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研究成果の概要（和文）：膵がんのように早期診断技術開発が待望される腫瘍において、血中マイクロRNA 
(miRNA)診断の実用化が期待されている。我々はマウス膵管初代培養より樹立した膵前駆細胞に対し、
CRISPR/Cas9を用いて遺伝子編集を行い、Kras、Cdkn2a、Tp53、Smad4の変異を導入した膵多段階発がん細胞株系
列を作成した。各細胞の培養上清より細胞外小胞を収集し、miRNA-seqによってmiRNAプロファイルを網羅的に解
析した。当該細胞株をヌードマウスの膵臓内に移植し、マウス血清中のmiRNA発現変化を比較したところ、Kras
変異獲得により血中で変動するmiRNAを同定した。

研究成果の概要（英文）：For tumors such as pancreatic cancer, where early diagnostic technology is 
highly anticipated, it is hoped that circulating microRNA (miRNA) diagnosis will become practical. 
We used CRISPR/Cas9 to perform gene editing on pancreatic progenitor cells established from the 
primary culture of mouse pancreatic ducts. We created a pancreatic multistage carcinogenesis cell 
line in which mutations in Kras, Cdkn2a, Tp53, and Smad4 were introduced. Extracellular vesicles 
were collected from the culture supernatant of each cell line, and miRNA-seq was used to analyze 
miRNA profiles comprehensively. The cell lines were transplanted into the pancreas of nude mice, and
 changes in miRNA expression in mouse serum were compared, identifying miRNAs that changed in the 
blood due to the acquisition of Kras mutations.

研究分野：腫瘍診断学

キーワード： 膵臓がん　細胞外小胞　マイクロRNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
リキッドバイオプシー技術によるがん早期診断は、その市場規模の成長率がもっとも高い分野のひとつであり、
国内外の複数の企業が細胞外miRNA診断研究開発を進めており、本邦から成功させ世界展開へと導く意義は保健
福祉的にも経済的にも極めて有益と考えられる。この潮流を下支えする基盤技術として、本研究のような細胞外
miRNAの基礎的理解を深める試みは重要である。血中miRNAの生理学的意義の解明は、診断用途としてmiRNAを活
用する際に必ず生じるであろう偽陰性・偽陽性を正しく解釈するために臨床上必須であり、また将来的にはこの
血中miRNAの機能を標的とした核酸医薬の創出への応用も期待できる。

※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（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
膵がんは、本邦におけるがん死亡の第 4位であり、極めて予後不良な悪性腫瘍である。膵がん
の生命予後改善のためには、革新的な早期診断手法の開発が待望されている。特に近年の核酸解
析技術の向上により、血液などの体液から低侵襲性で詳細な疾病情報を探知する体液診断(リキ
ッドバイオプシー)技術への期待が高まっている。 
研究代表者は、特に血中の miRNA に注目し、2014 年から 5年間、NEDO/AMED の委託により実施
された「体液中マイクロ RNA 測定技術基盤開発」事業において、国立がん研究センター研究所で
その実務の主力を担い、多くのがん種の早期診断に血清 miRNA が有用であることを見出した 1, 
2)。膵がん患者においても、その前駆病変である膵上皮内腫瘍性病変(PanIN)の段階から、血中
miRNA が健常者とは異なるプロファイルを示すことがわかった。これらの成果に基づいた東レ株
式会社の「DNA チップによる膵臓・胆道癌検査キット MI-004（仮称）」は、厚生労働省「AMED の
支援を受けた革新的な医薬品等の先駆け審査指定制度」に指定され、薬事承認へのプロセスを進
めている。 
こうした背景から、膵がん患者における血中 miRNA 変化の詳細な機序を理解することは急務
である。CEA や CA19-9 などの従来の腫瘍マーカーが細胞死によって細胞外へ逸脱する分子を血
中で測定していたのとは異なり、miRNA はエクソソームなどの細胞外小胞(extracellular 
vesicle: EV)に内包されて細胞外へ分泌された後、他の細胞へと送達され、受け取った細胞内で
も機能しうることが知られており、いわばホルモンやサイトカインのような新たな細胞間コミ
ュニケーションツールであることが明らかになっている。血中 miRNA の生理学的意義の解明は、
診断用途として miRNA を活用する際に必ず生じるであろう偽陰性・偽陽性を正しく解釈するた
めに臨床上必須であり、また将来的にはこの血中 miRNA の機能を標的とした核酸医薬の創出へ
の応用も期待できる。 
 
２．研究の目的 
研究代表者は、マウス正常膵管の初代培養細胞に特定の低分子化合物を添加することにより、
膵前駆細胞を樹立することに成功した。そこでこの膵前駆細胞を起点として、CRISPR/Cas9 技術
を用いたゲノム編集によって膵発がんに至る過程に対応する遺伝子変異(KrasG12D, ΔTp53, Δ
Cdkn2a, ΔSmad4)を保持した細胞株を樹立する。これは膵がんの 90%以上に KRAS 変異が認めら
れるというヒト膵がんの特徴をモデル化したものである。樹立した細胞株が分泌する miRNA、お
よびこれらの細胞をマウスに移植した際の血中 miRNA を網羅的に解析し、遺伝子変異獲得と細
胞外 miRNA 変化の関連性を明確化する。特に、細胞移植時に変化する血中 miRNA が、移植した細
胞由来の miRNA 分泌量変化によって説明しうるかどうかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 膵多段階発がんモデル細胞株の樹立 
マウス膵管より樹立された膵前駆細胞 mPP をもとに、CRISPR/Cas9 および相同組換えを用い
て、KrasG12D変異、Cdkn2a, Tp53, Smad4 の欠損を単独もしくは複数導入した多段階発がんモデ
ル細胞群として mPP-K (mPP+KrasG12D), mPP-KC (mPP+KrasG12D+ΔCdkn2a), mPP-KCP (mPP+KrasG12D+
ΔCdkn2a+ΔTp53), mPP-KCS (mPP+KrasG12D+ΔCdkn2a+ΔSmad4), mPP-KCSP (mPP+KrasG12D+Δ
Cdkn2a+ΔSmad4+ΔTp53)を樹立した。さらに mPP-K に Tp53R172H変異を導入した細胞の樹立にも成
功した。 
 
(2) マウスへの細胞移植 
樹立した細胞株群、加えて膵臓がんモデルマウスより樹立した膵臓がん細胞株 KPCY (LSL-
KrasG12D/+; LSL- Trp53R172H/+; Pdx-1-Cre; Rosa26YFP/YFP) 2838c3, 6419c53)を用いて、野生型マウ
ス膵臓への同所移植実験を行ったが、KPCY 以外は樹立しなかったため、ヌードマウス KSN/Slc
の膵臓への同所移植実験を行い、KrasG12D変異獲得によって腫瘍形成能が獲得されたことを示し
た後に、血清を採取した。 
また同一の細胞株群の培養上清中 EV を超遠心法により収集した。これらの細胞外 miRNA を次
世代シーケンサーにより網羅的に解析し、血清 miRNA プロファイルの変動がどの膵細胞変異に
対応してどのように起こるのか、またそれが当該の膵細胞から分泌される miRNA プロファイル
の変化によって説明しうるのかを解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 同所性移植モデルマウスの作製 
 ヌードマウス KSN/Slc の膵臓に膵前駆細胞 mPP、多段階発がんモデル細胞群 （mPP-K, mPP-KC, 
mPP-KCP, mPP-KCS）、膵がん細胞株 KPCY2838c3, 6419c5 を植え付けた結果、KrasG12D変異を含む
すべての多段階発がんモデル細胞群と膵がん細胞株が生着し、移植から 12 日後の解剖で回収し
た組織の HE 染色では膵房細胞の周辺に腫瘍の形成が確認できた。対照群と mPP を移植した群で
は細胞の生着は見られなかった。 



 
(2) miRNA-seq による血清中および細胞中・培養上清 EV 中における miRNA 発現解析 
作製した各モデルマウス (対照群、mPP, mPP-K, mPP-KCS, mPP-KCP, 2838c3, 6419c5)の血清
中 miRNA-seq は、1960 個の miRNA について実施された。そのうち、移植前の細胞中およびその
培養上清 EV 中 miRNA について実施された miRNA-seq も含め、すべての細胞群で発現が確認され
た miRNA は 82 個であった。それらの miRNAs について血清中データを用いて特定の群間の分類
に有用であるかを評価するために、ROC (Receiver Operating Characteristic curve ) 分析を
実施し AUROC (Area Under the Receiver Operating Characteristic curve) を求めた。解析で
は血清中 miRNA についての miRNA-seq 結果を使用し、対照群および mPP 群を陰性群、mPP-K, mPP-
KCS, mPP-KCP, 2838c3, 6419c5 の 5 群を陽性群として分類し、それぞれの miRNA が群間の識別
においてどの程度の精度を持つかを評価した。その結果、AUROC が 0.8 となった miRNA が 3 個、
0.9 となった miRNA が 2 個、1となった miRNA が 3 個あった。これら AUROC > 0.8 となった 14 個
の miRNA のうち、ヒトにも存在する miRNA は 8 個であった。 
これら 8つの miRNA について細胞中 miRNA-seq と培養上清 EV 中 miRNA-seq のデータと併せて
評価した。血清中で低発現になっている miRNA は、培養上清 EV 中でも同様に発現が低下する傾
向が認められた。一方で、これら 8個の miRNA は血清中 miRNA-seq において KrasG12D変異を含む
群で発現が上昇しているものが対象であるが、培養上清 EV 中では KrasG12D変異および Cdkn2a 欠
損のタイミングでいずれも発現上昇は認められなかった。miR-361-3p, miR-146b-5p, miR-22-
3p, miR-99b-5p, miR-125a-5p は Smad4 欠損導入もしくは Tp53 欠損導入の段階で上昇する傾向
にあるが、残りの miR-30c-5p, miR-125b-5p は KPCY 2 株で発現が大きく上昇しており、多段階
発がんモデル細胞群間での差はほとんどなかった。細胞中における miRNA の発現は、miR-146b-
5p, miR-342-3p, miR-125b-5p が mPP および多段階発がんモデル細胞群と比較して KPCY 2 株に
おいて上昇傾向にあるが、miR-30c-5p や miR-22-3p のように変異導入前の mPP で高発現となっ
ているものもあり、血清中および培養上清 EV 中の発現パターンとの間に明確な相関は観察され
なかった。 
 
(3) qRT-PCR による組織中・細胞中・血清中 miRNA 発現解析 
選定された 8 個の miRNA について、モデルマウスの組織中における miRNA 変動を調べるため
に、対照群、mPP-K 群、KPCY 6419c5 群の 3群について再度同所移植実験を行った。対照群の正
常膵臓組織、mPP-K 群、KPCY 群の正常膵臓組織および腫瘍組織を回収し、それぞれの miRNA の発
現をqRT-PCRで評価した。その結果、いずれかの群間で有意に発現変化が見られたのはmiR-146b-
5p, miR-99b-5p, miR-125a-5p, miR-125b-5p の 4 個であった。 
これら 4 個の miRNA の発現は、いずれも対照群の正常膵臓組織と比較して mPP-K 群、KPCY 群
の腫瘍組織でそれぞれ上昇傾向にあった。mPP-K 群の腫瘍組織において有意に上昇していたのは
miR-125a-5p だけであったが、反対に残りの miR-146b-5p, miR-99b-5p, miR-125b-5p は KPCY 群
の腫瘍組織において有意に上昇していた。それぞれの群の正常膵臓組織における miRNA の発現
は 3 群間であまり変化が認められなかったが、miR-146b-5p の発現は対照群と比較して KPCY 群
においてもやや上昇傾向にあった。 
いずれかの群間で有意に発現変化が見られた 4個の miRNA (miR-146b-5p, miR-99b-5p, miR-
125a-5p, miR-125b-5p) について、移植する前の細胞中での発現の違いを調べるため、mPP, mPP-
K, KPCY 6419c5 の miRNA 発現を qRT-PCR で評価した。その結果、miR-99b-5p, miR-125a-5p, 
miR-125b-5p は mPP と比較して mPP-K においてほとんど変化していなかったが、miR-146b-5p の
発現は mPP-K で有意に減少していた。また、4 つの miRNA すべての発現が mPP と比較して
KPCY6419c5 において有意に上昇していた。 
いずれかの群間で有意に発現変化が見られた 4個の miRNA (miR-146b-5p, miR-99b-5p, miR-
125a-5p, miR-125b-5p) について、モデルマウス中での血清中発現を qRT-PCR で調査した。対照
群、mPP-K 群、KPCY 群の 3 群の同所移植実験の際に採取した血清中 miRNA の発現を qRT-PCR で
評価したが、miR-146b-5p については、qPCR において Cq 値が検出されず、発現を評価すること
ができなかった。残りの 3個の miRNA の中で、miR-125a-5p は対照群と比較して mPP-K 群、KPCY
群でともに上昇傾向にあったが、有意な変化は認められなかった。miR-99b-5p は対照群と比較
して KPCY 群でやや上昇傾向にあるが、検体間のばらつきが非常に大きい結果となった。miR-
125b-5p は 3 群間で大きな変化は認められなかった。miR-125a-5p は対照群 vs. mPP-K 群、対照
群 vs. KPCY 群での AUROC 値がそれぞれ 0.75, 0.70 となり、qRT-PCR における一定の分類性能が
示された。 
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