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研究成果の概要（和文）：膵炎に特徴的な組織であるAcinar-to-ductal metaplasia(ADM)中のDclk1陽性細胞よ
り膵腫瘍（PanIN・膵癌）が形成され、ADM中のDclk1陽性細胞が膵癌の始原細胞であることが明らかとなった。
またPanIN、膵癌中のDclk1陽性細胞は腫瘍内で子孫細胞を提供しており、かつ正常膵では子孫細胞をほとんど供
給しなかった。Dclk1は膵癌特異的幹細胞マーカーであることが明らかとなった。
さらに膵癌中のDclk1陽性細胞を選択的にアブレーションすることで癌結節内に大きな空洞が形成され、癌幹細
胞標的治療の可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Pancreatic cancer and Pancreatic intraepithelial neoplasia (PanIN) were 
formed from Dclk1 positive cells in acinar-to ductal metaplasia (ADM), a tissue characteristic of 
pancreatitis, and Dclk1 positive cells in ADM were found to be pancreatic cancer progenitor cells.
In addition, Dclk1 positive cells in pancreatic cancer and PanIN provided progeny cells in the 
tumor, although almost no progeny cells were supplied in normal pancreas. It became clear that Dclk1
 was a pancreatic cancer-specific stem cell marker.
Furthermore, by selectively ablating Dclk1 positive cells in pancreatic cancer, large cavities were 
formed in cancer nodules. The possibility of cancer stem cell target treatment was demonstrated.

研究分野：消化器内科

キーワード： 膵癌　癌幹細胞　Dclk1

  １版
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１．研究開始当初の背景 
幹細胞研究は近年急速な進展をみせてお
り、正常組織幹細胞と同様に、癌組織にも癌
幹細胞が存在することが明らかになってき
た。そのため、「癌幹細胞を標的とする癌治
療法」が注目を集めているものの、依然解決
すべき課題は多い。そのひとつに、これまで
に報告された癌幹細胞マーカーの多くは正
常組織幹細胞にも発現している点がある。た
とえば、Lgr5 は大腸癌幹細胞のマーカーであ
ると同時に、正常大腸組織幹細胞マーカーで
もある（Nature, 457, 608-, 2009）。このよ
うなマーカーを標的として癌治療を行うと、
癌は退縮しても正常組織に大きな傷害が避
けられない。そのため、正常組織幹細胞に発
現せず、癌幹細胞特異的に発現するマーカー
の同定が求められている。そのようなマーカ
ーの候補として、たとえば胃癌における CD44
バリアントなど（Cancer Cell, 19, 387-, 
2011）、少しずつ研究成果が挙がりつつある
ものの、癌幹細胞特異的マーカーの同定と、
癌幹細胞標的治療実現への道はまだ遠い。 
 そこで申請者らは癌幹細胞に特異的なマ
ーカーを検討し、大腸癌幹細胞の特異的マー
カーとして Doublecortin-like kinase 1
（Dclk1）を見いだした（Nat Genet, 45, 98-, 
2013）。すなわち細胞系譜解析による実験で、
Dclk1陽性細胞はApcMinマウス腸腫瘍におい
ては子孫腫瘍細胞を供給していた（図１左）
のに対し、正常腸管では子孫細胞を全く供給
しなかった（図１中）。また Dclk1 陽性細胞
にジフテリアトキシン・レセプターを発現さ
せた上でジフテリアトキシンを投与して
Dclk1 陽性細胞をアブレーションすると、腸
腫瘍全体が退縮し、正常腸管粘膜にはほとん
ど傷害が見られなかった（図１右）。このよ
うに、Dclk1 陽性細胞の選択的排除は、正常
腸管を傷害せずに腫瘍のみを退縮させる、理
想的な癌治療につながる可能性が示された。 

（図１）腸腫瘍における Dclk1 陽性細胞の系
譜解析とアブレーション。（左）タモキシフ
ェン投与 1週間後。腸腫瘍は子孫細胞である
ことを示す Xgal 陽性の細胞で占められてい
る。（中）対照的に正常腸粘膜には Dclk1 陽
性親細胞を認めるのみで、Xgal 陽性の子孫細
胞は見られない。（右）Dclk1 陽性親腫瘍細胞
のみを排除して 1 週間後。腸腫瘍は退縮し、
周囲の正常腸管粘膜には傷害が見られない。  
 
膵癌は、あらゆる癌のなかでも最も予後の
悪いもののひとつである。申請者らは、膵に
おいても、正常膵管細胞や、膵癌・膵癌の前
駆 病 変 （ Pancreatic intraepithelial 

neoplasia; PanIN）で散在性に Dclk1 の発現
が見られることを見いだした（図２） 
（図２）正常膵と PanIN の Dclk1 免疫染色。 

（左）膵管細胞の一部（左・中）と PanIN の
一部（右）で Dclk1 が発現している。 
 
しかし、これまでに幹細胞研究のゴールド
スタンダードである「生体内での細胞系譜解
析」によって膵における Dclk1 陽性細胞の意
義を示した報告はなく、Dclk1 陽性細胞が膵
においても腸と同様に腫瘍幹細胞特異的マ
ーカーかどうかは明らかではなかった。 
さらに申請者らは、膵癌の由来（＝始原細
胞）に関しても興味深い予備的な知見を得た。
膵癌は膵管細胞マーカーが陽性であり、従来
は膵管に由来すると考えられてきた。しかし、
近年の研究により、膵癌は腺房細胞に由来す
る可能性が示唆され、膵癌の発生・進展過程
の新たな手法による解析が待ち望まれてい
る。このような中、申請者らは Dclk1 が PanIN
の前駆病変と考えられている Acinar-to- 
ductal metaplasia（ADM）において多数発現
していることを見いだした（図３）。 
（図３）ADM と Dclk1 免疫染色。（左）H.E.

像。（中・右）Dclk1 免疫染色。ADM の殆どに
Dclk1 が発現している。 
 
慢性膵炎は膵癌の重要なリスクファクタ
ーとして知られているが、ADM は膵炎環境下
で腺房細胞が脱分化して膵管細胞の性質を
併せ持つようになったものである。ADM 中に
Dclk1 の発現が見られたことから、申請者ら
は、PanIN、膵癌は Dclk1 陽性 ADM 細胞に由
来するのではないかと仮定し、細胞系譜解析
の手法を用いて、マウス生体膵で Dclk1 陽性
細胞の意義を検証しようと考えた。 

 
２．研究の目的 
膵癌における「癌幹細胞標的治療」の開発
を目指して、Dclk1 の膵発癌・進展過程にお
ける意義を、細胞系譜および遺伝子発現プロ
ファイルの解析を通じて検証し、膵癌の「癌
幹細胞」および「始原細胞」の成り立ちを明
らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 



膵癌の発生・進展過程を細胞系譜解析の手
法を用いて生体内で可視化し、その過程にお
けるDclk1陽性細胞の遺伝子発現を網羅的に
比較する。そのために以下の検討を行う。 
（１）膵正常組織における Dclk1 陽性細胞の
系譜解析を行い、Dclk1 陽性細胞が正常膵組
織幹細胞であるかを検証する。 
（ ２ ） 膵 炎 に 特 徴 的 な 組 織 で あ る
Acinar-to-ductal metaplasia（以下 ADM）に
存在するDclk1陽性細胞から膵前癌病変であ
る Pancreatic intraepithelial neoplasia
（以下 PanIN）および膵癌が形成されるか検
証する。 
（３）PanIN および膵癌における Dclk1 陽性
細胞の系譜解析を行い、PanIN・膵癌におい
てDclk1陽性細胞が腫瘍幹細胞であるかを検
証する。 
（４）ADM 中の Dclk1 陽性細胞の遺伝子発現
プロファイリングを行い、ADM に腫瘍発生し
うる根拠をさぐる。 
これらの解析を通じて、膵癌の成立過程を
明らかにし、膵癌幹細胞を標的とする新規治
療開発へ向けた基礎的知見を得る。 
 
４．研究成果 
（１）Dclk1creERT;Rosa26LSL-LacZマウスを用いて
生理的条件および膵炎下でのDclk1陽性細胞
の系譜解析を行ったところ、tamoxifen 投与
後 4 週間後においても、Dclk1 陽性細胞の子
孫であることを示す LacZ 陽性細胞は膵内に
ほとんど認められなかった。すなわち Dclk1
陽性細胞は膵においてほとんど子孫細胞を
供給せず、正常組織幹細胞ではないことが明
らかとなった（図４）。 

（図４）正常膵における Dclk1 陽性細胞の系
譜解析。Tamoxifen 投与後 28 日の膵幹細胞
（左）と腺房細胞（右）。子孫細胞の供給が
殆どみられない。 
 
（２）Dclk1creERT2; KrasLSL-G12Dマウスを用いて、
Dclk1 陽性細胞から前癌病変 PanIN が形成さ
れるか解析した。Tamoxifen を投与して、生
理的条件で存在する Dclk1 陽性細胞に Kras
変異を導入してもPanINはほとんど形成され
なかった。しかし、caeruklein を予め投与し
て膵炎を起こしたのち tamoxifen を投与し、
膵炎に特徴的にみられる Acinar-to-ductal 
metaplasia（ADM）に Kras 変異を導入すると
PanIN が形成された（図５左）。ADM に存在す
る Dclk1 陽性細胞から PanIN が形成されたと
考えられた。また Dclk1creERT2; KrasLSL-G12D; 
Trp53flox/floxマウスを用いて Dclk1 陽性細胞

からの膵癌の発生を解析したところ、同様に
膵炎を予め起こしてからtamoxifenを投与す
ることで膵癌が形成された（図５右）。ADM 中
の Dclk1陽性細胞から膵癌が形成されたと考
えられた。すなわち ADM における Dclk1 陽性
細胞が PanIN・膵癌の起源であることが明ら
かとなった。 

（図５）ADM から形成された PanIN（左）と
膵癌（右）の H.E.染色。 
 
（ ３ ） Dclk1creERT2; Pdx1-FLP; KrasFSF-G12D; 
Rosa26mTmGマウスを用いて、形成された PanIN
の中で Dclk1陽性細胞の系譜解析を行ったと
ころ、Tomato 発現細胞で構成されていた
PanIN が EGFP 発現細胞に置き換わっていた。
すなわち PanIN 中の Dclk1 陽性細胞は子孫
PanIN 細胞を供給していることが判明し、
PanIN 中の Dclk1 陽性細胞は PanIN の幹細胞
であることが明らかとなった。 
また Dclk1creERT2; Pdx1-FLP; KrasFSF-G12D; 
Rosa26mTmG; Trp53frt/frtマウスを用いて、形成
された膵癌の中でのDclk1陽性細胞の系譜解
析を行ったところ、Tomato 発現細胞で構成さ
れていた膵癌が EGFP 発現細胞に置き換わっ
ていた。すなわち膵癌中の Dclk1 陽性細胞は
子孫膵癌細胞を供給していることが判明し、
膵癌中のDclk1陽性細胞は膵癌の幹細胞であ
ることが明らかとなった。 

 
さらに Dclk1creERT2; Pdx1-FLP; KrasFSF-G12D; 
Rosa26iDTR; Trp53frt/+マウスを用いて、膵癌に
おいてDclk1陽性細胞の選択的アブレーショ
ンを行ったところ、アブレーション後 14 日
で膵癌結節内に大きな空洞が形成されてい
た。この結果は膵癌幹細胞標的治療の可能性
が示唆するものであった。 
 
（４）膵癌の起源細胞である ADM 中の Dclk1
陽性細胞の遺伝子発現プロファイルを解析
した。膵炎を起こし ADM を形成したマウスの
膵管細胞、（ADM になっていない）腺房細胞と
ADM をレーザーマイクロダイセクションの手
法を用いて組織を採取し、RNA を抽出してマ
イクロアレイ解析を行った。すると Kras 変
異が導入されていない膵炎の段階で、ADM に
おいてすでに Kras の発現が亢進していた。
ADM にさらに Kras 変異が加わることで Kras
活性が閾値を超え、腫瘍が発生してくること
が示唆された。 
 
以上の結果より、ADM 中の Dclk1 陽性細胞
は膵癌の始原細胞であること、また Dclk1 は



膵癌特異的幹細胞マーカーであることが示
された。また Dclk1 陽性細胞のアブレーショ
ン実験の結果から、膵癌幹細胞標的治療の可
能性が示唆された。 
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