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研究成果の概要（和文）：我々が独自開発した膵臓選択的ハイドロダイナミック遺伝子導入法により、膵癌モデ
ル動物の確立を目指した。膵癌は多段階発癌する自然史が判明しており、その関連遺伝子として報告のある
KRAS、CDKN2A、TP53、SMAD4およびYAP遺伝子を選択した。これら遺伝子をハイドロダイナミック法を用いて、膵
臓選択的に遺伝子導入を行った。その中で、KRAS遺伝子とYAP遺伝子で膵管がんの発生を来す個体を認めた。そ
こで、より効果的に膵発癌を来すことを狙って、 KRAS遺伝子とYAP遺伝子を同時に遺伝子導入を行った。さらに
複数回遺伝子導入をす繰り返すことで早期に膵癌モデル動物が作成できることを確認した。

研究成果の概要（英文）：We aimed to establish an animal model of pancreatic cancer using our 
original pancreatic selective hydrodynamic gene delivery method. The natural history of pancreatic 
cancer is known to be multistage carcinogenesis, and KRAS, CDKN2A, TP53, SMAD4, and YAP genes, which
 have been reported to be related genes, were selected. These genes were selectively introduced into
 the pancreas using the hydrodynamic method. Among them, we found an individual that develops 
pancreatic duct cancer with KRAS gene and YAP gene. Therefore, in order to induce pancreatic 
carcinogenesis more effectively, the KRAS gene and the YAP gene were introduced simultaneously. 
Furthermore, it was confirmed that pancreatic cancer model animals could be created at an early 
stage by repeating gene transfer multiple times.

研究分野： 悪性腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膵癌モデル動物は、これまで報告がない。この膵癌モデル動物が作出方法が確立されたことで、これまで最難治
の癌である膵癌の新規治療や早期発見のバイオマーカー確立につながる革新的な研究成果と考える。
この基礎研究が、将来膵癌患者の生命予後改善に寄与しうる期待して、膵癌組織からのタンパクやエクソソーム
解析を引き続き行っていくことが重要である。

※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、固形腫瘍の中でも最難治の癌と言われている。その原因は、早期診断が困難で有効な

治療が確立されていないことに起因する。従って、膵癌の早期診断を可能とするための、簡便で
診断能の高いバイオマーカーの確立が重要である。近年、癌の早期診断のための細胞外小胞（エ
クソソーム）の解析が進められており、予後不良の膵癌の早期診断、治療法の開発にも寄与しう
ると期待できる。一方で、内包される miRNA や種々の蛋白などの解析のためには、ヒト膵癌モデ
ル動物を用いた検討が必要である。従って、汎用しうる有用なヒト膵癌モデルの確立とそのモデ
ルを使ったエクソソームの解析が、ヒト膵癌の診断さらには治療の検討に重要な基盤となると
考えた。 
申請者らは、これまでの研究で、膵臓に選択的に遺伝子を導入する方法を考案し、同方法論を

用いて、Ras 変異体発現プラスミドを中心とした複数の遺伝子の導入により、短期間で野生型ラ
ットに膵癌の発生と転移を認め、ラット膵癌モデルを作出した。このラット膵癌モデルを用いて、
ヒト膵癌の早期診断マーカーを確立でき、その問いに答えを見いだせると考えた。そのマーカー
候補として、近年、多くの癌種で注目されている、癌細胞から放出される 40-150 nm 程度の小胞
すなわちエクソソームに着目した。このエクソソームは様々な miRNA や蛋白などを含み、血中を
流れ、臓器間のシグナル伝達、さらには癌の進行、転移などに寄与することが報告されている
(San Lucas FA, et al.: Ann Oncol. 2016)。癌種やがんの進行などによって、特異的な mRNA、
miRNA および蛋白が内包されているとされ、解析が進められている。膵癌においても、癌の微小
環境における細胞間コミュニケーションを制御していることが明らかにされている(Allenson K, 
et al.: Ann Oncol. 2017)。 
従って、癌において、その診断のために組織学的診断や従来からの腫瘍マーカーに加えてエク

ソソームが重要なツールとして位置づけられ、リキッドバイオプシーとして注目されている。予
後不良な膵癌に対しても、エクソソームの解析はヒト検体を用いて、検討されているが、腫瘍組
織そのものの十分量の採取が困難であることもあり、膵癌の早期診断への応用にはまだ十分な
知見の蓄積がなされていないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、膵癌の早期診断マーカーを確立したいという、問いに対して、膵臓に選択
的に遺伝子を導入する方法論を用いて、Ras 変異体発現プラスミドを中心とした複数の遺伝子の
導入により、短期間で野生型ラットに膵癌を発生させる、ラット膵癌モデルの確立を目指す。そ
して、この膵癌モデル動物を用いて、膵癌組織の評価と放出される特異的なエクソソームの抽出、
同定を行い、内包成分の特徴、分子生物学的評価を行うことにより、新規バイオマーカーとして
の有効性を検証し、確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
①膵癌モデル動物の確立 
 申請者らが確立した方法で、ラット膵癌モデルを作出する。野生型ラットの上腸間膜静脈にカ
テーテルを挿入し、一時的に門脈を結紮して、血流分布を膵臓限局的にした状態で、ヒト膵癌関
連遺伝子発現プラスミドをハイドロダイナミック(HGD)法で導入する。導入遺伝子の候補として
は、膵発癌関連遺伝子として報告のある Kras、Kras mutant (G12D)、Myc、Nras、Yap を単独ま
たは組み合わせで導入を行う。その後は、定期的な全身状態評価と採血、さらには本学動物実験
施設に設置されている動物用 CT を用いて、膵癌発生の有無を確認することで、短期間に効率的
に膵癌を発生させる候補遺伝子を選定する。 
②バイオマーカーとしてのエクソソーム検討 
①で作出したラット膵癌モデルから経時的に採取していた血清エクソソームから、正常ラッ

トと比較して発現が変化している miRNA、蛋白を抽出し網羅的に解析する。さらに経時的腫瘍因
子の変化（腫瘍径、個数、組織学的な悪性度(ki-67, MUC 等の染色評価)と発現変化のあった miRNA、
蛋白について real-time PCR, Western Blot で行った解析を対比することで、血中バイオマー
カーとしてのエクソソームの有用性を検証する。 
 
４．研究成果 
①Kras、KrasG12D、Myc、Yap 発現プラスミド DNA 溶液を単独あるいは組み合わせで膵臓選択的遺
伝子導入（HGD 法）をする。 
 変異型 Kras を導入した群では、HE染色で膵管上皮の乳頭状変化、核の極性消失など前癌病変
と考える変化を認め、Ki67、MUC5AC 陽性細胞が増加した。MUC5AC は膵上皮内腫瘍性病変の初期



から陽性になることが知られている。Yap 単独では膵管上皮の異形を認めなかった。 
②発癌シグナルが低下するHGD後 4週間後に再度HGDを実施（研究結果①の結果よりKrasG12D、
Yap の組み合わせ）。 
 取水間領域における、腫瘍性変化では、変異型 Kras を 1 回導入した個体と比較して、変異型
Kras を 2 回導入した個体では、上皮内癌と考える組織像を認め、Ki67 陽性細胞数も増加した。
MUC5AC は HGD 単回と複数回で有意差を認めなかった。 
 腺房細胞領域における腫瘍性変化では、変異型 Kras および Yap を 2 回導入することにより、
膵腺房細胞と隣接して、acinar to ductal metaplasia と考える腺管と、それに連続する腺癌と
間質増生を認め PDAC と判断した。さらに KrasG12D＋Yap を 2 回導入した個体では、Ki67 陽性細胞
数の上昇、血清 CA19-9 の上昇を認めた。以上より 5週間という短期間で膵頭部に肉眼的な腫瘤
形成を認めた。 
膵炎などのストレス下で、腺房細胞は管状の構造へと形態変化する(ADM)。また変異型 Kras は

炎症性障害と相乗的に作用し、転写調節因子である Yap、TAZ を介して持続的な ADM を引き起こ
し、PDAC へと発展することが報告されている。本モデルで認めた PDAC は、腺房細胞が起源と考
えられた。 
KrasG12D及び Yap を膵臓選択的 HGD 法で導入することにより、ADM を経て PDCA が発生した。主

膵管領域では浸潤癌を認めなかったことからも、本モデルで発生した腫瘍は腺房細胞が起源と
考えられた。KrasG12D単独と比較し、 KrasG12Dと Yap を組み合わせて導入した個体では、ADM 及び
PDCA の発生率が上昇し、転移をも生じた。 
Kras 下流の転写制御因子 YAP は、膵癌進行に重要なエフェクターとして知られており、YAP は

上皮細胞の細胞接着因子を阻害し、間葉系遺伝子の発現を亢進させ、上皮間葉転換 (EMT: 
Epithelial Mesenchymal Transition)を引き起こすことからも膵癌の発生に関与するだけでな
く、膵癌細胞の浸潤、転移を促進する。今回の研究結果で、Yap を導入した個体では腺癌細胞の
カドヘリンスイッチを認め EMT が促進していたことも確認できた。 
以上より、研究成果のまとめは以下の通りである。 

・主膵管では、KrasG12D の増幅により、膵管上皮細胞の腫瘍性変化が促進された。上皮内癌と考
える組織像を認めたが、浸潤癌は認めなかった。Yap 単独では腫瘍性変化を認めなかった。 
・腺房細胞領域では、KrasG12D及び Yap を HGD 法で 2回導入するより、5週で ADM を経て PDAC が
生じた。 
・KrasG12D単独群と比較して、KrasG12D＋Yap 群では発癌率、転移率が上昇した。 免疫組織化学染
色では、 KrasG12D＋Yap 群で Ki67 陽性細胞とカドヘリンスイッチを認め、上皮間葉転換が促進し
ていた。 
・発癌メカニズムの解析では、KrasG12D及び Yap の HGD 後、Erk、Akt、TGFβ、CTGF の関与するシ
グナル伝達経路の活性化を認め、ヒト膵癌を模倣した腫瘤形成と、発癌シグナル伝達を認めた。  
 
この研究により、ヒト膵癌関連遺伝子の膵臓選択的な HGD により膵癌ラットモデルが確立し

た。さらに発癌メカニズムの解析により新規治療法、早期診断法の開発に寄与できると考える。 
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