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研究成果の概要（和文）：本研究は膵臓がんを対象とし、単一細胞での網羅的遺伝子発現解析技術を用いたヒト
膵がん臨床試料の解析と、ゲノム編集技術による革新的膵がんマウスモデルを用いた基礎的研究により、膵癌転
移の分子基盤を解明することを目的とした。遺伝子改変マウスとエレクトロポレーション技術の融合によりKras
やTp53などのがん遺伝子の活性化・不活性化を膵特異的かつ時間依存的に誘導することで膵がんを発症するマウ
スモデルの樹立に成功した。また、膵癌患者の原発組織・肝転移組織を用いてシングルセル遺伝子発現解析を行
い、転移巣のがん細胞におけるHLA分子の発現低下が、免疫監視機構からの逃避・転移促進に寄与している可能
性を見出した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate the molecular basis of pancreatic
 cancer metastasis by analyzing clinical samples of human pancreatic cancer using comprehensive gene
 expression analysis technology in single cells and basic research using an innovative mouse model 
of pancreatic cancer based on genome editing technology. We have succeeded in establishing a mouse 
model that develops pancreatic cancer by inducing activation and inactivation of oncogenes such as 
Kras and Tp53 in a pancreas-specific and time-dependent manner through the fusion of gene-edited 
mice and electroporation technology. We also conducted single-cell gene expression analysis using 
primary tissues and liver metastasis tissues of pancreatic cancer patients, and found that 
down-regulation of HLA molecules in cancer cells at metastasis sites may contribute to escape from 
immune surveillance mechanisms and promote metastasis.

研究分野： 消化器内科

キーワード： 膵癌　肝転移　免疫逃避　HLA　シングルセル解析　マウスモデル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膵臓がんは非常に難治であり、原発巣が非常に小さな腫瘍の段階から高率に肝臓などの多臓器へ転移し、進展す
る。転移を伴う膵癌の予後は極めて不良であり、その予後改善には転移の分子基盤や転移抑制を目指した治療開
発が極めて重要である。本研究により膵癌細胞が免疫機構からの逃避を促進することで転移が促されるといいう
新たな分子基盤を見出しており、転移抑制を目指した治療開発において極めて重要な結果であると考えられる。
また、今後見出した分子の治療標的としての有用性を生体モデルで検討するための基盤となるマウスモデルの樹
立が出来た点も今後の研究発展や臨床への展開に重要な意義があると考えられる。

※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 

 膵癌は自覚症状が乏しい為早期診断が困難であり、転移能が高いことから、その５年生存率は

わずか約 8％と著しく予後不良である。この高い死亡率の改善には、膵がん転移分子基盤の解明

が非常に重要である。近年、膵がん転移巣においては特異的なゲノム異常は認められず、エピゲ

ノムのリプログラミングが生じていることから、癌細胞内でのトランスクリプトームの変化が

転移に重要である可能性が一流誌に複数報告された(McDonald OG, Nat Genet 2017, Kugel S, 

Cell 2016)。そこで我々は転移を有する膵がん患者のがん組織を用いて、転移に寄与した遺伝子

発現変化の同定を試みた。しかし、膵がんは間質細胞が極めて豊富なため、がん組織全体から採

取した RNA には非がん細胞成分が多量に存在し、膵癌細胞のみの遺伝子発現変化を検討するこ

とが困難であった。その結果、実際どの遺伝子の変化が転移のドライバーとして働いているのか

は不明であった。また、これまで膵がん原発巣と転移巣の膵癌細胞における網羅的な遺伝子発現

解析の報告もなく、既存の方法では実現困難であると考えられた。一方近年、個々の細胞レベル

での分子動態を検討する目的で単一細胞解析技術が開発され、多数の細胞の網羅的な遺伝子発

現解析を一度に行えるまでその技術は進歩を遂げてきた。また、Tirosh らは悪性黒色腫検体を

用いて単一細胞解析を行い、がん組織中に存在する各細胞集団の分離・同定に成功した（Tirosh 

I et al., Science 2016）。しかし、膵癌の原発巣・転移巣においてこの技術を用いた報告は未だ存
在しなかった。 

また、膵がん転移に関与する遺伝子の機能解析を行うに当たり、これまでの転移の制御機構に関

する検討手法はいずれも問題点が多いと考えられた。In vitro での遊走能や浸潤能等の形質の

評価は、それだけでは転移の一側面のみの検討で不十分である。また、癌細胞株の免疫不全マウ

スへの移植モデルは、癌免疫の欠如や異種の微小環境等の問題がある。遺伝子改変マウスは有用

な手法であるが、検討する遺伝子其々に対してマウスを作製するのは時間や多大な労力が必要

となる。一方、近年マウス生体で直接ゲノム編集を行う技術が報告された(Xue W, Nature 2014)

が、膵癌の転移に関する遺伝子の解析においてこの技術を用いられた報告は存在しなかった。 

 

２．研究の目的 

 本研究は転移能が高く極めて予後不良な膵臓がんを対象とし、単一細胞での網羅的遺伝子発

現解析技術を用いたヒト膵がん臨床試料の解析により転移を制御する遺伝子を探索すること、

そして生体内での遺伝子改変を可能とする膵がんマウスモデルを樹立して探索した遺伝子の機

能解析をすることを通じて、膵がん転移の分子基盤を解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

A)ヒト膵がん臨床試料を用いた単一細胞網羅的遺伝子発現解析 

 膵がん患者の原発巣並びに肝転移巣から吸引針生検によりがん組織を採取し、其々単一細胞

での網羅的遺伝子発現解析を行った。BD 社の Rhapsody を利用して約 5000−10000 細胞から RNA
シークエンス用のライブラリー調整を行った。Illumina 社の Hiseq4000 を用いてシークエンス
解読し、主成分分析により癌細胞集団と非癌細胞集団の同定を行った。膵癌細胞集団内での網羅

的な遺伝子発現情報を原発巣と転移巣間で比較し、転移巣において有意に発現上昇・低下を生じ

る遺伝子を、膵がん転移に関与する遺伝子候補として其々同定した。 

 



B) 生体内ゲノム編集による新たなマウスモデルの樹立 

ヒト膵がんの主要な癌遺伝子である Kras の恒常的活性化変異に加えて p53 を片方のアリルのみ

欠損させたマウスは膵がんのモデルマウスとして用いられている。このマウスモデルに対して、

任意の遺伝子を標的とした CRISPR/Cas を膵内に導入することで、任意の遺伝子が膵発がんや転

移に与える影響を解析できるモデルの樹立を目指した。膵へのプラスミド導入法として、レンチ

ウイルスの膵管内逆行性注入法とエレクトロポレーション法を試みた。これらの手法を用いて

膵で任意の時期に遺伝子改変を誘導することで、内在性の膵がんを発症するマウスを作成でき

るか検証した。 

 

４．研究成果 

A)ヒト膵がん臨床試料を用いた単一細胞網羅的遺伝子発現解析（図１） 

膵癌患者での原発巣並びに転移巣から、吸引針生検（FNA）により癌細胞を含んだ癌組織を採取

した。これらの癌組織を氷上で研究室へ輸送し、メスにて細断後、コラゲナーゼなどのタンパク

質分解酵素を用いて 37℃で浸透培養を行い、単一細胞を採取した。得られた単一細胞の生存率

が不良であったために、サンプル採取後の輸送時間の短縮、タンパク質分解酵素の濃度調整、浸

透培養時間をそれぞれ検討し、最終的に約 10 万個の細胞を約 80％の生存率で得られる条件を同

定した。2万個の単一細胞を用いて、BD Rhapsody シングルセル解析システムにより、全トラン

スクリプトームシークエンス解析用のライブラリー調整を行い、シークエンスに適したライブ

ラリーが作成できることを確認した。次に膵癌転移機構の解明を目指して、膵癌患者の原発組

織・肝転移組織を用いて、上記の検討した条件によりシングルセル遺伝子発現解析を行った。

tSNE 解析の結果、採取したがん組織中にがん細胞に加えて、多数の種々の免疫細胞集団を同定

した。原発巣と転移巣の比較解析の結果、転移巣のがん細胞において HLA 分子の発現が低下し、

免疫監視機構からの逃避が転移促進に寄与している可能性を見出した。また原発巣・転移巣にお

いてがん微小環境における細胞集団の形質的な多様性が異なっていることも見出した。本検討

により、腫瘍組織の Bulk 解析では解析が困難であった、癌細胞自身の免疫逃避機構の存在が明

らかとなった。 

 

B) 生体内ゲノ

ム編集による新

たなマウスモデ

ルの樹立（図２） 

PDX1-Cre を用い

て膵特異的に

Kras 活性化 p53

ヘテロ欠損を生

じるマウスを作成

したところ、約３ヶ月齢で膵に 腫瘍形成を認

めたため、このモデルをプラットフォームとすることとした。次にエレクトロポレーションによ

る膵内へのプラスミド導入効率と膵組織に与える影響を検討するために、野生型マウスを用い

て GFP 発現ベクターのエレクトロポレーションを施行した。既報に基づき、A）１００v３回のパ

ルスもしくは B）５０ｖ２回のパルスで施行したところ、導入２４時間後に血清アミラーゼ値は

A 群平均 4189IU/L、B 群で平均 2704IU/L、血清リパーゼ値は A 群で平均 166IU/L、B 群で平均



101IU/L と A 群において高値であった。しかしいずれの群も導入７２時間で血清アミラーゼ・リ

パーゼ値は導入前と同程度まで改善し、以降２０日後までの経時的な検査において上昇を認め

なかった。導入効率は A群において平均 1.4%、B群において平均 2.3％と B群で有意に導入効率

は高値であった。次にレンチウイルスによる膵内へのプラスミド導入効率と膵組織に与える影

響を検討するために、野生型マウスの膵管に逆行性に各種タイターで GFP 発現ベクターレンチ

ウイルスを注入し、導入効率を GFP 発現量により検討した。ウイルス量を 105、106、107の三段

階で投与したところ、導入効率は其々平均 2,5％、3.8％、6.4％であり、ウイルス量依存的に導

入効率は増加した。また、逆行性膵管内導入法による遺伝子導入２４時間後の血清アミラーゼ値

は平均 2880IU/L、血清リパーゼ値は平均 16IU/L であり、膵酵素の著明な上昇は認めなかった。

次に、生体内で任意の時期に遺伝子改変を行う膵癌マウスモデルを樹立するため、エレクトロポ

レーションによる遺伝子導入法を用いて、Cre 発現ベクターを KrasG12D/+;p53 fl/+マウスに導

入し、Pdx1-Cre Tg/+; KrasG12D/+;p53 fl/+マウスで認めた膵発癌が再現されるかどうかにつ

いて検討を行った。Cre 発現ベクターを導入した KrasG12D/+ ;p53 fl/+マウスを長期飼育し、CT

による画像観察を行ったところ、導入 3.5 ヶ月において膵尾部に 5mm 大の腫瘍形成を認め、2週

間後には 18mm まで増大した。解剖を行ったところ、膵尾部に結節形成を認めたが、明らかなマ

クロでの肝・肺転移は認めなかった。また、組織学的解析ではやや未分化な膵癌を呈していた。

一方、野生型マウスに Cre 発現ベクターを導入した群では同様の腫瘍を全く認めなかった。発症

した膵腫瘍の解析を行ったところ、非腫瘍部と比し、腫瘍部で ERK のリン酸化亢進を認め、また

腫瘍部において p53 flox allele の発現低下を認め

たことから、Cre の導入により p53 遺伝子のヘテロ欠

損、Kras の活性化が生じ、膵癌が発症したと考えら

れた。以上から、エレクトロポレーション技術を用い

ることで、生体内で任意の時期にプラスミドを介し

て膵に遺伝子導入を行うことで、膵発癌を生じさせ

るマウスモデルの確立に成功した。 

 

以上から、本研究課題において、膵癌患者の原発組

織・肝転移組織を用いてシングルセル遺伝子発現解析

を行い、転移巣のがん細胞における HLA 分子の発現低下

が、免疫監視機構からの逃避・転移促進に寄与している可能性を見出した。また、遺伝子改変マ

ウスとエレクトロポレーション技術の融合により Kras や Tp53 などのがん遺伝子の活性化・不

活性化を膵特異的かつ時間依存的に誘導することで膵がんを発症するマウスモデルの樹立に成

功した。膵臓がんは非常に難治であり、原発巣が非常に小さな腫瘍の段階から高率に肝臓などの

多臓器へ転移し、進展する。転移を伴う膵癌の予後は極めて不良であり、その予後改善には転移

の分子基盤や転移抑制を目指した治療開発が極めて重要である。本研究により膵癌細胞が免疫

機構からの逃避を促進することで転移が促されるといいう新たな分子基盤を見出しており、転

移抑制を目指した治療開発において重要な結果であると考えられる。また、今後見出した分子の

治療標的としての有用性を生体モデルで検討するための基盤となるマウスモデルの樹立が出来

た点も今後の研究発展や臨床への展開に重要な意義があると考えられる。 
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