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研究成果の概要（和文）：本研究では、膵癌発生から転移形成までの段階的進展に伴って重積する遺伝子変異を
膵癌自然発生マウス及び次世代シークエンサーを用いて解析した。肝転移を形成した個体では、膵原発にみられ
た遺伝子変異が発癌初期の段階で末梢血中にもCTCとして検出され、週齢が進むにつれmutationが蓄積すること
を明らかにした。さらにヒト膵癌組織から樹立した膵癌オルガノイドDNAに対してTargeted DNA sequencingを行
い、マウスモデルで抽出したmutationと比較しヒトにおいて転移・浸潤能の獲得に関わるmutationの抽出を行っ
た。

研究成果の概要（英文）：We analyzed gene mutations that overlap during the stepwise progression from
 pancreatic cancer development to metastasis formation using genetically engineered mouse model and 
next-generation sequencers. In cases with liver metastases, genetic mutations found in primary 
pancreatic cancer were also detected in CTCs of peripheral blood in the early stage of pancreatic 
cancer, and mutations accumulated as the cancer progressed.  Next, we performed targeted DNA 
sequencing on pancreatic cancer organoids established from human pancreatic cancer tissues to 
extract mutations related to the acquisition of metastability and invasiveness in human through the 
comparison with mutations extracted from mouse models.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 膵癌　次世代シーケンサー　NGS解析　KPCマウス　CTC　オルガノイド　heterogeneity

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
前癌病変から癌化、転移や播種に至る各段階における遺伝子変異蓄積を詳細に検討し、さらにヒト検体に対して
validationを行うことによって膵癌悪性度の大きな要因の一つである転移・浸潤に関わる遺伝子変異を絞り込む
ことができた。これら候補遺伝子変異による癌細胞の性質変化を捉えることは、膵癌進展の各段階における標的
治療の開発につながると考えられる。また、この結果から末梢血中癌細胞からの遺伝子変異抽出によってゲノム
レベルでの膵癌進展段階評価が可能となり、さらには各段階に適した標的治療法を選択するといった膵癌におけ
る個別化治療を強く推しすすめる可能性を秘めている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

膵癌は症状が出にくいため早期診断が困難で、予後は非常に悪い。そのため、膵癌予後改善の

ためには、発生から浸潤転移に至るまでのそれぞれの段階における分子細胞学的変化に基づい

た診断・治療法を開発することが急務である。膵癌は、PanIN (Pancreatic intraepithelial 

neoplasia)と呼ばれる前癌病変が知られており、KRAS をはじめとする遺伝子変異から

CDKN2A, TP53, SMAD4 など種々の遺伝子変異やコピー数異常が蓄積し癌化するといった多

段階的プログレッションモデルが広く認知されているが、現状では膵癌早期発見手法の確立は

なされていない。それは、癌組織内の遺伝子変異が均一ではなく、同一細胞内に多数の変異が起

きている遺伝子をコストや精度の観点からに不十分であることが一因であったと考えられるが、

近年実用化が進んでいる次世代シークエンス（NGS; Next Generation Sequencing) と膵癌自然

発生遺伝子改変マウスやオルガノイドといった膵癌プラットフォームを併用すれば、微小環境

中の発癌から転移や播種に至るまで各段階での研究介入が可能となると考えられた。そこで抽

出された遺伝子変異の中から各段階における key となる遺伝子変異を見つけ、膵液、十二指腸

液、血液からリキッドバイオプシーで検出できる手法を確立できれば、膵癌の早期発見から治療

成績改善に寄与することができると考えられ、本構想に至った。 

 

２．研究の目的 

前癌病変 PanIN の段階的進展に伴って重積する遺伝子変異、および癌化から転移や播種に至

る各段階での課程を、KPC マウス（KRAS, TP53 遺伝子変異の膵癌自然発生マウス）から取得した

DNA および次世代シークエンサーを用いて詳細に解析し、各段階における key mediator 変異を

発見し、制御する方法を開発することを目的とした。 

３．研究の方法 

① 膵癌自然発生マウスを用いた膵癌段階的進展の確認 

膵癌自然発生マウスである、LSL-KrasG12D/+;LSL-Trp53R172H/+;Pdx-1-Cre (KPC)マウスを

用いて、膵癌原発巣発生から血中循環がん細胞（CTC：Circulating Tumor Cell）の出現、

肝転移および癌性腹水の出現を経時的に観察し、それら検体の病理学的評価を行った。 

② 膵癌進展における各段階サンプルからの DNA 抽出および NGS 解析 

1.で採取した膵癌原発巣、転移巣、CTC（血中 CD45 陰性細胞）、癌性腹水それぞれのサンプ

ルから DNA を抽出し、Whole exome sequencing によってゲノム解析を行った。 

③ マウスモデルにおける膵癌進展に際して出現する遺伝子変異の検出 

解析に用いる癌遺伝子および癌抑制遺伝子を選択し、custom gene panel を作成した。原発

巣・CTC・肝転移・癌性腹水の各サンプルで有意な mutation を抽出した。経時的に採取した

CTC サンプルのゲノムデータから原発巣と同じ変異を有する CTC の末梢血に出現する時期

を検討した。肝転移や癌性腹水サンプルにおいて有意に認める遺伝子変異を抽出し、転移形

成に関連する遺伝子変異候補を選定した。 

④ ヒト膵癌オルガノイドを用いたヒトの膵癌進展に関わる遺伝子変異における検証 

ヒト膵癌オルガノイドを用いて Target sequencing を行い、膵癌進展過程において蓄積す

る遺伝子変異を抽出した。さらにマウスモデルで抽出した膵癌進展に伴って蓄積する遺伝

子変異データとの validation を行い、ヒト膵癌進展に関わる key mediator 変異を選出し

た。 



４．研究成果 

前癌病変から浸潤、転移に至るまでの各段

階の遺伝子変異蓄積を詳細に検討するため、

7 週齢以降の KPC マウスと対照群として 

C57BL/6JJcl (B6)マウスを用いた。KPC マウ

スを＜原発巣なし群＞、＜原発巣あり/転移

巣なし群＞、＜原発巣あり/転移巣あり群＞

に分け、7 週齢から 19 週齢まで毎週 1 回、

末梢血を 80μl 採取し、溶血後ゲノム DNA 

を抽出した。腫瘤触知、体重減少がみられた

個体は、末梢血を約 1ml 採取後 sacrifice

し、各組織を採取・保存した。まず、各組織

サンプルの病理学的評価を行い、膵癌が進展

していく各段階の病理組織像を確認した（図

１）。次に、3 群に分けた KPC マウスの末梢

血・FFPE よりゲノム DNA を抽出した。末梢

血と血性腹水は溶血後に MicroBeads (Miltenyi Biotec)を用いて CD45+/ CD45-(CTC)の分画に

分け、ゲノム DNA を抽出し、さらに膵原発巣と転移巣(肝臓)の FFPE サンプルよりゲノム DNA 

を抽出した。各ゲノム DNA の QC 測定後、SureSelect non-human Exomes (Agilent)を用いて

ライブラリを作製し、NovaSeq (Illumina)でシークエンスを行った。probe 数は 565,918 個、

target 遺伝子数は 305,789 個を使用した。これらシークエンスデータを基に、各群および各

進展段階における遺伝子変異を比較解析した。解析には、癌抑制遺伝子と癌遺伝子として既報の

ある 409 個の遺伝子を選び、特に図２に示すような膵癌に関連のある遺伝子(赤字)と 

fibroblast に関連のある遺伝子(青字)、granulocyte や neutrophil を含む免疫細胞に関連の

ある遺伝子(緑字)に着目した。肝転移を形成した群において多段階的に出現する遺伝子変異を

比較解析したところ、膵原発にみられた遺伝子変異が発癌初期の段階で末梢血中にも CTC とし

て検出され、周例が進むにつれ mutation が蓄積すること

を明らかにした。また、癌の進展に伴い検出された

mutation の中には肝転移巣に特異的にみられるものが

あり、転移形成において有意な mutation であると考えら

れた。さらにヒト膵癌組織から樹立した膵癌オルガノイ

ドサンプルから DNA 抽出を行い、Target sequencing を

行った（図３）。オルガノイドサンプルは高分化型から低

分化型まで様々な phenotype があり、転移形成能や浸潤能の高い低分化型においてのみ検出さ

れる遺伝子変異の抽出を行った。これら抽出した mutation と、先にマウスモデルで抽出した

mutation を比較検討し、ヒトにおいて転移・浸潤能の獲得に関わる mutation をさらに絞り込む

ことができた。本研究のように、膵癌自然発癌マウスモデルを用いることにより、前癌病変から

癌化、転移や播種に至る各段階における遺伝子変異蓄積を詳細に深く検討し、さらにヒト検体に

対して validation を行うことによって膵癌悪性度の大きな要因の一つである転移・浸潤に関わ

る遺伝子変異を絞り込むことができた。今後は、ヒト膵癌オルガノイドサンプルを用いた遺伝子

変異データを蓄積し、標的遺伝子変異とオルガノイド phenotype の関連を in vitro/vivo で検

証することで新たな膵癌進展機構を解明し、膵癌の早期発見法および新規治療法の開発を行う。 
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