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研究成果の概要（和文）： 
 
 膵癌でみられる特徴的な間質は、その難治性に影響を及ぼす。我々は、膵癌の新しい診断・
治療体系および創薬スクリーニング系の構築を目指し、膵癌を自然発症する遺伝子改変マウス
を用い、悪性間質の成り立ちを「原発巣による骨髄撹乱」という観点から検証した。膵癌およ
びその初期病変 PanIN 由来の異形膵管（初代培養細胞）と骨髄を得て、PanIN から浸潤癌に至
る過程で生じる「骨髄撹乱」とこれに引き続く腫瘍局所での「間質前駆細胞の教育」を解析し
た。その結果、腫瘍を有する個体では肉眼的腫瘍を形成する以前より骨髄前駆細胞の初期活性
化がみられ、これらが腫瘍に局在した際にみられるシグナルの一部を明らかにした。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
Tumor-derived factors affect the stroma of cancer tissue.  One of the key components of 
this response is the mobilization of the progenitors from the bone marrow (BM), which 
contribute toward the development of desmoplastic stroma.  These BM-derived cells are 
involved in normal physiological processes such as tissue repair and wound healing; 
however, in cancer bearing hosts, these cells actively contribute toward the chaotic 
microenvironment.  Using genetically engineered mice models for pancreatic cancer, we 
found that BM-progenitors are passively activated by even early stage tumors. We have 
identified the signaling pathways by which BM-derived cells are recruited and activated 
to establish malignant stroma in later stages of tumor development. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 膵発癌を考える上で、前駆病変である
PanIN がどのような過程を経て浸潤癌となる
かが重要である。しかし、早期膵癌の診断は
未だ困難であり、悪性化の過程を「臨床的」
に捉えることは困難である。このため膵癌の
予後改善には、病態解明のため適切なモデル
を用いて診断や治療、さらに創薬スクリーニ
ングに関わる知見を得ることが必要である。 
 膵発癌の初期イベントとして、KRASの点突
然変異は重要な役割を担う。我々はこれまで
に、変異型 KRAS シグナルが低酸素応答と血
管新生を誘導する重要な分子メカニズムを
見いだし（Mizukami Y, Cancer Res 2004, 
Gastroenterol 2005, J Biol Chem 2006）、
また、KRAS癌遺伝子が血管新生経路の阻害下
での代償経路を誘導する key molecule であ
ることを明らかにしてきた（Mizukami Y, Nat 
Med 2005）。膵管上皮特異的にこの癌遺伝子
を発現する Pdx1-Cre;LSL-KrasG12Dマウスでは
非浸潤性の異形膵管上皮が見られ、これはヒ
ト膵癌の初期病変 PanINに類似する。これら
のヒト、およびマウスの初期病変には器官形
成因子である Sonic hedgehog（Shh）の過剰
発現が観察され、Hedgehog 経路は KRAS によ
る膵発癌の重要な下流経路と考えられる
（Theyer S, Nature 2005）。膵前癌病変ある
いは膵癌細胞の産生する Shhは腫瘍細胞の自
律性増殖を促進すると考えられてきたが、
我々は、ヒト膵癌では Hedgehog リガンドが
骨髄由来細胞の動態制御を介して血管新生
に関わること（Yamazaki M, Cancer Sci 2008）、
マウス移植腫瘍モデルにおいてこの経路を
阻害すると、骨髄由来細胞の新生血管への局
在障害、機能異常を介して、腫瘍血管が不安
定化することを明らかにした（Nakamura K, 
PLoS One 2010）。すなわち、Shh は間質に対
する paracrine 効果を介して、自らの生存に
適した微小環境を構築すると考えられる。 
 それでは、このような paracrine 効果は、
膵発癌のどの時点で活性化するのであろう
か？また、その標的細胞となる骨髄由来細胞
は、どのようにして胎生期にみられる器官形
成シグナルへの応答性を獲得するのであろ
うか？ 
 この疑問に取り組む上で、発癌のステージ
を段階的に再現する必要があった。そこで、
KRAS癌遺伝子を発現する、上記マウスモデル
に加え、浸潤・転移を来す管状腺癌を自然発
症する Pdx1-Cre;LSL-KrasG12D;p53lox/+マウス
を導入し、膵癌進展の時間軸を得た。これま
でに発癌、癌の進展における原発巣と骨髄と
の関連をみた報告がいくつかあった。代表的
なものとして、「骨髄撹乱」の結果として、

間質誘導能と転移能を獲得するという報告
（McAllister SS, Cell 2008）、骨髄細胞の
活性化を介した薬剤抵抗機構などの重要な
知見（Shojaei F, Nature 2007）があげられ
る。しかし、これらの多くが免疫不全マウス
を用いた移植腫瘍により得られた結果に基
づく。正常の免疫監視機構のもとで悪性形質
獲得への過程を再現できるモデルを用いる
ことで、癌細胞と間質構成要素（前駆細胞）
を供給する骨髄を介したクロストークの解
明を試みることとした。 
 
 
２．研究の目的 
 
 第一に、膵癌初期病変が、浸潤能をはじめ
とする生物学的な悪性度を獲得する過程で、
骨髄において癌間質に供給される前駆細胞
の活性化がみられるという仮説を検証する。
このために、膵前癌病変 PanINおよび浸潤性
膵管癌を発症した遺伝子改変マウスの骨髄
細胞を用いて、癌間質へ供給される Lin陰性
cKit 陽性の前駆細胞分画（Lin–cKit+）にお
ける遺伝子発現の変化、細胞機能の変化を比
較する。 
 第二に、PanIN および浸潤性膵管癌の初代
上皮培養細胞を樹立し、これらを用いてオミ
クスデータベースを作成する。このなかから、
骨髄から供給される間質細胞の活性化に関
わる因子を割り出す。さらに、これらの因子
が、ヒト膵癌の進展過程において認められる
か、切除組織ならびに血液検体を用いて検証
し、そのバイオマーカーとしての意義を明ら
かにする。 
 
 
３．研究の方法 
 
 膵癌およびその前駆病変 PanINを有する個
体を得るため、以下の２種類の遺伝子改変マ
ウスを用いる。 
・Pdx1-Cre;LSL-KrasG12D；PanINモデル 
・Pdx1-Cre;LSL-KrasG12D;p53lox/+；膵癌モデル 
 
 PanINモデルでは７週齢頃より膵に focal
な軽度異型病変 PanIN-1を認め、12週齢には
中等度異型病変 PanIN-2の出現を広範にみる。
一方、膵癌モデルでは 12週齢までに浸潤性
管状腺癌を自然発症し、その後、肝や腹膜に
転移性病変を生じる。これらのマウスを用い
ることで、前癌病変から上皮内癌への過程、
さらに浸潤・転移に至る「がん進展の時間軸」
を再現する。 
 
 各 strain より、骨髄細胞を採取し、密度
勾配遠心法により得た単核球分画から磁気



ビーズ付着抗体を用いて Lin–cKit+陰性分画
を純化する。これらの骨髄前駆細胞より RNA
を抽出し、遺伝子解析を行う。同時に、基質
への接着性や各種増殖因子への応答を原発
巣におけるグレードと比較検証する。 
 また、各膵腫瘍組織より異形膵管上皮の初
代培養細胞を得て、マイクロアレイ解析を行
う。この中から、骨髄前駆細胞（Lin–cKit+
細胞）の活性化に関わる因子を抽出し、膵癌
間質（desmoplasia）の形成のモニタリング
が可能かを検証する。 
 また、インフォームドコンセントのもと、
外科切除標本ならびに血液試料を用いて、上
記遺伝子改変マウスから得られた結果が、ヒ
ト膵癌において再現されるかを検証する。 
 
 
４．研究成果 
 
 １２週齢の Pdx-Cre;LSL-KrasG12D マウス、
Pdx-Cre;LSL-KrasG12D;p53lox/+マウスは、それ
ぞれ PanINおよび浸潤性膵管癌を自然発症す
ることを組織学的に確認した。実際に腫瘍病
変が確認された個体より採取した骨髄 Lin–
cKit+単核球（前駆細胞）を用いてマイクロ
アレイ解析を行ったところ、コントロールマ
ウス（Pdx-Creマウスおよび LSL-KrasG12Dマウ
ス）との間に顕著な差を認めた。この中から
細胞外基質への接着性に関わる遺伝子が抽
出されたため、in vitroでの機能的な評価を
行った。Collegenへの接着性が健常個体に比
較して PanIN病変を有する個体、浸潤癌を有
する個体と段階的に亢進することが確認さ
れた。 
 さらに、これまでに明らかにしてきたよう
に、膵癌に局在する骨髄前駆細胞に Hedgehog
経路の活性化がみられることから、骨髄にお
ける前駆細胞において、同系路に関わる遺伝
子発現に変化がみられるかを定量的 RT-PCR
により解析した。その結果、PanIN および膵
癌を有する個体由来の細胞において、Gli 転
写メディエーターの活性化に必要な遺伝子
発現が健常マウスに比較して高いことが確
認された。Gli1および Gli2 の mRNA 発現レベ
ルは、健常マウス、PanIN マウス、膵癌マウ
スにおいて差は認められなかったが、リコン
ビナント Shh および Smoothened Agonist
（SAG）による、Gli1 mRNAの誘導は、PanIN、
膵癌由来の骨髄前駆細胞においてのみ確認
された。このことから、膵癌発症の早期段階
において、既に骨髄前駆細胞の活性化がみら
れることが示唆された。 
 次に１２週齢の Pdx-Cre;LSL-KrasG12D マウ
ス（n=3）、Pdx-Cre;LSL-KrasG12D;p53lox/+マウ
ス（n=3）より既報に従い EpCAM+膵腫瘍腺管
を organoid 単位で分離し、これらを用いて
マイクロアレイ解析結果を行った。PanIN 病

変および膵癌（浸潤癌）由来の organoid で
は、異なった遺伝子発現プロファイルがみら
れた（未発表のため、遺伝子名は示さない）。
Hedgehog 経路の活性化に関わる因子の有無
を探索したところ、Shh リガンドの作用に関
わる遺伝子発現に両群間に差を認めた。この
遺伝子発現の差は、免疫組織学的にも確認さ
れ、浸潤癌に至る過程でこの分子の発現が
Shh の骨髄由来前駆細胞への作用を調製して
いる可能性が示唆された。この分子の発現の
差は、ヒト膵腫瘍、すなわち非浸潤性の膵管
内乳頭粘液性腫瘍と浸潤性膵管癌との間に
も確認された。 
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