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研究成果の概要（和文）：マウス由来膵癌株を用いたin vivo網羅的ゲノム編集解析の結果、同系統マウスにお
ける転移能獲得には抗原提示機構および細胞外基質(ECM)に関連する遺伝子群が寄与することを見出した。抗原
提示機構のエピゲノム制御を見出し、治療標的となる可能性を認めた。さらにECMシグナルおよび酵素阻害剤に
より、転移抑制に伴い予後が延長することを明らかにした。
MSLN+膵癌マウスモデルに対して同系統MSLN-マウスCAR-Ｔ細胞治療を施行し、in vivo網羅的ゲノム編集解析に
よって免疫関連遺伝子群を同定して、免疫活性化遺伝子を追加したNew CARベクターを作成し、樹状細胞活性化
が重要であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Using in vivo comprehensive genome editing analysis of pancreatic cancer 
lines derived from C57BL/6 mice, we found that a group of genes related to the antigen presentation 
mechanism and extracellular matrix (ECM) contributed to the acquisition of metastatic potential in 
the same strain of mice. We found epigenomic regulation of the antigen-presenting machinery, which 
may be a potential therapeutic target. Furthermore, we found that ECM signaling and ECM enzyme 
inhibitors activate dendritic cells with T cells, and prolong prognosis with suppression of 
metastasis.
We performed in vivo comprehensive genome editing analysis to identify immune-related genes in a 
mouse model of MSLN+ pancreatic cancer and generated a new CAR vector with additional immune 
activating genes. The analysis of the therapeutic efficacy of New CAR-T cell therapy revealed the 
importance of dendritic cell activation, and furthermore, the efficacy was enhanced by the 
combination of immune exhaustion inhibitors.

研究分野： 消化器外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年のゲノム編集技術の開発によって大きな技術革新が生まれており、治療開発への応用が期待されている。申
請者は高効率多重ゲノム編集技術を開発し、初代培養細胞およびCAR-T細胞へ同時に複数の遺伝子変異を導入す
る革新的手法に成功した。本研究では、高効率ゲノム編集技術をin vivo CRISPR/Cas9 sgRNA library導入へ応
用し、膵癌細胞の網羅的ゲノム編集解析により転移能獲得機序を解明し、CAR-T細胞の網羅的ゲノム編集解析に
より膵癌組織への免疫浸潤機序を解明する。免疫応答モデルを用いて癌細胞および免疫細胞の両面から膵癌の難
治性機序を明らかにし、新規治療法を開拓する挑戦的課題である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
１．研究開始当初の背景 
癌は多様な遺伝子異常の蓄積によって成立している。近年のゲノム解析技術の急速な発展に

伴い、様々な癌腫における多様な変異が検出され ゲノム医療への応用が期待されているが、各々
の生体内特性・免疫多様性には不明な点が多く、難治性消化器癌の治療開発には至っていない。
我々は豊富な外科臨床検体を用いた統合ゲノミクス解析により、癌のゲノム異常と相関する腫
瘍免疫の多様性を見出した(EBioMedicine 2019, 2020)。このような多様性を解析するため、高
効率多重ゲノム編集技術を開発し、肝癌(J Hepatol 2017, Sci Rep 2018, 2021)、膵癌(Int J 
Cancer 2019)、胆管癌(Carcinogenesis 2020)、胃癌(Carcinogenesis 2019)等の多段階的遺伝子
異常と免疫多様性を再現することが可能となったが、癌患者の予後を左右する転移機序は未だ
に不明であり、その治療開発は喫緊の課題である。これらの研究実績を基盤として、本研究では
膵癌の肝転移、腹膜播種転移能獲得の分子機序を 正常免疫下における in vivo 網羅的ゲノム編
集解析によって解明し、新規治療開発を展開する。ゲノム編集技術開発にて先行し、臨床研究お
よび転移機序解析に優位性が高いことが特徴である(Gastroenterology 2012, Hepatology 2013, 
Clin Cancer Res 2016, Ann Surg 2020)。定量的同所性膵癌モデル、転移モデルを構築し(J 
Hepatol 2011)、十分な先行研究が進められている。さらに申請者らは膵癌可視化マウス、スキ
ルス胃癌マウスを独自に開発し(Gut 2012, Sci Rep 2016)、前臨床検証にも競争的有利性を認
める。 
 
２．研究の目的 
多様性は癌の本質的特徴であり、癌細胞には様々な遺伝子異常の多段階的蓄積が存在する。多

段階的遺伝子異常を in vitro, in vivo で再現することに複雑な過程と多くの時間を要してき
たが、近年 ゲノム編集という優れた遺伝子改変技術が開発され、その応用が期待されている。
申請者は挑戦的研究（萌芽）H30-R1/R2-3 年度により高効率多重ゲノム編集技術を開発し、ヒト・
マウス初代培養細胞および CAR-T 細胞へ同時に複数の遺伝子変異を導入する革新的手法に成功
した(Int J Cancer 2019, Carcinogenesis 2019, 2020, EBioMedicine 2020, Sci Rep 2021)。
多重ゲノム編集により癌臨床検体の遺伝子変異をマウス細胞で再現した結果、正常免疫マウス
における転移能獲得には特異的機序が必要である可能性を明らかにしている。また、膵癌細胞で
高発現する mesothelin (MSLN)抗原を標的とした MSLN-CAR-T 細胞を作成した結果、生体内にお
ける癌組織への免疫浸潤を示す CAR-T 細胞は限定的であることを見出した。本研究では、高効率
ゲノム編集技術を in vivo CRISPR/Cas9 sgRNA library 導入へ応用し、膵癌細胞の網羅的ゲノ
ム編集解析により転移能獲得機序を解明し、さらに CAR-T 細胞の網羅的ゲノム編集解析により
膵癌組織への免疫浸潤機序を解明する。癌細胞および免疫細胞の両面から膵癌の難治性機序を
明らかにして、新規治療法を開拓する挑戦的課題である。 
 
３．研究の方法 
本研究は(1)癌細胞および(2)CAR-T 細胞の in vivo 網羅的ゲノム編集解析によって、転移獲得

および免疫浸潤メカニズムを解明し、難治性癌の治療開発を推進することが目的である。 
 

(1)膵癌細胞の in vivo 網羅的ゲノム編集解析による転移能獲得機序の解明と治療開発 
C57BL/6 マウス由来 KrasG12DTrp53R172H膵癌株 KPC (Dr. David Tuveson/CSHL より分与済)にマ

ウス sgRNA library (lentiCRISPRv2; 20,611 遺伝子/各遺伝子に sgRNA3 カ所配備+Cas9)を導入
し、肝転移モデルおよび腹膜播種転移モデルによって転移腫瘍を作成する。各転移腫瘍から組織
DNA を抽出して sgRNA バーコードを PCR 増幅し、ライブラリー・シーケンスにて転移腫瘍におけ
る sgRNA 頻度を解析して、各転移制御に関わる候補遺伝子群をそれぞれ抽出する。各候補遺伝子
をノックアウトした KPC 膵癌細胞を作成して肝転移能および播種転移獲得を確認する。さらに、
膵癌症例の臨床検体を用いて候補分子の発現を解析し、臨床病理学的意義を検証する。膵癌の肝
転移・腹膜播種転移における共通遺伝子および特異的遺伝子の解析によって転移能獲得メカニ
ズムを解明し、各分子機序の解析により転移再発予測の確立と転移抑制治療法を開発する。 
 
(2)CAR-T 細胞の in vivo 網羅的ゲノム編集解析による免疫浸潤機序の解明と治療開発 
膵癌に対する MSLN-CAR ベクター(第３世代) とマウス sgRNA library (lentiCRISPRv2)を

C57BL/6 マウスＴ細胞に導入し、MSLN+ KPC マウス膵癌を同所性移植した担癌マウスに対して
CAR-T 治療を施行する。治療後各段階における腫瘍を採取し、組織 DNA を抽出して sgRNA バーコ
ードを PCR 増幅し、ライブラリー・シーケンスにて浸潤 CAR-T 細胞の sgRNA 頻度を解析して、免
疫浸潤制御に関わる候補遺伝子群を抽出する。各候補遺伝子をノックアウトした CAR-T 細胞を
作成し、同所性膵癌モデルの癌組織浸潤能および治療効果について解析する。また膵癌症例の臨
床検体を用いて腫瘍浸潤 T 細胞における候補分子の発現を解析し、臨床病理学的意義を検証す
る。さらに(1)の肝転移能および播種転移能を獲得した膵癌に対する治療効果や、転移抑制治療
法との併用効果について検証する。本研究は、膵癌の難治性メカニズムを転移および免疫の両面
から解明し、新規複合療法を独自に開拓することを目的としており、高い革新性を認める。 



４．研究成果 
(1)膵癌細胞の in vivo 網羅的ゲノム編集解析による転移能獲得機序の解明と治療開発 

 C57BL/6 マウス由来膵癌株を用いて in vivo 網羅的ゲノム編集解析を施行した結果、同系統
マウスにおける転移能獲得機序には 少なくとも２つのタイプがあり、抗原提示機構および細胞
外基質に関連する遺伝子群が寄与することを見出した。 

 
 
抗原提示機構がエピゲノム制御されていることを見出し、エピゲノム制御システムが転移性

膵癌の治療標的となることが示唆された。抗原提示による免疫活性化のみならず、エピゲノム変
動作用が重要である可能性を認めている。 
 

 
 
 
細胞外基質シグナル阻害剤および細胞外基質酵素阻害剤によって転移性膵癌の細胞外基質の

減弱を認め、樹状細胞および T細胞が活性化することを見出し、膵癌の転移抑制に伴って予後が
延長することを明らかにした。 
 

  



(2)CAR-T 細胞の in vivo 網羅的ゲノム編集解析による免疫浸潤機序の解明と治療開発 

MSLN+膵癌マウスモデルに対する同系統 MSLN-マウス CAR-Ｔ細胞治療モデルを用いて、in vivo
網羅的ゲノム編集解析を施行した結果、免疫関連遺伝子群を同定した。 
 

 
 
新たに免疫活性化遺伝子を追加した New CAR ベクターを作成し、その治療効果群の解析によ

って樹状細胞活性化が重要であること、免疫疲弊阻害剤との併用療法によって有効性が亢進す
ることを見出した。 
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