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研究成果の概要（和文）： 本研究では膵幹/前駆細胞の自己複製制御の破綻によって生じる膵

発癌モデルの理解に向け、転写因子 Pdx1の発現を指標とした膵幹/前駆細胞の選択的単離法の

確立、および、幹細胞の自己複製制御に関わるとされるポリコーム群遺伝子 Bmi1 の機能解析を

行った。その結果、膵幹/前駆細胞の増殖・分化は Bmi1 の過剰発現時に変化を認めなかった。

膵発癌プロセスを生体内で解析することが重要と考えられたため、Pdx1陽性細胞において恒常

活性型Kras変異を誘導することが出来る膵発癌モデルマウス (Pdx1-Cre;LSL-KrasG12D mouse)

を用いて発癌プロセスを再構成し、発癌過程を解析した。その結果、幹細胞の局在部位と考え

られる小葉内/間導管近傍で高頻度に前癌病変像 (PanIN) が観察された。本研究より、膵幹/

前駆細胞の分離技術が確立され、さらに膵発癌過程において膵幹細胞の活性化が生じている可

能性が見い出された。今後、より詳細な膵発癌メカニズム解明への展開が期待される。 

 

研究成果の概要（英文）： Dysregulation in the pathway that control normal stem-cell 

self-renewal is considered a key early event in carcinogenesis. To reveal the involvement 

of Polycomb-group (PcG) genes in early event in pancreatic cancer development, we analyzed 

the function of the PcG gene Bmi1 in murine pancreatic stem/progenitor cells. As a result, 

overexpressed Bmi1 did not enhance the proliferation capability and differentiation 

capability of pancreatic stem/progenitor cells. We also examined activation of pancreatic 

stem/progenitor cells in pancreatic tumor formation in a pdx1-cre mediated Kras G12D 

expression model mouse. Histological analysis revealed that Pancreatic Intraepithelial 

Neoplasia (PanIN) was observed in intra/ interlobular pancreatic ducts of pancreas with 

high frequency. These results will enable us to better understand the process of 

pancreatic cancer development from pancreatic stem/progenitor cells. 
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１．研究開始当初の背景 

  幹細胞は組織の発生や恒常性維持で重

要な機能を担う。膵幹細胞が娘細胞を供給し

続けるためには、幹細胞の最も重要な特性で

ある自己複製能が適切に制御される必要が

ある。一方で幹細胞の自己複製に異常が生じ

た場合、腫瘍形成を含む様々な疾患に至るこ

とが明らかにされつつあり、その理解は重要

である。幹細胞の自己複製では細胞増殖や細

胞分化に関わる複数の遺伝子群の統合的な

発現調節が重要と考えられ、エピジェネティ

ック制御系が重要な役割を担っていると考

えられる。我々はこれまでに、ヒストン修飾

制御を介して様々な発生関連遺伝子の発現

制御を担うポリコーム群タンパク質 Bmi1 が

肝幹/前駆細胞の自己複製を正に制御してい

ることを明らかにし、さらに、肝幹/前駆細

胞で Bmi1 を過剰に発現させると肝発癌に至

ることを見いだしている。一方、膵幹/前駆

細胞におけるポリコーム群タンパク質の機

能については未解明な点が多い。膵幹細胞に

おける自己複製制御機構の理解は、正常な膵

幹細胞の維持機構の理解に繋がるだけでな

く、膵幹細胞の活性化と関連するとされる膵

発癌プロセスの理解に繋がる可能性がある。 

 

 

２．研究の目的 

  膵幹/前駆細胞の自己複製制御機構の理

解に向けて、様々な幹細胞の自己複製への関

与が示されているポリコーム群タンパク質

の役割を膵幹/前駆細胞において検討する。

また、膵幹/前駆細胞を起点とした膵発癌プ

ロセスを再構成し、発癌機構の理解を図る。 

 

 

３．研究の方法 

(1) 膵幹細胞の選択的単離法の確立 

 作出した pdx1::DsRed2 トランスジェニ

ックマウスより膵臓を摘出し、コラゲナ

ーゼおよびディスパーゼを含む緩衝液

を用いて細胞浮遊液を調製した。その後、

フローサイトメトリーを用いて DsRed2

の発現強度および側方散乱光強度に基

づき画分化を行った。各画分細胞を低密

度条件で培養し、クローン性コロニー形

成時の細胞増殖・分化マーカーの発現を

評価した。 

 

(2) Bmi1 を過剰発現させた膵幹/前駆細胞の

特性解析 

 マウス Bmi1 遺伝子の完全長が組み込まれ

たレトロウイルスベクタープラスミド

(pGCDNsam-Bmi1-IRES-EGFP) を 構 築 し 、

HEK293 細胞に導入した後、培養上清を回収し

た。レトロウイルスベクターを低密度培養 1

日目の膵幹/前駆細胞に感染させ、その後の

クローン性コロニー形成を観察した。培養 7

日目に形成されたコロニーの構成細胞数お

よび各種分化マーカー(Insulin, Glucagon, 

Somatostatin 等)の発現を検討した。 

 

(3) 膵幹/前駆を起点とした膵発癌モデルの

検討 

 作出された Pdx1-Cre;LSL-KrasG12Dマウス

より様々な時期の膵臓を回収し組織学的解

析を行った。このマウスモデルでは、生後数

週で PanIN が出現し、週齢とともに. PanIN 

のステージが進行するとされる。なお、組織

解析にあたっては、ヘマトキシリン-エオシ

ン(HE)染色、Pdx1等の特異抗体を用いた組織

化学を行った。 

 

４．研究成果 

(1) 膵幹細胞の選択的単離法の確立 

 転写因子 Pdx1 は膵幹細胞の特異マーカー

として有用視されている。本研究では、はじ

めに Pdx1陽性細胞が膵幹/前駆細胞として機

能を有するか否かを検討し、膵幹細胞の選択

的単離法の確立を試みた。フローサイトメト

リーを用いて膵幹/前駆細胞を選択的に単離

するため、Pdx1 プロモーターの制御下で

DsRed2 が発現する pdx1::DsRed2 トランス

ジェニックマウスを作出した。その後、



 

Pdx1の発現に基づき、フローサイトメトリー

を用いて Pdx1-DsRed2 Tg 新生仔マウスの膵

臓細胞を画分化し、各画分細胞について特性

解析を行った。その結果、DsRed2dimSSCmid画分

中の膵管上皮細胞に多分化能と高い増殖能

を有する細胞が存在することが明らかとな

った。また、この画分中には非対称分裂を恒

常的に繰り返すクローンが存在することが

明 ら か と な っ た 。 こ れ ら の こ と か ら

DsRed2dimSSCmid画分中に膵幹/前駆細胞が限定

的に存在することが明らかとなった。 

 

(2) Bmi1 を過剰発現させた膵幹/前駆細胞の

特性解析 

 我々が肝幹/前駆細胞を対象として行った

先行研究では、ポリコーム群遺伝子 Bmi1 の

発現増加時に肝幹/前駆細胞の未分化性を維

持した細胞増殖が亢進することが明らかと

なっている。そこで、膵幹/前駆細胞におけ

る Bmi1の役割を明らかにするため、in vitro

コロニーアッセイ系を用いて膵幹/前駆細胞

のクローン性コロニー形成過程における

Bmi1の機能解析を行った。選択的に単離した

膵幹/前駆細胞を低密度に播種し、レトロウ

イルスベクターを用いて Bmi1 の過剰発現を

させ、その後のクローン性コロニー形成過程

を観察した。検討の結果、膵幹/前駆細胞に

おいては Bmi1 を過剰発現させてもコロニー

形成に変化を生じないことが明らかとなっ

た。このことから、Bmi1 を過剰発現させた膵

幹/前駆細胞の自己複製は亢進していない可

能性が高いものと考えられた。 

 

(3) 膵幹/前駆を起点とした膵発癌モデルの

検討 

  膵幹/前駆細胞の自己複製は Bmi1の過剰

発現時に亢進しないものと考えられた。膵幹

細胞の活性化を介した腫瘍形成過程を理解

するためには、ヒト膵癌の性質や組織像を良

く再現する動物モデルを用いて生体内で自

己複製制御因子の機能解析を行う事が重要

と考えられたため、恒常活性型 Kras 変異マ

ウス(Pdx1-Cre;LSL- KrasG12Dマウス)を用い

て膵幹/前駆細胞を起点とした発癌プロセス

を再構成して評価した。その結果、Pdx1-Cre; 

LSL-KrasG12Dマウスでは生後 9週頃までに膵

管中に粘液性の扁平上皮細胞から構成され

る前癌病変像(PanIN)が生じていることが観

察された。次に、PanIN の発生部位について

検討を行ったところ、主膵管や小葉内導管に

比べて小葉間導管において PanINが高頻度に

生じていることが明らかとなった。これまで

に、我々は小葉間導管において膵幹細胞が存

在することを見いだしていることから、膵発

癌過程において膵幹細胞の活性化が生じて

いる可能性が示唆された。 

今後、より詳細な膵発癌メカニズム解明の展

開が期待出来る。 
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