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研究成果の概要（和文）：本研究では、遺伝子変異の少ない通常型の膵癌に対し、有効ながん免疫療法の開発を
目指した。研究期間内に、マウス膵癌オルガノイドのセクレトーム解析から、膵癌細胞オルガノイドで有意に分
泌が増加するケモカインを同定した。更に、膵癌モデルマウスを用いた解析で、このケモカインのシグナル伝達
系から、治療標的となり得る腫瘍免疫関連遺伝子を同定した。この遺伝子のノックアウトマウスでは、野生型の
マウスを宿主とした場合に比較して、膵癌の増大が有意に抑制された。今後は、体外からこの遺伝子の機能を抑
制する物質を投与し、膵癌の治療薬として応用可能か検討する方針である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to develop an effective cancer immunotherapy for 
conventional pancreatic cancer with few genetic mutations. Within the research period, we identified
 a chemokine whose secretion is significantly increased in pancreatic cancer cell organoids from 
secretome analysis of mouse pancreatic cancer organoids. Furthermore, using a mouse model of 
pancreatic cancer, we identified a tumor immunity-related gene from the signal transduction system 
of this chemokine that could be a therapeutic target. The growth of pancreatic cancer was 
significantly suppressed in knockout mice of this gene compared to wild-type mice as a host. In the 
future, we plan to examine the possibility of applying this gene as a therapeutic agent for 
pancreatic cancer by administering a substance that inhibits the function of this gene from outside 
the body.

研究分野： 腫瘍免疫

キーワード： 膵癌　腫瘍免疫

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
難治癌である膵癌の新たな治療法開発の糸口となる所見を得た。腫瘍免疫療法は、原発臓器に関係なく効果が期
待できる治療法である。しかし、膵癌においては治療効果が高くないという臨床試験の結果があり、現状では使
用されていない。今回の研究で、膵癌に効果的な免疫療法の経路の一つを明らかにした。今後は、この経路を標
的とした薬剤の開発を行い、臨床応用を目指すこととした。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
免疫チェックポイント阻害剤（Immune Checkpoint Inhibitor; ICI）は、様々ながん種に適応が拡

大されているが、難治がんである膵癌では、複数の第一相、第二相臨床試験で腫瘍縮小効果が認
められていない（Hilmi M et al. World J Gastroenterol. 2018;24:2137-51.）。ICI は、過剰な免疫反応
を抑制する内在性の機構を阻害し、腫瘍特異的細胞障害性 T 細胞（cytotoxic T lymphocyte; CTL）
の機能を増強する。このため、ICI が高い抗腫瘍能を発揮するためには、投与された時点で多く
の腫瘍特異的 CTL が腫瘍局所に存在する必要がある。しかし、ほとんどの膵癌では腫瘍浸潤リ
ンパ球（Tumor infiltrating lymphocyte; TIL）が極めて少なく、ICI が十分に作用出来ないと考えら
れている（Hegde PS, et al. Clin Cancer Res 2016;22:1865-74）。 
一方で、膵癌全体の約 2%と推定されているマイクロサテライト不安定性陽性例（MSI-H）で

は TIL が多く、ICI の効果が極めて高くなることが報告されている。即ち、膵癌であっても TIL
を増やすことが出来れば、ICI の効果は高くなると考えられる。MSI-H の症例では、DNA 修復遺
伝子の異常から、がん細胞に多くの遺伝子変異が蓄積される。この結果、正常細胞と比較してが
ん細胞がより異質な細胞となり、免疫細胞に認識され易くなるため、ICI の効果が高いと考えら
れている。しかし、膵癌は遺伝子変異の少ない癌の代表であり、典型的な膵管上皮腺癌では KRAS
と TP53 という二つの遺伝子の変異のみを認める症例が多い。通常型膵癌を MSI-H と同じ状態
に変換することが可能であれば ICI の効果が期待出来るが、そのためには腫瘍内の全てのがん細
胞に遺伝子変異を導入する必要があり、現実的ではない。以上から、膵癌を標的とした新規免疫
療法を開発する際には、遺伝子変異の少ない通常型膵癌でも適応可能なものを開発する必要が
ある。 
この、『遺伝子変異の少ない通常型膵癌』を模倣可能であり、かつ担がん個体の腫瘍免疫応答

を解析可能な動物モデルの作成は、既存の技術では難しかった。平面培養のマウス膵癌細胞株と
しては Panc02 が知られているが、平面培養の細胞株は、継代により未知の遺伝子変異の蓄積が
起こることが知られている。また、マウスの胎生期から膵臓特異的に遺伝子変異を導入するモデ
ルも多数報告されているが、胎生期から膵臓全体に遺伝子変異が導入されるため、局所の免疫応
答に導入された遺伝子変異が影響を与える可能性がある。この問題に対し、申請者は、マウス膵
管上皮オルガノイド細胞株に、KRAS の変異と、CRISPR/CAS9 システムによる TP53 のノックア
ウトを導入し、この二つの遺伝子変異のみを持つマウス膵癌オルガノイド細胞株を樹立した。オ
ルガノイド細胞株は、生体の組織から得た細胞をマトリゲル内で 3 次元培養するものであり、平
面培養に比較して、細胞の継代による未知の遺伝子変異の蓄積が少ないことが知られている。こ
の細胞株は、膵臓への同所移植において、ヒト膵癌と類似した豊富な間質増生を呈し、間質を含
めた膵癌微小環境の包括的な解析が可能である。 
通常の炎症組織では、所属リンパ節で抗原提示を受けた T 細胞は、炎症組織内の血管内皮に

トラップされ、ケモカインによって組織内部へ誘導される。がん細胞は、腫瘍微小環境に働きか
け、抗腫瘍免疫を制御していることが知られているが、膵癌微小環境ではこれらの T 細胞の浸
潤過程が障害されている可能性がある。以上の背景から、本研究課題では申請者が独自に樹立し
た通常型ヒト膵癌と同じく遺伝子変異の少ないマウス膵癌オルガノイド細胞株を用いて、TIL の
数を増加させる最も効果的な手段を探索し、新規免疫療法の開発を目指す。 
 
 
２．研究の目的 

 
本研究は、通常型膵癌に TIL を増加させる新規免疫療法の開発を目的とする。新たな免疫療法

開発のためには、適切な標的を選択することが重要である。標的候補の選択には、抗腫瘍免疫に
与える影響の大きさと、その改変のし易さを考える必要がある。本研究では、まず TIL の浸潤に
影響する因子を一つのモデルで解析し、標的候補を絞る。本研究課題の創造性は、実現可能な膵
癌新規免疫療法の開発であり、標的候補の解析で終了しないことを目指す。このため、治療法開
発の段階では試薬として購入可能なものなど、実現可能性の高い物から解析を進める。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) フローサイトメトリーによる腫瘍血管内皮細胞の解析 
マウス膵癌オルガノイド同所移植モデルから腫瘍を摘出後、腫瘍を細切し、酵素処理（Liberase 

DL 0.025 mg/ml、37℃、30 分）により細胞を分離した。フローサイトメトリーにより腫瘍内血管
内皮細胞の解析を行った。 

 
(2) 腫瘍血管内皮細胞の機能障害解析 
マウス膵癌オルガノイド細胞株同所移植モデルの腫瘍組織、アルギニン誘発膵炎モデルの膵



臓組織、未処置の正常膵臓組織をそれぞれ酵素処理し、細胞を分離した。磁器ビーズを用いた細
胞分離試薬（Mojosort™、Biolegend）を用いて、CD31 陽性細胞を単離した。それぞれの細胞に、
in vitro で Lipopolysaccharide（LPS）刺激し、E/P-selectin、VCAM、ICAM の mRNA レベルの発現
量を Real Time PCR 法により解析した。 
 
(3) 腫瘍内浸潤免疫細胞サブセットの継時的な変動の解析 
マウス膵癌オルガノイド細胞株同所移植モデルの腫瘍組織を用いて、2 週・4 週・6 週の時点

で主要な腫瘍内浸潤免疫細胞サブセット変動を解析した。 
 

(4) マウス膵癌オルガノイドのセクレトーム解析 
正常マウス膵管上皮細胞に、Kras 変異のみを導入したオルガノイド（前がん病変細胞のモデ

ル）と、Kras 変異に加えて TP53 ノックアウトを導入したオルガノイド（浸潤性膵癌細胞のモデ
ル）を用いて、培養上清中に分泌されるタンパク質の網羅的解析（セクレトーム解析）を行った。 
 
(5) 遺伝子 A ノックアウトマウスを用いた膵癌増殖能評価試験 
野生型マウスと遺伝子Aノックアウトマウスを用いて、マウス膵癌同所移植モデルを作成し、

6 週間後に腫瘍を摘出して腫瘍体積を比較した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) フローサイトメトリーによる腫瘍血管内皮細胞の解
析 
マウス膵癌オルガノイド同所移植モデルを用いて、フ

ローサイトメトリーによる腫瘍内血管内皮細胞の検出・
解析が可能かをまず検討した。腫瘍全細胞中の血球系細
胞（CD45+細胞）は約 50%を占めており、ヒト膵癌に近
い値であった。非血球系細胞（CD45－細胞）の中で、CD31
陽性群が血管内皮細胞と考えられるが、その割合は 0.5
～1%と少ない値であった（図 1）。事前に計画していた、
血管内皮細胞上の E/P-selectin、VCAM、ICAM などの各
表面抗原は問題なく検出可能であった。 

 
(2) 腫瘍血管内皮細胞の機能障害解析 
非腫瘍性炎症組織において、所属リンパ節で活性化された T 細胞は、炎症組織内の血管に到

達した際にトラップされる。この際、血管内皮細胞は種々の T 細胞接着分子を発現するが、腫瘍
組織では腫瘍血管内皮細胞がこれらの分子を発現できず、腫瘍特異 T 細胞をトラップできてい
ない可能性がある。炎症により血管内皮細胞に発現が増加する T 細胞接着因子は組織により異
なるため、膵臓組織をコントロールとして用いた。 
マウス膵癌オルガノイド細胞株同所移植モデルの腫瘍組織、膵炎モデルの膵臓組織、未処置の

正常膵臓組織より、それぞれ血管内皮細胞を単離し、in vitro で LPS 刺激を行った。E/P-selectin、
VCAM、ICAM の mRNA レベルの発現量を Real Time PCR 法により解析したが、結果のばらつ
きが大きく、再現性のある結果が得られなかった。 
 
(3) 腫瘍内浸潤免疫細胞サブセットの継時的な変動の解析 
上記①②と並行して、マウス膵癌オルガノイド細胞株同所移植モデルの腫瘍組織を用いて、腫

瘍内浸潤免疫細胞サブセットの継時的な変動を解析した（図 2．）。全白血球に対する CD8 陽性

Ｔ細胞の割合は 2 週目と 4 週目では若干の増加を認めたが、4 週目から 6 週目では、ほぼ横ばい

図 1. 腫瘍血管内皮細胞の解析 

図 2. 腫瘍内浸潤免疫細胞の解析 



であった。その他の細胞群も大きな変化は
認めなかったが、骨髄由来抑制細胞
（MDSC）と考えられるサブセットが継時
的に増加していた。このサブセットは、表
面抗原の CD11b と Ly6G が共に陽性とな
る集団としてここでは定義しているが、こ
の判別法だけでは好中球と区別が出来な
いことが知られている。このため、図中で
は G-MDSC/好中球と記載した。 
 
(4) マウス膵癌オルガノイドのセクレトー
ム解析 
膵癌細胞が周囲の免疫細胞に及ぼす影

響を解析するため、正常マウス膵管上皮細
胞に、膵前がん病変細胞オルガノイド
（Kras 変異のみ）浸潤性膵癌細胞オルガノ
イド（Kras 変異＋TP53 ノックアウト）を用いて、培養上清中に分泌されたタンパク質の網羅的
解析を行った。解析の結果、浸潤性膵癌細胞オルガノイドで有意に分泌が増加してる 2 種類のタ
ンパク質を同定した（図 3）。その内、ケモカインの一種であった X に着目し、解析を進めた。
まず、ELISA 法にて、実際にケモカイン X が浸潤性膵癌細胞オルガノイドで有意に分泌が増加
していることを確認した。 
 
(5) 遺伝子 A ノックアウトマウスを用いた膵癌増殖能評価試験 
次に、ケモカイン X に関連する遺伝

子群として、遺伝子 A に着目した。遺伝
子 A ノックアウトマウスを用いて、遺
伝子 A がマウス膵癌同所移植モデルに
おける腫瘍の増殖に影響を及ぼすかを
検討した。その結果、遺伝子 A ノックア
ウトマウスでは、野生型マウスに比較し
て、腫瘍の増大が有意に抑制された。 

 
(6) 考察と今後の展望 
本研究計画では、当初、腫瘍内血管を

中心に解析する予定であった。しかし、初年度に実際に解析を行うと、予想以上に腫瘍内血管内
皮細胞の細胞数が少なく、評価可能な系を構築することが困難であった。そこで、『通常型膵癌
に TIL を増加させる新規免疫療法の開発』という原点に戻り、まずは主要免疫細胞サブセット
の推移を解析した。この解析の結果、再現性をもって継時的に増加している細胞群として、G-
MDSC/好中球を同定した。一方、目的の CD8 陽性Ｔ細胞の割合は一定の割合で頭打ちになって
いる印象であった。 
当初の予定では、この後にケモカインアレイを行い、TIL を増加させる因子を検索する予定で

あった。しかし、この頃同時期に進めていた胆嚢癌モデルのプロジェクト（Kato S. et al. 
Oncogenesis: 2021:10:33）の中で、網羅的遺伝子発現解析を経験し、本計画の内容を修正した。胆
嚢癌モデルの解析では、腫瘍組織全体を用いて網羅的遺伝子発現解析を行った。この結果、組織
内に炎症細胞浸潤が強かったこともあり、発現変動遺伝子として検出されたものは、炎症細胞由
来と思われるものが大部分を占めていた。この経験から、網羅的解析は解析対象をできるだけシ
ンプルにしないと何を解析しているのか判別できなくなると考え、一度 in vitro の系に戻り、セ
クレトーム解析を行った。この結果、ケモカイン X に着目し、更に関連する遺伝子群として、
遺伝子 A の解析を開始した。 
免疫細胞の応答に関与する遺伝子 A のノックアウトマウスでは、図 4 に示した通り、野生型

マウスに比較して、腫瘍の増大が有意に抑制された。研究計画全体として、TIL からやや離れた
ものの、実現可能な方向に修正し、膵癌新規免疫療法の開発の糸口を掴んだと考えている。今後
は、体外からこの遺伝子 A の機能を抑制する物質を投与し、膵癌の治療薬として応用可能か検
討する方針である。 

図 3. 

図 4. 膵癌増殖能評価試験 
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