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研究成果の概要（和文）：本研究は、ヒト膵癌組織から樹立した膵癌オルガノイドのphenotypeを分類し、膵癌
phenotypeに応じた活性化膵星細胞による基質リモデリング能の違いおよびそのメカニズムの解明を目的とし
た。樹立した膵癌オルガノイドは実際の膵癌組織の形態を維持しており、微小環境因子への依存性と組織分化度
に基づいたphenotype分類が可能であった。膵癌オルガノイドと膵星細胞を用いた三次元共培養モデルを作製
し、膵癌細胞が細胞外マトリックスへ浸潤する様子を観察し、膵星細胞によるMMP２およびMT1-MMPを介した基底
膜破壊が寄与していることがわかった、

研究成果の概要（英文）：This study was performed to classify the phenotype of pancreatic cancer 
organoids derived from human pancreatic tissue and to clarify the difference in the extracellular 
matrix (ECM) remodeling ability of activated pancreatic stellate cells (PSCs) depending on the 
phenotypes. The organoids maintained the morphology of the pancreatic tissues, and phenotype 
classification was possible based on the niche factors dependency and the tumor differentiation. We 
established a three-dimensional co-culture model using the organoids and PSCs, and observed how the 
pancreatic cancer cells invade the ECM. These revealed that the basement membrane destruction by 
PSCs via MMP2 and MT1-MMP. In the future, we challenge to elucidate the differences in ECM 
remodeling by PSCs depending on each pancreatic cancer phenotype and to develop a personalized 
treatment that controls cancer cell invasion.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 膵癌　オルガノイド　膵星細胞　癌周囲微小環境　基質リモデリング

  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上で、従来の細胞株のような単一的なphenotypeではなく、
患者個々の膵癌組織から樹立した膵癌オルガノイドを用いることで様々な膵癌phenotypeに応じた浸潤形態を観
察可能となった。本研究では、この膵癌オルガノイドと膵星細胞の三次元共培養モデルを作製することで、より
生体内を反映した環境での浸潤形態を観察可能となり、膵星細胞のMMP2及びMT1-MMPを介した膵癌基底膜破壊が
膵癌細胞浸潤に関わっていることを解明した。今後は、樹立した様々な膵癌phenotypeに応じた浸潤過程の差違
を明らかにすることで、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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
他の消化器癌などにおける飛躍的な治療法の改善

とは対照的に、膵癌はここ 30 年ほとんど生存率の
改善が見られない取り残された癌腫である。外科的
切除が唯一の根治的治療法だが、切除可能である症
例は 20％で、たとえ根治切除ができてもその 5 年生
存率はわずか 15％である。よって膵癌の新規治療法
の開発は、社会的要請度・貢献度・緊急性が高い喫
緊の課題である。 
膵癌は豊富な Desmoplasia を病理学的特徴とし、

コラーゲンやプロテオグリカンなどで構成される細
胞外基質(Extracellular matrix ; ECM)の影響により抗
癌剤などの Drug Delivery が不十分となることで癌細
胞への治療効果が減少すると考えられている（Michael 
et al., Pancreas, 2012）。また、癌細胞は間質細胞との
相互作用でその悪性度が増す癌間質相互作用が報告さ
れ(Bhowmick et al., Nature, 2004)、その中でも膵星細
胞(Pancreatic Stellate Cell : PSC)は、種々の液性因子
を分泌して膵癌細胞の増殖や浸潤・転移を促進するこ
と や (Vonlaufen et al., Cancer Res, 2008) 、
Desmoplasia を 促 す こ と が 報 告 さ れ て お り
(Gastroenterology, 2005)、膵癌の悪性形質を誘導する
責任細胞として注目されている。 
一方で、近年では 3 次元培養モデルを用いて、膵

切除組織より分取した膵細胞からオルガノイドが作
成できるようになり(Boj et al., Cell, 2015 ; 図１)、
より生体に近い環境で培養・観察が行えるようにな
った。我々のこれまでの研究から、膵癌細胞と PSC
の 3 次元共培養モデルでは、PSC が膵癌細胞より先
に浸潤していく様子が観察され(図２)、その際にコラ
ーゲンゲル層を収縮し、線維方向を変化させている
ことがわかっており(図３)、癌の浸潤においては
PSC が ECM リモデリングを行い、癌細胞が増殖・
浸潤しやすい環境を整えていると推測された。また、ECM リモデリングの性質は膵癌細胞株間
において異なっていることもわかっており、実際のヒト膵癌組織においても間質量や浸潤様式
には個体差があることから、これらは膵癌細胞によって誘導された Activated PSC の ECM リ
モデリング能の差によるものと推測された。 
以上から、3 次元共培養モデルや膵オルガノイドを用いることでより生体内に近い環境で詳細

な検討が行え、癌細胞の phenotype によって誘導される PSC と ECM リモデリング能を解析す
ることで癌細胞の phenotype から微小環境の性状に応じた個別化治療が可能となるのではない
かと考え本研究の構想に至った。 

 
２．研究の目的 
 ヒト膵癌組織より樹立した膵癌オルガノイドの phenotype を解析し、膵癌 phenotype に応じ
た活性化膵星細胞による基質リモデリング能の違いおよびそのメカニズムの解明を目的とする。 
 
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 
② 形態学的評価および微小環境因子依存性に基づいた膵癌オルガノイドの phenotype 分類お

よび各 phenotype の RNA 発現解析 
③ 膵癌オルガノイドと PSC の 3 次元共培養モデルを用いた膵癌細胞浸潤機序の観察および浸

潤に寄与する因子の解析 
④ In vitro / in vivo における標的因子抑制による膵癌細胞の浸潤形態の評価 
 
４．研究成果 
 まず、ヒト膵癌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。計 11 例の膵癌オ
ルガノイドの樹立に成功し、そのうち継代維持が可能であった 8 例の膵癌オルガノイドを用い
て実験を行った。それぞれのオルガノイドを H.E 染色を用いて形態学的評価を行うと、低分化
型・中分化型・高分化型の 3つの subtype に分類でき、いずれも実際の膵癌組織の形態を維持し
ていた（図４）。オルガノイド培養を行う上で微小環境因子の添加を行うが、分化度が高くなる
につれて微小環境因子への依存性が高かった。微小環境因子依存性の高分化型膵癌オルガノイ
ドは血清培地下では培養不可であるが、膵星細胞と共培養を行うと微小環境因子のない血清培
地下でも培養可能であった。したがって、高分化型膵癌細胞は膵星細胞に依存してホメオスタシ



スを維持していることが示唆された。実際の組織標本にお
いても、高分化型膵癌では低分化型よりも周囲の間質量が
多い傾向にあり、高分化型 phenotype では膵星細胞との相
互作用により癌細胞自身のホメオスタシスを維持してい
る一方で、膵星細胞の基質リモデリングが亢進している可
能性が示唆された。これら膵癌オルガノイドをマイクロア
レイ発現解析し、phenotype に応じた細胞増殖パスウェイ
を比較解析した。各遺伝子の発現レベルを基にした主成分
分析により、各膵癌オルガノイドのクラスタリングを行う
と、微小環境因子への依存性が高い高分化型膵癌
phenotype と微小環境因子への依存性が低い低分化型
phenotype に分類された。各 phenotype の発現プロファイ
ルからパスウェイ解析を行うと、高分化型 phenotype では
メバロン酸代謝を中心とした脂肪酸代謝に関わる遺伝子
発現が亢進しており、一方で低分化型ではプロテアソーム
代謝に関わる遺伝子発現が亢進していた（図５）。 
次に、樹立した膵癌オルガノイドと膵星細胞をコラーゲ

ン Iゲル内で 3次元共培養を行い、膵癌細胞が膵星細胞と
の相互作用を介して浸潤する経過を、タイムラプスイメー
ジングを用いてリアルタイムに観察を行った。すると、膵
癌オルガノイドへ膵星細胞が直接接触した直後から膵癌
オルガノイドの管腔構造が崩れ、膵癌細胞の浸潤が起こる 

 
様子が観察された。そのため、膵癌細胞
の浸潤に膵星細胞による基底膜破壊がか
かわっている可能性が推測された。そこ
で、基底膜破壊に関わる因子としてマト
リックスメタロプロテアーゼ(MMP)に着
目し て解析したところ MMP2, MT1-MMP
の発現が膵癌オルガノイドに比べて膵星
細胞で mRNA, タンパクレベルにおいて
いずれも著明に高発現していることがわ
かった。shRNA も用いた MMP2 あるいは
MT1-MMP ノックダウン膵星細胞を作成
し、膵癌オルガノイドとの 3D 共培養実験
を行ったところ、いずれもノックダウン
群で有意にオルガノイドのコラーゲン内
浸潤能が低下した。一方で MT1-MMP の活性化に必要な TIMP2 はオルガノイド、膵星細胞の両方で
発現しており、共培養時に TIMP2 阻害薬を 添加するとオルガノイドのコラーゲン浸潤能は低下
したものの、shRNA による膵星細胞の MMP2 あるいは MT1-MMP 発現抑制と組み合わせた場合には
浸潤能低下について相加・相乗効果は見られなかった（図６）。また、in vivo において膵癌オ
ルガノイドと膵星細胞の同所移植モデルを作製し、MT1-MMP と MMP2 ノックダウンの効果を検証
したところ、ノックダウン群では基底膜破壊が減少し管腔構造が維持されていた（図７）。 
今後は、上記のような浸潤形態の差違を他の膵癌 phenotype においても検証し、さらには基底

膜破壊のみならず、浸潤における膵癌 phenotype ごとの ECM リモデリングの違いについて解析
を検討している。 
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