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研究成果の概要（和文）：本研究は膵癌の前癌病変であるIPMN(膵管内乳頭粘液性腫瘍)の悪性化の過程を分子生
物学的に明らかにすることが目的である。IPMNオルガノイドの樹立手技確立のために、ヒト膵癌手術検体を用い
た膵癌オルガノイドを作成し実際の組織標本と比較した。膵癌オルガノイドはprimary tumorの形態学的特徴が
保持されていた。膵癌オルガノイドの分化度が高いほど微小環境因子へ強く依存しており、分化度の特徴である
管腔構造形成には微小環境因子が必須であった。IPMNオルガノイドの樹立には至っていないが、樹立に必要な微
小環境因子を同定予定であり、腫瘍免疫微小環境中の免疫細胞のクラスタリング手技を確立した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate the malignant transformation 
process of IPMN (intraductal papillary mucinous neoplasm), a precancerous lesion of pancreatic 
cancer, using molecular biological techniques. PDAC organoids retained the morphological 
characteristics of primary tumors. We have not yet established IPMN organoids, but we are planning 
to identify niche factors that are necessary for the establishment of IPMN organoids. We established
 a technique for clustering immune cells in the tumor immune microenvironment using single cell RNA 
seq in surgical specimens of esophageal cancer.

研究分野：医歯薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膵癌の前癌病変と考えられるIPMNは低悪性度腫瘍であるため、2D培養では維持が困難である。3D培養による擬性
構造体であるオルガノイドは、膵癌オルガノイドと実際の組織標本と比較することで分化度に応じた形態学的特
徴が維持されることがわかった。分化度が高いほど周囲の微小環境因子に依存していたため、IPMNオルガノイド
の樹立・維持には微小環境因子の評価が必要であることが示唆された。微小環境因子はCAFが供給していると考
えられ、IPMNオルガノイドと腫瘍微小環境におけるCAFとの関係を解明することは、IPMNの悪性化機序の解明に
つながると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 IPMN(膵管内乳頭粘液性腫瘍)は膵癌の前癌病変であることが知られている。IPMN の多くは
低悪性度腫瘍であるが、一旦癌化すると通常型膵癌と同様に早期に転移、浸潤をきたすため
(IPMN由来浸潤癌)、適切な画像診断やフォローアップが必要とされている。また、IPMNと診
断された症例では IPMN とは離れた部位に通常癌膵癌(IPMN 併存癌)が見つかりやすいことが
近年明らかにされてきており、IPMN の悪性化の過程を分子生物学的に明らかにすることは
IPMNの癌化の早期発見、あるいは癌化の予防につながると期待される。IPMNはKRAS、GNAS、
RNF43といった遺伝子変異を有することが分かっているが、その悪性化過程でどのように遺伝
子変異が蓄積し、周囲微小環境を改変していくかについては未だ不明である。これまでこの領域
の研究の多くは患者の血液、膵液、切除組織といった臨床検体を用いて行われてきたが、これら
の採取には制限があり、基礎研究に使用可能な疾患モデルの確立は急務と考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 ここ数年で IPMN を疑似化した遺伝子改変マウスモデルがいくつかの施設から報告され、新
たな知見をもたらしている。これらのマウスモデルはヒトの IPMN に類似した病理像を呈し、
非常に有用な研究材料である一方で、マウスの交配・繁殖・維持には費用と労力を要するという
問題点も抱えている。そこで我々はマウス膵臓由来のオルガノイドの作成を計画した。オルガノ
イドは 3D培養による擬製構造体で、2D培養では維持が困難な正常細胞あるいは前癌病変由来
の細胞も維持が可能であることが報告されている。つまり、オルガノイドは IPMN のような低
悪性度腫瘍の研究も可能にし得る培養系であることが期待される。樹立した膵オルガノイドに
は Kras、Gnas、Rnf43といった遺伝子変異を導入することで、IPMNを疑似化したオルガノイ
ドを作成し、それを遺伝的背景が一致した C57BL/6 マウスの膵臓に同所移植する syngenic 
model を作成することを計画している。このモデルは同所移植モデルであるため自然発生であ
る遺伝子改変マウスに比べるとやや人為的なモデルとなるのが欠点ではあるが、マウスの系統
維持が必要ないため、大規模な動物実験施設を必要としないため将来的に多くの研究施設で利
用可能な点と、正常な免疫機構を有しているため、免疫細胞を含めた腫瘍微小環境解析に有用な
モデルであるという点において独創的で汎用性の高いモデルである。さらに syngenic modelの
確立に成功した場合、我々は網羅的な遺伝子スクリーニングである CRISPR Screening による
IPMN癌化の責任遺伝子同定を予定している。 
 
 
３．研究の方法 
①IPMN 膵オルガノイド、syngenic model の確立 
p48-Cre/LSL-KrasG12D のダブルヘテロマウスを作成後、膵臓を採取し膵オルガノイドを樹立す
る。樹立した膵オルガノイドにレンチウイルスを用いた遺伝子導入を行い、A)Kras 変異のみ、
B)Kras 変異+Gnas 変異、C)Kras 変異+Rnf43 変異、D)Kras 変異+Gnas 変異+Rnf43 変異の 4種類の
オルガノイドを作成する。作成したオルガノイドを C57BL/6 マウスの膵臓に同所移植し、それぞ
れの病理像を比較検討する。 
 
②CRISPR Screening による IPMN 悪性化責任遺伝子の同定 
樹立した膵オルガノイドを CRISPR Screening の pooled library を含んだウイルスに感染させ
たのち、C57BL/6 マウスの膵臓に同所移植する。膵臓に腫瘍形成がみられたら、マウスを安楽死
させ腫瘍を摘出する。腫瘍から DNA を抽出して 2段階の PCR を行ってライブラリーを作成する。
次世代シーケンサーにかけて解析を行い、IPMN 悪性化責任遺伝子を同定する。 
 
③Single cell RNA seq による IPMN 癌化過程での微小環境解析 
IPMN 癌化誘導遺伝子が同定されたら、CRISPR を用いて IPMN 膵オルガノイドにその遺伝子変異
を導入する。C57BL/6 マウスにオルガノイドを同所移植し、経時的に膵臓を回収して Single cell 
RNA seq を行い、IPMN 癌化過程での微小環境の変化を解析する。 
 
 
４．研究成果 
まずオルガノイドの樹立手技の確立のため、ヒト膵癌組織を採取し膵癌オルガノイドの樹立を
行った。この膵癌オルガノイドをパラフィン固定後に H＆E 染色し形態学的評価を行った。実際
の組織標本と比較し、膵癌オルガノイドは全て primary tumor の形態学的特徴を保持している
ことを確認した(図 1)。さらに、膵癌オルガノイドは分化度が高いほど微小環境因子へ強く依存
しており、分化度の特徴である管腔構造形成には微小環境因子が必須であった(図 2)。遺伝子導
入による 4種類の膵オルガノイドの樹立には至っていないが、これらの知見から今後は IPMN オ
ルガノイドの樹立に必要な微小環境因子の同定を検討している。 



 
 

 
 
Single cell RNA seq を用いた微小環境解析につ
いては、IPMN オルガノイドの樹立に至らなかった
ため、手技の確立のためヒト食道癌検体を使って
解析を行った。食道癌においては腫瘍免疫微小環
境中の3次リンパ組織様構造(TLS)と呼ばれる構造
物の機能的影響を評価した。食道癌では 12の TIL-
B サブタイプを特定し、それぞれの遺伝子発現を比
較し機能的評価を行った。これらの手技を用いて、
腫瘍組織内の様々な細胞種へのクラスター分類が
可能となり、IPMN 癌化過程における腫瘍免疫微小
環境の変化の解明につながると考えられる。 
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