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研究成果の概要（和文）：膵がんの予防と治療成績向上のために、膵がん超初期段階の解析は重要である。膵が
んの超初期段階には腺房導管異形成（ADM）とKras活性化の関与が考えられている。ADMは腺房細胞が脱分化した
化生性変化であり、腺房細胞に再分化できる可塑性を持つ。本研究ではADMを中心に細胞系譜イメージングとバ
ルク・単一細胞RNA解析を用い、(1) ADMの生体内3次元細胞系譜解析、(2) ADMの脱分化・再分化に関わるシグナ
ルの解析、(3) ADMの腫瘍化に関わるシグナルの検証を行った。これらを通じて、膵発がん超初期段階の本質に
迫り、ADMの可塑性を活かして超初期段階から引き返す膵がん予防戦略に繋がる知見を得た。

研究成果の概要（英文）：To improve preventive and therapeutic efficacy against pancreatic cancer, it
 would be important to analyze the early steps of pancreatic cancer development. In this project, we
 analyzed the early steps of pancreatic carcinogenesis; ADM (acinar-to-ductal metaplasia) formation 
and Kras activation. By using lineage tracing technique and RNA expression analyses, we performed 
following experiments. 1) In vivo lineage tracing in ADM, 2) Extraction of key signaling cascades 
during de-differentiation and re-differentiation of ADM, 3) Determinants to promote the transition 
from ADM to pancreatic tumor. Through these experiments, we could approach the core mechanisms of 
the early steps of pancreatic carcinogenesis, and at the same time obtain several hints to prevent 
the progression from ADM to pancreatic cancer progenitors.

研究分野： 消化器内科学

キーワード： 膵がん

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はADMという膵臓のユニークな病変を手がかりに実験を展開するもので、他臓器のがん研究には見られな
い独自性を有するとともに、生体が持つ可塑性にチャレンジする試みであった。また、CreERにより任意のタイ
ミングでADMにKras変異を挿入して膵腫瘍を形成させる実験系、過去困難であったADMの動態を生体内で経時的に
可視化する実験系など、申請者らが構築してきたシステムが有用であった。そこに先端的な遺伝子解析技術を併
用して、膵発がんの超初期病変の本質に挑む解析は、他では実施困難な挑戦的内容と思われた。さらにそこから
得た知見を、中長期的に新規膵がん予防、治療法へ発展させる萌芽とすることができた。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
膵がんは全がんのなかで最も 5 年生存率が不良で、罹患数と死亡数が近似する極めて予後の

悪いがんである。早期発見が困難なうえ、外科切除が可能であった場合も再発が多い。従来型の
抗がん剤治療に加えて、分子標的薬や免疫チェックポイント阻害薬などの次世代の抗がん治療
治療も、その多くが無効である。 
生理的状態では膵を構成する上皮細胞の分化は秩序を保って維持されているが、炎症、がんな

どの病的状態では、細胞内外のシグナル変化により、膵の構成細胞はしばしば脱分化し、細胞の
ダイバーシティと組織構築が大きく変化する。本研究を開始するにあたり研究代表者らは、膵が
んの超初期段階とされる腺房導管異形成（acinar-to-ductal metaplasia）がもつダイナミック
な可塑性に着目した。acinar-to-ductal metaplasia は膵臓の炎症など微小環境の変化で、終末
分化外分泌細胞である腺房細胞が脱分化し、導管細胞類似の形質と未分化性を獲得した化生性
変化とされてきた。興味深いことに、微小環境からの刺激が失われると acinar-to-ductal 
metaplasia は腺房細胞に再分化するが、acinar-to-ductal metaplasia 細胞に Kras 変異が併存
すると膵腫瘍に至ることが多い 
そのため研究代表者らは、膵がんが発生する前の超初期段階（acinar-to-ductal metaplasia

への脱分化および Kras 変異）を解析し、膵がんが発生する前に acinar-to-ductal metaplasia
を再分化させる ＝ 引き返す予防法を開発することが出来れば、膵がん阻止へ向けた大きな一
歩となると考えた 
この点について研究代表者らは、消化器がん幹細胞マーカーDclk1 が acinar-to-ductal 

metaplasia細胞に高発現し、Dclk1陽性acinar-to-ductal metaplasia細胞が acinar-to-ductal 
metaplasia を維持するだけでなく、Kras 変異挿入により膵腫瘍が生じることを細胞系譜解析に
より、本研究前に確認していた。acinar-to-ductal metaplasia は polyclonal であると想定さ
れているが、本研究開始時点で単一細胞レベルの遺伝子発現解析は行われていなかった。また、
腺房細胞から acinar-to-ductal metaplasia が生じて再び腺房細
胞に再分化する動態を経時的、3 次元的に観測した報告もなかっ
た。すなわち、acinar-to-ductal metaplasia を中心とした膵臓な
らではのユニークな脱分化と再分化メカニズムの詳細は明らかに
なっていなかった。 
そこで研究代表者らは、マウス生体で膵臓の同一病変を経時的

に定点観察するイメージング技術（右図）を acinar-to-ductal 
metaplasia に適用し、単一細胞 RNA 解析（single-cell RNA-
sequencing）等によるシグナル変化の解析、オルガノイド培養系
による介入実験を併用して、膵臓の脱分化、再分化、腫瘍化の統
合的理解、超初期段階 ＝ acinar-to-ductal metaplasia から正
常に引き返す新規膵がん予防、治療法開発へ向けたヒントを得た
いと考えた。 
 
２．研究の目的 
膵がんは本邦のがん死の第４位を占める極めて治療成績の不良ながんである。そのため、膵が

んが発生する超初期段階の解析と、がんへの進行を食い止める方策は重要で、高い社会的要請が
存在する。 
多くの先行研究および独自の検討により、膵発がんの超初期段階では acinar-to-ductal 

metaplasia と Kras 変異の併存が必要なことが示されている。また前述のように、acinar-to-
ductal metaplasia は炎症など微小環境の変化によって腺房細胞が脱分化した化生性変化であ
り、腺房細胞に再分化できるユニークな可塑性を持つ。 
そこで本研究では、acinar-to-ductal metaplasia を中心に、細胞系譜イメージング技術とバ

ルク mRNA発現解析、single-cell RNA-sequencing 等を用い、以下の検討を立案した。 
(1) acinar-to-ductal metaplasia の生体内 3次元細胞系譜解析 
(2) acinar-to-ductal metaplasia の脱分化・再分化に関わるシグナルの解析 
(3) acinar-to-ductal metaplasia の腫瘍化に関わるシグナルの検証 
 これらの検討を通じて、膵発がん超初期段階の本質に迫り、acinar-to-ductal metaplasia の
可塑性を活かして正常へ再分化させる ＝ 超初期段階から引き返す膵がん予防戦略の手がかり
を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
膵発がんの超初期段階を解析し、そこから引き返す方策を探るため、以下の in vivo中心の研

究内容を設定した。 
(1) acinar-to-ductal metaplasia の生体内 3次元細胞系譜解析 
 acinar-to-ductal metaplasia 細胞は消化器がん幹細胞マーカーDclk1を高発現し、遺伝子改



変マウスを用いた Dclk1 陽性 acinar-to-ductal metaplasia 細胞への Kras 変異挿入によって膵
腫瘍が生じる。そこで、Dclk1 陽性 acinar-to-ductal metaplasia 細胞からの細胞系譜解析が可
能な Dclk1CreER/+; Rosa26mTmG/+マウス、Dclk1CreER/+; Rosa26mTmG/+; Pdx1-Flp; KrasFSF-G12D/+マウスに
腹壁イメージング・ウインドウを設置し（前頁図参照）、マウスにセルレインを投与することに
よって膵炎を惹起させ、acinar-to-ductal metaplasia の脱分化・再分化が生じる過程、および
Dclk1陽性acinar-to-ductal metaplasia細胞から膵腫瘍が生じる過程を二光子顕微鏡で経時的
に観察する。 
(2) acinar-to-ductal metaplasia の脱分化・再分化に関わるシグナルの解析 
 Dclk1CreER/+; Rosa26mTmG/+マウスをマテリアルとして、acinar-to-ductal metaplasia の脱分化・
再分化過程で腺房・acinar-to-ductal metaplasia 細胞を Dclk1をマーカーとして経時的に収集
する。そのうえで、acinar-to-ductal metaplasia 細胞に生じる動的なシグナル変化をバルク
mRNA 発現解析、single-cell RNA-sequencing 等によりプロファイルし、acinar-to-ductal 
metaplasia の脱分化・再分化に特異的なシグナルを抽出する。その後、acinar-to-ductal 
metaplasia への脱分化が可能な膵腺房細胞培養系、および膵正常オルガノイドをマテリアルと
して、それらシグナルの活性化・阻害実験を行う。それにより、脱分化・再分化に及ぼす影響を
検証する。 
(3) acinar-to-ductal metaplasia の腫瘍化に関わるシグナルの検証 
 Dclk1CreER/+; Rosa26mTmG/+; Pdx1-Flp; KrasFSF-G12D/+マウスを用いた膵腫瘍の形成過程で経時的に
acinar-to-ductal metaplasia 細胞および膵腫瘍細胞を採取し、acinar-to-ductal metaplasia 
および Kras 変異が膵腫瘍を発生させる運命規定因子をバルク mRNA発現解析、single-cell RNA-
sequencing 等により抽出する。その後、マウス膵正常および膵腫瘍オルガノイドを用いて抽出
した因子の活性化・阻害実験を行う。有意な結果が得られた因子については、ヒト膵正常および
前がん病変オルガノイドで介入実験を行い、ヒトでの意義を検証する。 
 これらの研究を通じて、膵が持つダイナミックな可塑性のメカニズムを明らかにするととも
に、膵発がんの超初期段階から引き返す予防、治療戦略構築の手がかりを得たいと考えた。 
 
４．研究成果 
 本研究では、研究計画に沿って複数の実験を並行して行い、以下の様な研究成果を得ることが
できた。 
(1) acinar-to-ductal metaplasia の生体内 3次元細胞系譜解析 
 本研究開始前に、acinar-to-ductal metaplasia 細胞は消化器がん幹細胞マーカーDclk1を高
発現し、Dclk1 陽性 ADM細胞への Kras 変異挿入によって膵腫瘍が生じることが、研究代表者ら
の予備的検討により明らかになっていた。そこで研究計画に則り、Dclk1 陽性 acinar-to-ductal 
metaplasia 細胞からの細胞系譜解析が可能な Dclk1CreER/+; Rosa26mTmG/+マウス、Dclk1CreER/+; 
Rosa26mTmG/+; Pdx1-Flp; KrasFSF-G12D/+マウスに腹壁イメージング・ウインドウを設置した（前頁図
参照）。それらマウスにセルレインを投与することによって膵炎を惹起し、腹壁イメージング・
ウィンドウから acinar-to-ductal metaplasia の脱分化・再分化が生じる過程、および Dclk1 陽
性 acinar-to-ductal metaplasia 細胞から膵腫瘍が生じる過程を二光子顕微鏡で経時的に観察
することを試みた。その結果、技術的困難はあったものの、いくつかの病変について、同一個体、
同一病変の経時的変化を観察することができた。その観察に基づくと、マウス膵の小前がん病変
は数日の経過で子孫細胞が供給されること、膵がんまで進展した後は非常に急速にがん細胞が
供給されることなど、acinar-to-ductal metaplasia から膵がんに至るまでの時間軸、個々の細
胞供給動態を確認することができた。 
(2) acinar-to-ductal metaplasia の脱分化・再分化に関わるシグナルの解析 
 Dclk1CreER/+; Rosa26mTmG/+マウスから acinar-to-ductal metaplasia の脱分化・再分化過程で腺
房・acinar-to-ductal metaplasia 細胞を Dclk1をマーカーとして経時的に収集し、acinar-to-
ductal metaplasia 細胞に生じる動的なシグナル変化をバルクの mRNA 発現解析、single-cell 
RNA-sequencing 等によりプロファイルした。その結果、acinar-to-ductal metaplasia の脱分
化・再分化に際して変動するいくつかの因子、シグナル経路を抽出することができた。そのうち
のいくつかは acinar cell への分化、または ductal cell の分化に関わる因子と考えられたこ
とから、マウス膵腺房細胞培養系、マウス膵正常オルガノイド等でそれらシグナルの活性化・阻
害実験を行い、脱分化・再分化に及ぼす影響を検証した。さらに、効果の大きかった因子の一部
については、遺伝子改変マウスを用いたレスキュー実験を継続することとした。 
(3) acinar-to-ductal metaplasia の腫瘍化に関わるシグナルの検証 
 Dclk1CreER/+; Rosa26mTmG/+; Pdx1-Flp; KrasFSF-G12D/+マウスを用いた膵腫瘍の形成過程で経時的に
acinar-to-ductal metaplasia 細胞および膵腫瘍細胞を採取し、acinar-to-ductal metaplasia 
および Kras 変異が膵腫瘍を発生させる運命規定因子をバルクの mRNA 発現解析、single-cell 
RNA-sequencing 等により抽出した。上記(2)と同様に、膵正常および膵腫瘍オルガノイドを用い
て抽出した因子の活性化・阻害実験を行い、脱分化・再分化・腫瘍化に及ぼす影響を検証した。
効果の大きかった因子の一部については、遺伝子改変マウスを用いたレスキュー実験や阻害薬
投与実験を行い、腫瘍の退縮、消失を認めることができた。 
 以上(1)〜(3)の実験を通じて、膵が持つダイナミックな可塑性のメカニズムの一端を明らか
にするとともに、膵発がんの超初期段階から引き返す予防、治療戦略構築の貴重な手がかりを得



ることができた。 
 本研究は、acinar-to-ductal metaplasia という膵臓においてのみ見られるユニークな病変を
手がかりにしており、他臓器のがん研究には見られない独自性を有するとともに、生体が持つ可
塑性にチャレンジする試みであると思われた。また CreER により任意のタイミングで acinar-
to-ductal metaplasia に Kras 変異を挿入して膵腫瘍を形成させる実験系、過去困難であった
acinar-to-ductal metaplasia の動態を生体内で経時的に可視化する実験系など、研究代表者ら
が独自に構築してきたシステムを用いた点も特徴と考えられる。今後、本研究を通じて得ること
ができた知見を、豊富な膵がん症例を有する臨床の教室でのみ可能な、構築済ヒト正常膵、膵が
んオルガノイドライブラリーを用いて検証し、中長期的に新規膵がん予防、治療法へ発展させる
予定である。 
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