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研究成果の概要（和文）：本研究は、ヒト膵癌オルガノイドを用いた共培養モデルを作成し、partial EMTによ
るクラスター浸潤機序の解明及び制御を目的とした。ヒト膵癌組織から膵癌オルガノイド及び膵星細胞の樹立を
行い、独自の三次元共培養モデルを作成することで形態変化および浸潤をリアルタイムで観察した。その結果、
分化型膵癌オルガノイドは膵星細胞の有無によってその形態およびEMT関連遺伝子の発現を変化させており、膵
星細胞の有無といった外的要因によって影響を受けるpartial EMTの状態であり、一方で外的要因に左右されず
恒常的にEMT関連遺伝子の発現が高い低分化型膵癌はcomplete EMTの状態であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate and control the mechanism of 
cluster invasion by partial EMT. We established pancreatic cancer organoids and pancreatic stellate 
cell (PSC) from human pancreatic cancer tissues and observed their morphological changes and 
invasion in real time by creating a unique three-dimensional co-culture model. As a result, the 
morphology and expression of EMT-related genes of differentiated pancreatic cancer organoids were 
changed depending on the presence or absence of PSCs. On the other hand, undifferentiated pancreatic
 cancers with high expression of EMT-related genes were suggested to be in the state of complete 
EMT.

研究分野： 医歯薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膵癌の予後を規定する癌浸潤メカニズムを解明するために、partial EMTによるクラスター浸潤機序に着目して
研究を行い、上皮可塑性をもたないcomplete EMTをきたすか、クラスター浸潤するpartial EMTをきたすかとい
った差違は膵癌の分化型に関係していることが示唆された。これは膵癌subtypeごとに異なる浸潤機序を持つこ
とを示したものであり、subtypeごとの制御法を確立し臨床応用することによって、個別化治療を推し進め、今
後の膵癌患者の予後改善に寄与し得ると考えられる。

※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、最も予後不良な癌のひとつであり，予
後不良の原因として，早期から浸潤・転移をき
たすといった生物学的悪性度の高さがあげら
れる。癌の浸潤・転移において注目されている
model の一つとして上皮間葉転換（epithelial-
mesenchymal transition,EMT）がある。かつ
てより EMT は上皮から間質様へ完全に転換す
るといった binary process としてされてきた
が、最近では二つの要素をあわせ持つ hybrid 
な phenotype を partial EMT として認識さ
れるようになってきた。こういった partial 
EMT はさらに 間葉上皮転換（mesenchymal-
epithelial transition, MET）をきたす上皮可塑
性が示されており、そういった phenotype は浸
潤・転移において細胞同士が
接着したまま集団的に浸潤す
るクラスター浸潤をきたすと
考えられる。また、こういった
上皮可塑性は可塑性修飾、つ
まりはエピジェネティック調
節の変化によって可能となる
と考えられ、こういった可塑性修飾は癌周囲微小環境が変化すればその環境に合わせて変化し
うると考えられるがその詳細なメカニズムは明らかとなっていない。我々は、かつてより膵癌の
浸潤・転移機序を、膵星細胞（pancreatic stellate cell, PSC）を含めた癌周囲微小環境に注目し
研究してきた（図１）。また、最近では患者個々より膵星細胞の樹立のみならず膵癌オルガノイ
ドモデルの樹立を積極的に行っており（図２）、ヒト膵癌由来のオルガノイドと PSC の共培養を
基とした患者個々の膵癌周囲微小環境の再現を積極的に行っている。すでに、膵癌細胞株と PSC
のコラーゲンゲル三次元直接共培養系で、PSC が癌細胞の浸潤を先導する現象を明らかにして
おり、この確立したコラーゲンゲル三次元共培養系を用いて共焦点レーザー顕微鏡によるタイ
ムラプス観察することで、リアルタイムに EMT(もしくは MET)変化いわゆる partial EMT を
観察し得ると考えられた。このようにして上皮可塑性を可視化し、EMT/MET 前後のエピゲノ
ム解析を行うことで、可塑性修飾に関与する因子を同定することは、膵癌における新たな転移・
浸潤機序を解明することにつながり、新たな治療法開発につながるものと考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は『膵癌オルガノイドを用いた partial EMT によるクラスター浸潤機序の解明と
制御』である。上皮可塑性を可視化し、EMT/MET 前後のエピゲノム解析を行うことで、可塑性
修飾に関与する因子を検索し、またその可塑性修飾にどういった癌周囲微小環境因子が関与し
ているかを明らかとする。 
 
３．研究の方法 
 
① ヒト膵癌組織から膵癌オルガノイドおよび PSC の樹立および３次元共培養モデルの作成  

膵癌オルガノイドは、コラーゲン分解酵素および GentleMACS(Miltenyi Biotec 社) を用
いて切除組織から膵癌細胞を分取し、基底膜マトリックスを用いた 3 次元培養を行って細
胞を培養した。培養液に Wnt, Rspondin-1, EGF, TGFβinhibitor などのニッチ因子を加
えることで、膵癌オルガノイドの樹立を行った。また、outgrowth 法により膵星細胞の樹立
も行った。これらを底膜マトリックスおよび非接着性 U 底 well を用いて 3 次元共培養を
行った。 
 

② 3 次元共培養を用いた、タイムラプスイメージングによる浸潤形態のリアルタイム撮像  
膵癌オルガノイドに蛍光タンパクである GFP を、膵星細胞に RFP を transfection し、3 次
元共培養モデルをタイムラプスイメージングによってリアルタイムに観察した。その浸潤
形態からクラスター浸潤機序を詳細に評価した。 
 

③ 各分化型における膵癌浸潤機序の差違の評価 
②で確立した 3 次元共培養モデルを用いて、低分化・中分化・高分化それぞれの浸潤形態
や CAF の存在有無による EMT 関連遺伝子を含む発現の変化を評価した。 

 



４．研究成果 
 
はじめに、ヒト膵癌組織を積極的
に採取し、同一組織から膵癌オル
ガノイドおよび膵星細胞の樹立
を行った。結果として、8症例の
膵癌オルガノイドおよび膵星細
胞を樹立できた。これら膵癌オル
ガノイドおよび膵星細胞を基底
膜マトリックスおよび非接着性 
U 底 well を用いて遠心後に培養
を行うといった独自の方法で 3
次元共培養モデルを作製した。そ
れらをパラフィン固定後に H&E
染色し形態学的評価を行った（図
３）。さらに Vimentin,αSMA, 
CK19 を免疫組織学的染色で評価
したところ、実際の膵癌組織の形
態学的特徴を保持していること
がわかった（図４）。さらに浸潤形
態を観察するために、膵癌オルガ
ノイドに蛍光タンパクである GFP
を 、 膵 星 細 胞 に RFP を
transfection し、3次元共培養モ
デルをタイムラプスイメージン
グによってリアルタイムに観察
した。すると、膵癌細胞同士が接
着したまま浸潤するクラスター
浸潤する様が観察・記録された
（図５）。 
しかし、浸潤部位が本体から分離
し、新たにオルガノイドを形成す
る様子は観察されなかった。次
に、樹立した膵癌オルガノイドお
よび膵星細胞 8 サンプルによる
共培養モデルをそれぞれ作成し、
その形態変化および浸潤能を評
価した。8サンプルのうち、高・
中分化型は膵星細胞の有無によってその形態を変化させ、膵星細胞共培養下では腺腔構造を有
する分化型を呈するのに対して、膵星細胞非存在下では solid な低分化型を呈した。一方で、低
分化型は膵星細胞の有無にかかわらず Solid な低分化型を呈した。また、各分化度の膵癌オルガ
ノイドの網羅的発現解析を行ったところ、低分化型では分化型よりも有意にＥＭＴ関連遺伝子
の発現がいずれも増加していた。以上より、分化型膵癌は膵星細胞の有無によってＥＭＴ関連遺
伝子の発現を変化させ、一方で低分化型膵癌は膵星細胞の有無に影響されることなくＥＭＴ関
連遺伝子の発現が亢進していると考えられた。これは、分化型膵癌は膵星細胞の有無といった外
的要因によって影響を受ける partial EMT の状態であり、一方で外的要因に左右されず恒常的
にＥＭＴ関連遺伝子の発現が高い低分化型膵癌は complete EMT の状態であると考えられた。ま
た、分化型膵癌オルガノイドでは CDH1 などの細胞接着因子の発現が低分化型よりも高く、一方
で低分化型膵癌オルガノイドでは単細胞化によるアノイキス耐性を有していたことから、分化
型膵癌は partial EMT を介した collective invasion の形態を呈し、低分化型は恒常的にＥＭ
Ｔ関連遺伝子の発現が亢進しており、アノイキス耐性を有していることから単細胞浸潤を引き
起こしていると考えられた。 
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