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研究成果の概要（和文）：本研究は、膵癌オルガノイドを用いて、膵星細胞がいかにして膵癌組織の基底膜破壊
を行い、膵癌細胞の浸潤を支持しているかを解明し、その制御法の開発を目的とした。膵癌オルガノイドは実際
の膵癌組織と同様に基底膜を形成しており、膵星細胞との3次元共培養モデルによって膵星細胞が基底膜破壊を
介して膵癌細胞浸潤を促している様子をリアルタイムで観察できた。また、膵星細胞によるMMP2およびMT1-MMP
を介した基底膜破壊が膵癌細胞浸潤を支持していることがRNA干渉によるin vitro/in vivo試験を通して解明さ
れた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated how pancreatic stellate cells (PSCs) disrupt 
the basement membrane of pancreatic cancer tissue and support the invasion of pancreatic cancer 
cells by using pancreatic cancer organoids, and aimed to develop a regulating method therefor. 
Pancreatic cancer organoids formed a basement membrane similar to the pancreatic cancer tissue, and 
a three-dimensional co-culture model with PSCs revealed that PSCs promoted pancreatic cancer cell 
invasion through basement membrane destruction in real time observation. In addition, it was 
clarified through in vitro / in vivo assays by RNA interference that the basement membrane 
destruction mediated by MMP2 and MT1-MMP of PSCs supported pancreatic cancer cell invasion. In the 
future, we will identify specific pancreatic stellate cells that function as leading cells and 
develop a novel method for regulating pancreatic cancer invasion by controlling them.

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、膵星細胞のleading cellとしての機能に着目して研
究を行い、膵星細胞がMMP2およびMT1-MMPによる基底膜破壊を介して膵癌細胞浸潤を支持していることを解明し
た。膵星細胞のleading cellとしての機能を解明した研究はこれまでになく、これらを制御することで膵癌細胞
浸潤を抑制する新規の制御法の開発が可能となった。その制御法を確立し臨床応用することによって今後の膵癌
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 
膵癌は我が国における死亡率の第 4 位で

あり、ここ 30 年ほとんど生存率の改善がな
い。外科的切除が唯一の根治法であるが、多
くは切除不能で、たとえ根治切除ができても
その 5 年生存率は 15％であり、膵癌の新規
治療法の開発は社会的要求度・貢献度・緊急
性が高い。膵癌は Desmoplasia を病理学的
特徴とし、この豊富な癌間質は栄養血管と膵
癌細胞の間隙を増大させ(Science, 2009)、特
有の細胞外基質配列(Pancreas, 2012)によ
って癌細胞への薬剤到達を阻害し、膵癌の治
療抵抗性を高めているとされる。癌細胞は癌
間質相互作用でその悪性度を増すが
(Nature, 2004) 、  そ の 中 で 膵 星 細 胞
（Pancreatic Stellate Cell : PSC）は癌関連
線維芽細胞（cancer associated fibroblast : 
CAF）として Desmoplasia を促し、種々の
液性因子を分泌することで膵癌の悪性形質
を誘導する責任細胞として注目されている
が、その機構は未だ不明な点が多い。他癌腫
では癌浸潤を先導する leading cell の存在が
報告されており、扁平上皮癌では線維芽細胞
がECM分解能により癌細胞に先んじて間質
内を浸潤し、癌細胞の通る空間を形成するこ
とが観察されている (Nature Cell Biol, 
2009)。我々はこれまでに膵癌細胞と PSC の 3D 共培養モデルで PSC が膵癌細胞を先導し、そ
の際に PSC がコラーゲンゲル層を収縮し、線維方向を変化させて leading cell としての役割を
はたすことを明らかにした（図１）。一方、基底膜破壊は癌の進展における最初のステップであ
るが、我々の最近のオルガノイドを用いた研究では、癌基底膜に直接作用し基底膜破壊を先導す
るリーディング PSC の存在を示唆する知見が得られていた。さらには膵癌組織において分化型
の管状腺癌などは正常膵管と同様に内腔と反対側に基底膜を有しており（図２）、基底膜の破壊
や再生は、単に非浸潤癌が浸潤癌になる際だけでなく、浸潤癌自体が管状構造を維持しながら浸
潤する際にもが関わっている可能性が考えられた。現在までに膵オルガノイドを用いて基底膜
構造を in vitro で再現でき、より生体内に近い環境で検討が行えるようになったことから、基
底膜破壊の機序とこれを誘導する leading PSC を解析可能となった。そこで、基質リモデリン
グだけでなく、基底膜破壊/再生を介して微小浸潤から進行癌の局所浸潤や転移巣の周囲組織へ
の浸潤まで含めた浸潤形態への leading PSC の機能的関与を明らかにして、その機序の制御す
ることによって癌進展制御を実現でき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 
膵オルガノイドにより in vitro で基底膜を再現し、膵星細胞存在下における癌細胞の基底膜

破壊から周囲間質へ浸潤する過程をリアルタイムに解析することで、膵星細胞による基底膜破
壊、基質リモデリングから間質浸潤への機序を解明し、その制御により癌浸潤(微小浸潤から進
行癌局所浸潤まで)に対する新たな治療アプローチの創出することを目的とした。 
 
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。これらをコラーゲン I ゲルを用いて 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基底膜破壊を誘導するリーディ
ング PSC の同定および機能解析  
基底膜破壊から間質浸潤といった癌細胞の進展を再現するため、3 次元培養モデルを用い
て微小環境を再現し、その様子をタイムラプスを用いたリアルタイムイメージングで観察
した。基底膜破壊および間質浸潤を誘導するリーディング PSC を同定し、その機能を解析
した。 
 
 
 
 



③ リーディング PSC による基底膜破壊を誘導する標的因子の同定および標的因子ノックダウ
ン PSC の樹立 
基底膜破壊に関わっていると考えられる標的因子を同定し、sh-RNA を用いた標的因子のノ
ックダウンを行った。 

④ In vitro / in vivo における標的因子抑制による PSC 基底膜破壊および膵癌細胞の浸潤
抑制の確認 
標的因子をノックダウンした PSC と膵癌オルガノイドを用いた 3 次元共培養モデルおよび
マウスへの同所共移植モデルを用いて、膵癌オルガノイドの基底膜破壊および膵癌細胞の
浸潤能について評価し、同因子抑制による膵癌浸潤抑制につながるかを検証した。 

 
 
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をそれ
ぞれ樹立し、基底膜構成成分であ
る Lamininα5 を蛍光免疫染色法
により染色することで膵癌オルガ
ノイドの基底膜構造を確認した
（図３）。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、基
底膜破壊から癌細胞浸潤に至る経
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。PSC と共培養したモデルで
は、膵癌オルガノイドは基底膜お
よび管腔構造を失い、膵癌オルガ
ノイド単培養よりも頻繁にコラー
ゲン Iマトリックス内に浸潤した。
その際に、膵癌オルガノイドに隣
接する膵星細胞がオルガノイドへ
直接コンタクトした直後から基底
膜破壊が起こる様子が観察され、
基底膜破壊とそれに引き続く癌細胞
の浸潤に膵星細胞が深く関わってい
る可能性が示唆された（図４）。そこ
で、我々は膵星細胞が発現している
MMP2および MT1-MMP が基底膜破壊に
関わっているのではないかと考え、
膵星細胞の MMP2 または MT1-MMP を
ノックダウンし、膵癌細胞の浸潤・
転移能を評価した。すると、膵星細
胞の MMP2 または MT1-MMP ノックダ
ウンは、膵星細胞によるオルガノイ
ドの基底膜破壊を有意に弱め、管腔
構造を維持させた。これらの結果か
ら膵星細胞による直接接触が、膵星細胞上の MT1MMP に結合する MMP2 を介した膵癌の基底膜破
壊および間質浸潤を誘導することが示唆された。 
また、in vivo において膵癌オルガノイドと膵星細胞を同所移植したモデルでは、MMP2 または
MT1-MMP ノックダウンした膵星細胞を共移植した群において有意に腫瘍形成能が抑制され、オル
ガノイドの基底膜破壊が減少し、管腔構造が維持されていた。（図５）以上より、膵癌細胞の浸
潤において、膵星細胞が MT1-MMP を介して癌細胞基底膜を破壊し、leading cell として癌細胞
の浸潤を支持していると考えられた。また、こうした leading PSC の制御が膵癌細胞の浸潤能の
抑制につながると考えられた。 
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