tube 構造が

混在することを見出した(図 4 a-d)。また、こ

れらの細胞株は、いずれも培養時に TGFβ を

添加することで Sphere 構造が減少し、管状構

造を形成しながらの浸潤性増殖が増加するこ

とを見出した。 

そこで、限界希釈法を用いて、膵管がん細

胞株および不死化膵管上皮細胞株の両方から、

それぞれ tube forming clone と sphere forming 

clone に分離し、DNA アレイを用いた遺伝子

発現解析を実施した。その結果、tube forming 

clone は sphere forming clone に比べて、TGFβ

シグナルの標的となる分子発現が亢進してい

たことが明らかになった。そこで、tube forming 

clone に TGFβ シグナル阻害剤を加えて培養し

たところ、管状構造が消失して sphere を形成

するようになった(図５d-f)。このとき TGFβ を

添加して培養すると、管状構造形成 が回復し

た (図５g-h)。これらのことは即ち、3D 培養

下において再現される管状構造形成は、TGFβ

シグナルの活性化に依存しており、TGFβ シグ

ナルの減弱は Sphere 形成性に、TGFβ シグナ

ルの増強は tube forming の誘導に寄与するこ

とを示しているといえる。 

TGFβ シグナルの活性化に依存して出現す

る管状構造形成と、TGFβ シグナルの減弱によ

って出現する Sphere 形成は、超微形態学的に

は上皮性消失と回復を意味する(図６)。TGFβ

阻害剤LY36497処理によって生じた Sphereで

は、tight junction や microvilli の出現など上皮

性の特徴的な構造を確認できるのに対し、

sphere forming clone に対する TGFβ 処理は、

上皮性構造の消失をもたらした(図６)。 

これまでに行われた膵管がん発生に関す

る一連の研究は、膵臓上皮特異的に遺伝子発

現を誘導する Pdx1 プロモータなどを利用し

た Cre/loxP 遺伝子組換え技術であり、KrasG12D

の発現誘導と p53 遺伝子の除去を行う PKCマ

ウスの使用を基軸に、種々の遺伝子変異を生

じさせた多段階のがん進展メカニズムを検

討するものである(Morris J.P. Nature Review 

Cancer. 2010; 10(10): 683-95)。ここでは、①

reprogrammed (または metaplastic) ductal cell

の出現、②PanIN の出現、③PDAC の出現よ

りなるスキームを想定しているが、PKC マ

ウスに生じた膵管がんは、他のマウスモデル

に生じた大腸や肺のがんと比較しても、

図 5 TGFβ阻害剤〔LY36497〕処理で、管状

構造形成は停止する 

図 6  TGFβ処理は上皮性の消失を促し、阻害

剤 LY36497 の処理は上皮性の出現を促した 
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catastropheな進展を遂げているとは言い難い。

これに対して、我々の研究が示すところは、

SV40 virus に由来する T 抗原が PanIN に

発現する状況が生じると、急速に進行する膵

管がんへの進展を促進するというものであり、

自然に存在するポリオーマウイルスが発がん

リスクとなることを示している。加えて、膵

管がんに特徴的な tube forming growth は、

TGFβ シグナルの活性化で制御されているこ

とを明確にしている（図７）。そして、ヒト膵

管がん組織において、TGFβ は EMT を誘導す

る Key Factor として、管状構造を形成しなが

ら激しい浸潤性増殖を制御する役割を担うな

ど、進行がんにおける生物学的悪性度の既定

に寄与していることを明らかにできたと結論

する。 
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