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研究成果の概要（和文）：難治性消化器癌の代表である胆道癌、浸潤性膵管癌の臓器特異的な浸潤、転移経路を
Tissue clearing法を用いた三次元画像解析により解析した。胆道癌では、癌の発生、進展とともに、粘膜深部
の既存の神経から神経新生が粘膜浅層に生じ、新生した神経に癌細胞が浸潤、そして連続性に粘膜深部の太い神
経線維に沿って癌細胞が胆管壁を広範囲に進展することを明らかにした。また癌細胞とSchwann細胞を共培養す
ると、癌細胞の浸潤能が増加した。浸潤性膵管癌の静脈の三次元構造解析したところ、術前化学療法施行症例、
さらに治療効果の高い症例では、腫瘍血管の血管長が減少し、表面積、体積が増加することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We analyze Organ-specific invasion and metastatic pathways of bile duct 
cancer and invasive pancreatic ductal carcinoma, which are representative of refractory digestive 
cancers, by three-dimensional image analysis using the Tissue clearing method. In biliary tract 
cancer, we have shown that as cancer develops and progresses, neurogenesis occurs in the shallow 
mucosal layers from preexisting nerves in the deep mucosa, cancer cells infiltrate the neoplastic 
nerves, and cancer cells extensively extend the bile duct wall along thick nerve fibers in the deep 
mucosa continuously. Co-culturing Schwann cells with cancer cells also increased the invasive 
potential of the cancer cells. Our three-dimensional structural analysis of the veins of invasive 
pancreatic ductal carcinoma revealed a decrease in the length of tumor vessels and an increase in 
their surface area and volume in patients undergoing preoperative chemotherapy, as well as in those 
with more effective treatment.

研究分野： 腫瘍病理

キーワード： 組織透明化　Tissue clearing法　胆管癌　膵臓癌　神経周囲浸潤　神経新生

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、高悪性度消化器癌である胆道癌、浸潤性膵管癌の科切除標本を用い、Tissue clearing法による3次元
画像解析により、実際に人体内で生じている現象を解析した学術的意義の高い研究である。本研究により、癌の
浸潤と静脈形態の変化、神経新生、さらに神経周囲を連続性に浸潤する癌組織を捉えることができた。また癌と
神経との間には、Schwann細胞が関連していることが示唆された。以上の研究結果から、今後、癌とSchwann細胞
間にはたらく因子を解明することで新たな治療標的因子の解明につながると考えられた。

※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（共通） 
１．研究開始当初の背景 
癌のステージングは、腫瘍の深達度・大きさ、リンパ節転移、そして遠隔転移の組み合わせで

決定される。現在の病理学的概念では、癌細胞は、リンパ管を経て、リンパ節転移を起こし、そ
の転移経路とは別に静脈を介した転移経路があると信じられている。しかし、最近、この概念を
覆す報告がなされた (Brown M, Science. 2018) 。この論文では、マウスのリンパ節に癌細胞を
直接注入し、リンパ節転移巣を形成、その後、リンパ節転移巣を形成した癌細胞は、輸出リンパ
管と同時に、high endothelial vessel (HEV) を通して全身に広がることを証明したものである。
そこで、本研究では、リンパ管を介したリンパ節転移とは別に、静脈、または、神経を介したリ
ンパ節転移、遠隔転移の可能性に着目し、Tissue Clearing 技術を用いた、三次元形態解析を通
じて癌組織、特に、難治性癌の代表である、胆道癌、膵癌の臓器特異的な浸潤、転移経路の解析
を行った。 
 
２．研究の目的 
 難治性癌の代表である、胆道癌、膵臓癌切除標本を用い、組織透明化技術 (Tissue clearing 法) 
を用いて臓器特異的な癌の進展経路、遠隔転移経路を明らかにする。またそこに関与する因子を
同定することで、癌の進展、転移経路を考慮した癌治療への応用を目指す。 
 
３．研究の方法 
1) 胆管癌の切除標本を用いて、ホールマウント蛍光免疫染色（CK19: 胆管癌、胆管上皮を標識,      

S100: 神経周囲の Schwann 細胞を標識）を施行後、iDISCO 法により組織透明化を行った。透
明化されたサンプルを、共焦点定量イメージサイトメーターCellVoyagerCQ1 により Z スタッ
ク画像を取得、得られた画像情報を画像解析ソフト (IMARIS) により三次元構築を行い癌と
神経との三次元構造解析を行った。 

2) 癌組織の発生、進展と神経新生との関連を解析するため、非腫瘍性胆管粘膜と癌組織におけ
る神経の三次元画像を、ImageJ SNT を用いて、神経長・分岐数を定量的に比較検討した。具
体的には、弘前大学医学部附属病院で切除された膵頭十二指腸切除術標本 10 症例 (胆管癌 : 
8 症例/非腫瘍胆管組織 : 2 症例) を対象とした。FIJI SNT ソフトウェアで 20 領域 (浸潤癌
領域:14 領域/上皮内癌領域:2 領域/非腫瘍領域:4 領域) における神経の長さと分岐数を解析
した。得られたデータに対して、2群間においては Mann-Whiteny 検定を、3群間以上におい
ては Kruskal-Wallis 検定と Dunn の多重比較検定を用い統計解析を行なった。 

3) 癌と神経周囲に存在する Schwann 細胞の相互作用を解析するため、癌細胞 (Panc-1, Capan-
1, TFK-1) と Schwann 細胞との共培養系を作成、癌細胞と Schwann 細胞の相互作用を Time 
lapse 画像で解析するとともに、癌細胞の浸潤能に関して検討を行った。 

4) 癌の転移経路である血管の変化を、CK19（膵管癌及び非腫瘍性膵管上皮細胞を標識）、CD34
（血管内皮細胞を標識）のホールマウント蛍光免疫染色を実施し、Tissue clearing 法により
組織を透明化後、三次元画像を取得、術前化学療法の有無により比較解析を行った。対象症例
は、弘前大学医学部附属病院にて 2019 年～2022 年までに切除された浸潤性膵管癌症例の
うち、3 次元解析に応用可能な 26 症例（NAC+:13/NAC-:13）を研究対象とした。 

 
４．研究成果 
1) 癌細胞と神経の３次元構造解析では、胆管壁浅層領域に新生した細い神経周囲に癌細胞が浸  
潤し、既存の胆管壁深層の太い神経周囲に連続性に癌細胞が進展していた。そして、癌細胞が  
神経線維を伝い、広く胆管壁に浸潤する像が確認された (図 1, 2)。以上の結果から、リンパ 
管侵襲、静脈侵襲とは別の経路である神経周囲浸潤により、胆管壁に広範囲に癌細胞が進展し、 
転移、局所再発に関与していることが示唆された。 

図 1：粘膜表層に向かって、神経新生が生じ（神経：赤）、新生神経に癌細胞が浸潤して
いた(癌細胞：緑). 



 
図 2：胆管壁深層における既存の神経では、癌細胞が連続性に浸潤、広範囲に胆管壁を
進展していた (神経：赤, 癌細胞：緑). 

 
2）非腫瘍と腫瘍の２群間の三次元神経画像を SNT により比較検討したところ、非腫瘍領域と比 
較して、腫瘍領域において、神経長、分岐数ともに有意に増加していた。また、非腫瘍、上皮  
内癌、浸潤癌と癌が進展するにつれ、神経長、分岐ともに増加傾向を示した (図 3)。癌の増
生と神経新生は密接に関連しており、神経新生により癌の進展に適した環境が形成されるこ
とが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3: 胆管癌の神経 3次元画像と SNT 解析 
 
3）神経周囲の Schwann 細胞が癌の進展、神経周囲浸潤に関与するのではないかという仮説のも
と、Schwann 細胞と膵癌細胞、胆管癌細胞の関連を明らかにするために、膵癌細胞株 (Panc-1, 
Capan-1), 胆管癌細胞株 (TFK-1)と Schwann 細胞の共培養系の実験を行ったところ、共培養系
では、Schwann 細胞の優位な浸潤能の増加が認められ (図 4, 5)、共培養系の Time lapse 画像
では、癌細胞間に Schwann 細胞が入り込み、癌細胞の結合性を低下させる像が確認された (図
6)。また、Wound healing assay においても共培養系では、癌細胞の遊走能の増加が確認され、
癌の神経を介した伸展、転移に Schwann 細胞が深く寄与している可能性が示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4：Wound healing assay                             図 5：Invasion assay 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6：共培養系による Time lapse image 
 
4）術前化学療法未施行症例に対し、術前化学療法施行症例では、腫瘍血管の血管長が減少し、
表面積、体積が増加した。術前治療による組織学的治療効果判定を Area of residual tumor 
score (ART score) で行い、術前治療による効果が低い症例と、高い症例で比較検討したとこ
ろ、組織学的効果が低い症例に対して、高い症例では、腫瘍血管の血管長は減少し、表面積、体
積、半径が増加していた (図 7)。以上、化学療法による効果は腫瘍血管の形態と密接に関連し
ていることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
             図 7：膵癌組織おける三次元血管構造解析 
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