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研究成果の概要（和文）：代表者は、ドキシサイクリンの投与により膵管癌を発症し、投与開始から２週間ほど
で死亡するマウス発癌モデルを完成させた。これを用いて骨髄キメラを作製して解析し、膵臓の間質を構成する
癌関連線維芽細胞(CAF)が、骨髄より動員される細胞であることを明らかにした。インビトロの実験で、骨髄に
由来する間葉系幹細胞がCAFになることを確認し、1細胞レベルでの遺伝子発現解析により、骨髄由来のCAFに特
徴的なバイオマーカーと活性化しているシグナル経路を見出した。ヒト膵癌の間質は、骨髄由来のCAFに特徴的
なバイオマーカーを発現していることも確認できたので、膵管癌間質の新たな発生経路を見出したと結論する。

研究成果の概要（英文）：We have generated a genetically engineered mouse model (GEM) in which 
doxycycline administration induces pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) and dies due to the 
progression of PDAC about two weeks after administration. Moreover, we revealed that the stromal 
cells in pancreatic cancer tissue are from bone marrow upon this GEM transplanted with bone marrow 
from RFP mice. 
Furthermore, in in vitro experiments, we recapitulated the CAF differentiation of bone 
marrow-derived mesenchymal stem cells (MSCs) upon interacting with cancer cells. The gene expression
 analysis at the single-cell level elucidated the activation of signaling pathways in MSCs towards 
myofibroblasts differentiation and identified biomarkers detecting CAFs from bone marrow-derived. It
 is noteworthy that the stroma of human PDAC expressed the identified CAF markers and concluded that
 we discovered a new path for developing stromal cells in pancreatic ductal adenocarcinoma.

研究分野： 腫瘍病理学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膵臓癌と診断された患者の平均生存期間は8か月程度であり、これは、化学療法や放射線療法への抵抗性による
と考えられている。膵臓癌の治療抵抗性については、膵臓癌組織で観察される豊富ながん間質の出現との関係が
指摘されており、治療抵抗性の解消には、間質の発生と進展のメカニズムを理解して対処法を開発することが必
要である。本研究は、膵管癌発生の瞬間を再現して、骨髄に由来する細胞が膵臓癌の間質を構成していることを
明らかにした。加えて、CAFの同定で利用できるバイオマーカーの開発に成功したことで、膵臓癌の克服につな
がる研究成果をあげたと考えている。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
膵管癌は固形癌の中で最も予後が悪く、5年生存率は 10％程度に留まる。外科切除の術前化学

（放射線）療法が行われるようになり、治療成績の向上がみられるようになってきたものの、十
分な成果を上げているとは言い難いとする状況が続いている(Gillen et al., PLoS Med, 2010)。
事実、他の癌との比較において著しく劣る治療成績は、膵管癌に出現する「Desmoplasia」によ
る可能性が高く、間質の過剰な線維化の解決が膵管癌克服の第一歩であるとの考えも提唱され
てきた(Whatcott et al.,Clin Cancer Res 2015)。さらに、間質における線維芽細胞の増生を担
うヘッジホッグシグナル(Olive et al., Science, 2010)や、間質の無定形基質であるヒアルロ
ン酸(Provenzano et al., Cancer Cell 2013, Sato et al., Acta Pharm Sin B., 2016)を標的
とする治療法の研究開発が精力的に実施されるようになった。しかしながらその後の研究で、線
維芽細胞には腫瘍増生をサポートするものと抑制性に作用するものの両方が存在することが判
明したことで、ヘッジホッグシグナルには、十分な抗腫瘍効果が得られていないとの結論に至っ
ている。 
線維芽細胞には、発生、恒常性、そして皮膚の創傷治癒に出現する特徴的な細胞集団が存在し、

機能や役割に関連付けられた異なる系譜が明らかにされている。このため、膵管癌に出現する線
維芽細胞の系譜を明らかにする研究においても同じ仮説が立てられて、desmoplasia に出現する
細胞系譜の解明が進められてきたのであるが、腫瘍間質は、がん細胞と非がん細胞の協働により
形成されるため、理解が十分に進んでいない。特に、in vivo と in vitro の実験の双方で解析
することが困難であるため、膵管癌に出現する癌関連線維芽細胞(CAF)研究の主流は、免疫染色
法や次世代シークエンシングでヒトの癌組織を解析することに限られる結果となっている。ゆ
えに、得られた結果は、CAF の「スナップショット」に限定され、皮膚の創傷治癒過程で解明さ
れているような「発生と進展の理解」には至っていない状況である。 

２．研究の目的 
本研究の目的は、膵管癌に出現する desmoplasia を対象に、骨髄に由来する細胞系譜の存在を

明らかにすることである。そのため、研究代表者らが確立してきた遺伝子改変発癌マウスモデル
と三次元培養法を用いた実験系を構築し、組織病理学的な解析と 1 細胞レベルでの遺伝子発現
解析を行うことで、骨髄に由来する細胞の中で CAF へと変化したことを確認できる細胞集団の
同定ならびに、癌細胞との会合を起点に活性化しているシグナル経路の解明をすすめた。この研
究の狙いは、「腫瘍間質の発生と進展の理解」にあり、そのために従来の研究の限界、すなわち
従来のマウス発癌モデルでは発癌時期を制御できないために前がん病変と発がん後の比較が困
難であったことを解決して、さらなる理解に挑む。 

３．研究の方法 
(1)骨髄キメラを用いた検討 
代表者は、ポリオーマ族ウイルスである SV40 ウイルスの Large T(SV-LT)抗原を臓器特異的か

つドキシサイクリン(DOX)投与依存性に発現する遺伝子改変マウスを作製している。同遺伝子改
変マウスは、膵臓に kRasG12Dを発現させた場合、DOX の投与によって速やかに膵管癌を発症し、
間質の豊富な膵管癌の進展により DOX 投与開始から２週間ほどで死亡する。そこで、同膵癌発症
マウスへ Tomato-RFP マウスの骨髄を移植して骨髄キメラを作製した後に、DOX を投与して発癌
させる実験系を構築した。この骨髄キメラマウスを用いて、Tomato-RFP 陽性細胞の膵臓組織内
の広がりや、発生した膵管癌がん組織への浸潤を評価するとともに、蛍光三重染色により
Tomato-RFP 陽性細胞におけるα-smooth muscle actin (αSMA)や Col1A2 タンパク質の発現を評
価することで、CAF への変化を解析した。 
(2)インビトロでの検討 
同マウスモデルより膵管癌細胞株を樹立して解析し、コラーゲンゲルでの三次元培養におけ

るオルガノイド形成性ならびに、Tube Forming Growth を drive するシグナル活性化経路の探索
を行った。そのうえで、樹立した膵管癌細胞株が、GFP を発現するようにした骨髄由来の間葉系
幹細胞(MSC)との混合培養で増殖する条件を最適化して、MSC が膵管癌細胞と会合して CAF へと
変化するかどうかを解析した。 
(3) 1 細胞レベルでの遺伝子発現解析と組織病理学的解析 
in vitroで再現したMSCからCAFへの分化プロセスをSingle-cell RNA-seqにより解析して、

癌細胞との会合を起点に活性化するシグナル伝達系の探索と、その細胞集団を同定できる複数



のマーカー遺伝子の探索を進めた。同定されたバイオマーカーは、マウス膵癌モデルとヒトの膵
管癌組織の間質における発現探索を行った。 

４．研究成果 
(1)骨髄キメラを用いた検討の結果 
Tomato-RFP マウスの骨髄を膵癌発症マウスへ

移植して骨髄キメラとした後に、DOX を投与して
発がんさせて解析したところ、3～5 日目の早期
膵管癌の発生に伴い、Tomato-RFP 陽性の細胞が
癌組織へ浸潤していた。Tomato-RFP 陽性細胞は、
発癌していない領域（膵小葉や膵管）へは浸潤し
ておらず、また DOX の投与により異型が強くな
った膵上皮内腫瘍性病変(PanIN)には早期膵管
癌よりもはるかに少ないTomato-RFP陽性細胞の
浸潤を認めた。同様に、kRasG12Dのみを膵臓に発
現させたマウスで作製した骨髄キメラは、DOX の
投与に関わらず、少数の Tomato-RFP 陽性細胞の
浸潤を PanIN の領域に認めるのみであった。
Tomato-RFP 陽 性 で が ん 組 織 へ 浸 潤 し て
desmoplasia を形成していた細胞は、αSMA に陽
性かつ Col1A2 や Col3A1 に陽性であったことか
ら、骨髄由来の細胞が CAF へと変化してコラー
ゲン線維の豊富な腫瘍間質を形成したと判断し
ている（図 1）。 
(2)インビトロでの検討の結果 
同マウスモデルより樹立した膵管癌細胞株の解析を通じて、TGFβシグナルが活性化すること

で Tube Forming Growth の形態になるのに対し、TGFβシグナルの活性化を抑制すると Sphere 
Forming Growth の形態へと変化することを見出して報告した(Yamaguchi T & Ikehara Y et al 
Scientific reports 2019)。次に、GFP を発現する骨髄由来の MSC と同マウスモデルより樹立
した膵管癌細胞株を混合し、三次元培養で
増殖する条件を最適化し、オルガノイドに
とりつく MSC が CAF へと変化することを見
出した（図 2）。 
(3) 1 細胞レベルでの遺伝子発現解析と

組織病理学的解析の結果 
三次元培養法で骨髄由来の MSC が CAF へ

と変化する過程を再現できたので、Single-
cell RNA-seq解析を行って癌細胞と会合し
て分化してくる MSC の系譜を解析した。こ
れらの細胞はαSMAとCol1a2を発現するよ
うになるが、Col3a1 は主に幹細胞性細胞に
誘導されることを見出している(図 3)。 
(4)総括 
従来の研究は、膵組織に存在する線維芽

細胞から CAF への変化に限定された理解の深化であったのに対し、本研究は骨髄由来の細胞が
CAF になって豊富なコラーゲン線維を産生することを in vitro および in vivo のモデルで証明
している。その結果、腫瘍間質の CAF は膵組織に常在する線維芽細胞から形成されると考えられ
てきたこととは異なり、骨髄由来の細胞が膵癌組織へ動員されていることが確実になったので
ある。 
本研究の開始以降、腫瘍間質を構成する複数種類の CAF が同定されてその多様性が明らかに

なり、特定の CAF の広がりと膵管癌患者の予後不良との関連性が明確にされてきた(Ogawa Y, 
Clin. Cancer Res. 2020, Enomoto A, Cancer Sci. 2019, Hutton C, Cancer Cell 2021)。し
かし、いずれの研究においても、CAF は膵組織に常在する線維芽細胞から変化したとの考察であ

図２. in vitro で再現した間葉系幹細胞(MSC)か
ら癌関連線維芽細胞(CAF)への変化。膵管癌細胞
(PDAC)と会合した MSC が CAF に変化する。 

図１.Tomato-RFP を発現するマウス骨髄細
胞を移植した後に DOX を投与して誘導した
膵癌組織。CK19 陽性の膵管癌の周囲間質
は、Tomato-RFP 陽性で αSMA 陽性の CAF
が出現している。 



った。対して本研究は、骨髄に由来
する間葉系幹細胞のCAF分化をイン
ビトロの実験で再現し、1細胞レベ
ルでの遺伝子発現解析を行うこと
で、骨髄由来 CAF に特徴的なバイオ
マーカーとシグナル経路の活性化
を同定できている。さらに見出した
CAF マーカーは、ヒト膵癌の間質に
広く発現していることも確認でき
たので、骨髄由来の CAF を対象とす
る、新しい分子標的治療の実現へと
向かう大きな一歩を踏み出したと
結論する。 

図 3.膵管癌細胞、間葉系幹細胞、混合培養を対象とした
scRNAseq 解析の結果で、混合培養の CAF には(A)後幹細
胞性 CAF、(B)には炎症性 CAF の出現が確認される。下段
は混合培養の Acta2, Col1a2, Col3a1発現。 
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