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研究成果の概要（和文）：膵癌は未だ難治ですが、今後膵管内乳頭粘液性腫瘍（IPMN）から癌化する膵癌の増加
が予想されています。IPMNでは膵臓の細胞が腸の形質に変化しますが、癌化への関わりは不明でした。今回の研
究では、膵臓癌になる過程において腸の形質を制御する因子の発現が上昇することを発見しました。膵臓癌細胞
にその腸制御因子を導入すると粘液形質をもつ腸型の腫瘍となり、腫瘍が増大することから、腸形質が膵癌の癌
化に関連することが示唆されました。

研究成果の概要（英文）：Pancreatic cancer is still intractable, but it is expected that the number 
of pancreatic cancers generated from intraductal papillary mucinous tumor (IPMN) will increase in 
the future. In IPMN, pancreatic cells are transformed into intestinal phenotype, but their 
involvement in carcinogenesis was unknown. In this study, we found that the expression of factors 
that regulate intestinal phenotype is increased in the process of developing pancreatic cancer of 
IPMN. Introducing the intestinal regulator into pancreatic cancer cells results in an intestinal 
type tumor with mucous traits, which grows, suggesting that intestinal phenotypes are associated 
with carcinogenesis of pancreatic cancer of IPMN.

研究分野： 消化器病学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膵癌は未だ難治ですが、今後膵管内乳頭粘液性腫瘍（IPMN）から癌化する膵癌の増加が予想されています。しか
しながらがん化する病態は未だ不明です。IPMNは膵臓から腸の形質に変化するものが多いため、今回腸の形質が
膵臓癌の癌化に関わる機序を解析しました。その結果、大腸癌の治療標的となる分子が膵臓癌においても発現し
ていることを発見しました。大腸癌の治療が膵臓癌にも応用できることが期待されます。

※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。



 
１．研究開始当初の背景 
スキルス癌は間質成分が多くびまん性に浸潤する癌の総称であり、主にスキルス胃癌として広

く認知されているが、大腸癌・乳癌など他の固形癌においても「スキルス性質」により難治化す
ることが問題となっている。しかし、「スキルス化」を主旨とした研究はほとんど認めず、その
機序は全く解明されていない現状である。これまで申請者は炎症性腸疾患（IBD）に付随する大
腸癌が散発性大腸癌と異なり、強い浸潤傾向と粘液形質を有することに着目し、そのスキルス形
質獲得機構について一連の研究を行ってきた。その代表的な成果として、大腸においては散発性
大腸癌では腸上皮形質が消失するが、IBD 付随癌では「腸上皮形質を維持」することにより「ス
キルス化」を獲得し、難治化することを発見した。一方で、スキルス胃がんは胃細胞の腸上皮化
生を端緒としており、さらに食道では扁平上皮細胞の腸上皮化生がバレット食道腺癌の発生母
地になる。膵臓では膵管内乳頭粘液性腫瘍（IPMN）の半数以上が腸上皮化生由来でありその多
くが癌化する（IPMC）ことが報告されており、多様な消化器癌が腸上皮化生を通じて難治化す
ることが示唆される。 
 
２．研究の目的 
消化器上皮細胞における「腸上皮形質」の維持・獲得が「癌化」のみならず「スキルス化」を

誘導して難治化の根幹をなすのではないか？という「問い」が本研究課題の核心となる。そこで、
本研究は各臓器に共通する腸上皮化生機構、腸上皮化生によるスキルス化機構を解明すること
で癌難治化機構の解明を目的とするものである。 
 
３．研究の方法 
1）ヒト大腸オルガノイドを用いた腸形質維持スキルスがんモデル構築 
・ヒト大腸オルガノイドの樹立。オルガノイドに発現している炎症応答レセプターを確認し、炎
症刺激条件を確定させる。炎症応答を遺伝子発現、マイクロアレイ、NFkB シグナル、酸化スト
レス等で経時的に炎症の蓄積を評価する。さらに Atoh1 を初めとした腸上皮分化システム及び
腸上皮形質を経時的に解析する。 
・IBD重症患者大腸オルガノイドの樹立。IBD患者の手術検体より大腸オルガノイドを樹立する。
上述の方法で炎症刺激をしない状態での炎症応答基礎値を評価する。その上で、炎症刺激を行い
経時的に炎症応答を評価する。 
・遺伝子編集による IBD 付随癌構築。ヒト大腸オルガノイドに Crisper/CAS9 システムを用いて
遺伝子編集を行う。P53 配列をガイド DNA とし、レンチウイルスを利用した簡便な遺伝子編集技
術にてオルガノイドに P53 変異を導入する。既に P53 遺伝子変異オルガノイドは樹立している。
さらに SMAD4 などの IBD 発がん関連遺伝子の変異を重複して導入することにより遺伝子変異の
蓄積を行う。同時に炎症刺激も行い、遺伝子変異蓄積と炎症刺激蓄積の相加効果による癌化過程
を解析する。 
・正常及び IBD 患者由来オルガノイド長期炎症モデル、遺伝子編集モデルの癌化確認。具体的に
は培地から Wnt リガンド（Wnt3a, Rspondin-1）を除去しても継続培養が可能か検討する。不可
能な場合は、マウスモデルで樹立した方法を用い、GSK3 阻害剤を短期間同時刺激し、Wnt リガン
ド非依存性オルガノイドを樹立する。in vitro にてこれまで構築した悪性形質評価法
（Fukushima, Tsuchiya et al. Cancer Sci. 2015）により腸上皮形質・難治化・スキルス化を
評価する。また、PDX マウスを樹立し in vivo にて転移能、増殖能を評価すると共に、抗がん剤
耐性を評価する。 
2）ヒト消化器がんの腸上皮形質発現によるスキルス化解析 
・本学病理部保管の病理標本より、正常 10例、浸潤性膵管癌 10 例、IPMN（胃型・腸型・膵胆道
型・好酸性細胞型）各病型 10 例・合計 40 例、膵管内乳頭粘液性腺癌（IPMC）各型 10例 合計
40 例）のプレパラートを作成する。IPMN 病型解析に関しては、胃（Sox2, Shh）腸（CDX2, Atoh1, 
Klf4）膵（Pdx1）への分化制御因子に関する発現を解析する。一方、膵癌細胞株を用いて CDX2、
Atoh1 の発現解析を行うと共に、発現していない場合は CRISPR Activation Plasmid®を用いて
発現誘導させた後、上述の悪性度評価を行う。発現している場合には Crisper/CAS9 システムを
用いて Atoh1 もしくは CDX2 を欠損させ、難治化・スキルス化を評価し、腸管形質発現の悪性度
寄与を明らかとする。 
・平成 30 年度の腸形質動揺膵癌細胞株を用いてマイクロアレイを行い、難治化・スキルス化に
関与する遺伝子群を抽出する。具体的には候補遺伝子群を強制発現、欠損された際に難治化に影
響するものを抽出する。さらに前年度の病理標本を用いてその分子の発現を確認する。分子発現
と患者情報を照合し難治化・予後に関連する因子を同定する。 
3）難治性消化器癌共通分子機構の同定 
計画 1,2）において抽出された候補遺伝子群を比較検討する。全ての計画で共通する因子が同定
された場合、腸上皮化生による悪性形質獲得に重要な機能を持つことが予想されるため、スキル
ス胃がん、胆道癌など他の腸上皮化生を背景母地とする癌での発現を解析する。大腸癌オルガノ
イド、腸形質膵癌細胞、腸形質発現食道癌細胞にて標的遺伝子を欠損させた際の難治化・スキル
ス化が改善するか確認する。さらに正常大腸オルガノイドに標的遺伝子を Crisper/CAS9 システ
ムを用いて欠損させ、大腸癌発がんモデルを再現した際に発がんが抑制されるかを確認する。さ



らにそれぞれの計画で抽出された候補遺伝子を他の計画の癌細胞にて評価し、難治化・スキルス
化機能を呈する分子を同定する。最終的には得られた標的遺伝子の機能を動揺する化合物をス
クリーニングする。化合物を計画 1.2）の系で治療効果を確認する。PDX マウス等で安全性も評
価する。共通の化合物が得られない場合はカクテルによる効果を検討する。最終的には薬事承認
され、難治消化器癌共通の新規治療薬を作成するとともに、他の Atoh1 陽性難治癌への展開を行
う予定である 
 
４．研究成果 
1）ヒト大腸オルガノイドを用いた腸形質維持スキルスがんモデル構築 
・ヒト大腸オルガノイドの樹立。オルガノイドに発現している炎症応答レセプターを確認し、炎
症刺激条件を確定させた。炎症応答を遺伝子発現、マイクロアレイ、NFkB シグナル、酸化スト
レス等で経時的に炎症の蓄積を評価した。さらに Atoh1 を初めとした腸上皮分化システム及び
腸上皮形質を経時的に解析したところ、Atoh1 発現低下など分化抑制を認めた。 
・IBD重症患者大腸オルガノイドの樹立。IBD患者の手術検体より大腸オルガノイドを樹立した。
上述の方法で炎症刺激をしない状態での炎症応答基礎値を評価したところ、定常状態での上昇
を認めた。炎症刺激では強い炎症応答を示し、細胞障害により培養維持が困難となった。 
・遺伝子編集による IBD 付随癌構築。ヒト大腸オルガノイドに Crisper/CAS9 システムを用いて
遺伝子編集を行った。同時に炎症刺激も行い、遺伝子変異蓄積と炎症刺激蓄積の相加効果による
癌化過程を解析した。炎症刺激下においても細胞増殖を認めたが、現時点で明らかな癌形質の獲
得は認めなかった。 
・正常及び IBD 患者由来オルガノイド長期炎症モデル、遺伝子編集モデルの癌化確認。具体的に
は培地から Wnt リガンド（Wnt3a, Rspondin-1）を除去しても継続培養が可能か検討したが、生
存した細胞は認められなかった。 
 
2）ヒト消化器がんの腸上皮形質発現によるスキルス化解析 
・本学病理部保管の病理標本より、正常、浸潤性膵管癌、IPMN（胃型・腸型・膵胆道型・好酸性
細胞型）、膵管内乳頭粘液性腺癌（IPMC）のプレパラートを作成した。IPMN 病型解析に関しては、
胃（Sox2, Shh）腸（CDX2, Atoh1, Klf4）膵（Pdx1）への分化制御因子に関する発現を解析した
結果、腸型 IPMN では悪性度が進行するにつれて、CDX2, Atoh1 発現が増強することを発見した。
一方、膵癌細胞株を用いて CDX2、Atoh1 を発現誘導させた。PDX マウスによる解析により、Atoh1
発現膵臓癌細胞は強い腫瘍形成能を獲得し、粘液産生など IPMN 様の腫瘍を形成した。 
・ Atoh1 陽性膵癌細胞株を用いてマイクロアレイを行い、難治化・スキルス化に関与する遺伝
子群を抽出した。 
 
3）難治性消化器癌共通分子機構の同定 
計画 1,2）において抽出された候補遺伝子群を比較検討した。その中で GPA33 に着目した。腸形
質マーカーである GPA33 は大腸癌において高率に発現し、抗腫瘍薬の新規標的候補として注目
されている。GPA33 発現を膵 IPMN 手術検体にて解析したところ、Atoh1 と同様に悪性度が進行す
るにつれて発現が上昇していた。以上より、腸型膵 IPMN では腸上皮形質が悪性度と密接に関連
し、腸形質マーカーが新たな膵癌治療標的となりうることが示唆された。 
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