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研究成果の概要（和文）：本研究は、膵臓がんを発生する遺伝子改変マウスから樹立したがん細胞株と、温度感受性T
抗原を発現させた膵組織より樹立した不死化CK19+細胞について、三次元培養中に形成されるsphere structure (SS)と
管状腺管構造(ｔubular Structure：TS）の違いに着目して実施した。
分化の異なる幹細胞が、SSとTSの違いを決定しており、TGFβとそのシグナル伝達系がSSからTSを誘導していることを
明らかにした。一方、がん幹細胞をカバーするワクチン療法は有効であるものの、その成否は、免疫寛容の抑制と初期
化に依存すると結論する。

研究成果の概要（英文）：This study was conducted to increase knowledge about nature of stem cells in 
CK19+ pancreatic ductal epithelial cells. Established mouse pancreatic cancer and immortalized cell lines 
with CK19+ formed sphere structure (SS) and tubular structure (TS) in three dimension culture using 
collagen gels. We have demonstrated that there were differential types of stem cells in SS and TS, and 
presence of the cells determines SS and TS, respectively. Additionally, TGFβ and the signal transduction 
pathway was identified to promote from SS to TS conversion. Furthermore, immune reaction could control 
cancer cells growth of both SS and TS, while rejection of tumor cells was impaired by tolerance linked 
with CD4+CD25+regulatory T cells and monocyte with CD11b+ /F4/80+.
In conclusion, though ｔhere are different types of stem cells in pancreatic cancer, immune therapy is 
feasible to use for control over the differentiation status.

研究分野： 実験病理学
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１．研究開始当初の背景 

膵臓がんは、Catastrophe な進行をとげる悪

性度の高い腫瘍であることが知られている。事

実、膵臓がんと診断される患者の 80%以上は、

現在も手術適応がない状況であり、その 5 年生

存率は、過去 30 年間にわたり 5％程度である。

このような膵臓がんの克服には、その早期発見

を可能とする新規バイオマーカーの開発が必要

であると同時に、Catastrophe な進行を止めるこ

とのできる新しい膵臓がん治療薬の開発が、求

められている状況にある。 

予後不良となる膵臓がんの病理は、p53 変異

や KRAS 変異がドライバー変異となることで発症

す る 膵 管 が ん (pancreatic ductal cell 

adenocarcinoma:以下 PDAC)である。近年の遺

伝子組み換え技術を用いたマウス発がんモデル

の作成と解析により、MDM2/p53 と Rb/E2F 経路

が正常に作動しなくなることと、膵臓がんの発症

と進展に関するメカニズムの全体像が明らかに

されてきた。しかしながら、これらの研究では、膵

臓上皮細胞の可塑性が膵臓がんの元になる細

胞（Cell-of-Origin for cancer）を捉えて in vitro で

の解析に持ち込むことができず、生じた PDAC と

Cell-of-Origin for cancer の比較検討が難しい状

況であった。このため、細胞分化を踏まえた革新

的な膵臓がんマーカーの開発や分子標的治療

技術の開発研究へと展開されていない状況であ

った。 

樹立された膵臓がん細胞を用いた研究は

CD133+/c-Met+を指標とすることでがん幹細胞

を識別できるので、細胞の可塑性や細胞分化を

踏まえた分子標的治療への研究を展開できる可

能性が示唆されていた。しかしながら、可塑性の

大きな膵組織に生じたがんから樹立された細胞

株が、in vivo にあるがん細胞の特性を反映する

かすら不明な状況であるため、得られた研究結

果が直ちに、一般化されるものであるかどうかな

ど、課題が指摘されていた。特に、分化を反映し

たがん幹細胞の同定や、がん幹細胞に対する

治療薬の効果などは、再検討が必要な課題で

あると認識しているところである。 

この状況にあって研究代表者は、膵臓上皮特

異的な Cre/loxP 遺伝子組換えにより、Rb と p53

の活性を阻害できる温度感受性 T 抗原(tsT 抗

原 ) と KrasG12D を 同 時 に発 現 さ せ る こ と で 、

intralobular duct(ILD) よ り 直 接 、 de novo に

PDAC を生じるマウスの作製に成功していた。そ

してこのマウスに生じたがん組織より細胞株を

樹立し、コラーゲンゲル内で3 次元的に(3D)培養

した場合、がん組織類似の構造がゲル内に再

現されることを見い出したのである（図１）。同様

に、tsT 抗原のみ発現させたマウスの膵臓から

不死化細胞株の作成にも成功し、同不死化細胞

株のうち、CK19+となる細胞が 3D 培養で ILD 類

似の腺管構造を再現することを見い出したので

ある。なお tsT 抗原は不死化細胞株の樹立に広

く使用されてきた分子で、これを発現させても生

後 150 日以内では、膵臓に特段の異常を認める

ことは無く、樹立した細胞株は、温度感受性の不

死化能を指標に単利されてきたポリオーマウイ

ルスの T 抗原の特性を反映して、37 度以上の培

養条件にする senescence となり増殖を停止する

のである。 

本研究の着想は、マウスに生じた腫瘍組織か

ら樹立した培養細胞株と、tsT 抗原のみ発現さ

せたマウスの膵管上皮より樹立した不死化

CK19+細胞のいずれもが、sphere structure (SS)

に加えて管状腺管構造(tubular duct structure) 

(TS）を形成したことによる。細胞分化状態の異

なる幹細胞の供給する娘細胞の違いが、三次

元培養中に構築される SS と TS の違いをもたら

図 1. 三次元培養で腺管構を形成する不死

化膵管上皮細胞株（左）と膵管がん細胞株

(右)。



しているのではないかと考えて実施した（図２）。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、細胞分化能の異なるがん

幹細胞の同定とこれを区別できるバイオマーカ

ーの探索・同定するとともに、がん幹細胞に対す

るワクチン療法の有効性を明らかにすることで

ある。 

 

３．研究の方法 

１）膵臓特異的に Kras G12D と ts T 抗原を発現さ

せることで膵臓がん発生するモデルマウスと、こ

れより樹立された培養細胞株を用いて、分化能

の異なるがん幹細胞の同定を行い、それを特異

的に検出できるバイオマーカーの開発を実施し

た。 

２）tsT 抗原をモデルがん抗原として用い、膵臓

がんに対するがん免疫応答を解析し、がん免疫

療法ががん幹細胞に対して有効であるかどうか

の評価を行った。 

 

４．研究成果 

１）膵組織由来の不死化上皮細胞と、腫瘍組織

から樹立した培養細胞株を対象に、各種幹細胞

マーカーを利用し、それぞれの集団における幹

細胞の同定を進めた。各種マーカーで同定され

る細胞集団は、フローサイトメーターで分取し

（図 3）、ヌードマウスへの接種およびコラーゲン

ゲル 3 次元培養系で評価したところ、幹細胞集

団 の 造 腫 瘍 性 を 明 ら か に で き た 。 次 に 、

CD133+/c-Met+分画もしくは、ALDH活性を指標

にすることで、分化能の異なるがん細胞株より、

それぞれの幹細胞集団を分取して、がん幹細胞

に特徴的なマーカー分子の探索を実施した。そ

の 結 果 、 変 化 率 上 位 よ り 1) Wfdc2 、 2) 

2010012C16Rik,  3) Rab25 、 4) Klk8 、 5) 

1190003J15Rik という膵臓がんに特異的なマー

カー群を同定した。また、DNA マイクロアレイに

よる発現解析を通じて、TS や SS それぞれに関

連づけできる分子や、TS の形成を促す分子など

を抽出できた。例えば TGFβは、3 次元培養にお

ける TS に関連付けられる分子で、TS 誘導因子

であることを結論している。さらには、TGF-βシグ

ナルカスケードに直接的に作用してシグナルの

強度制御に関わることが予想される分子や、

TGF-βレセプターとの結合を阻害（もしくは促進）

することが予想される分子を見い出すことができ

た。現在、候補分子の強制発現・発現抑制等の

生化学実験を実施するなどして、TS 形成と SS

維持におけるその機能と役割を確定しつつある

状況である。 

図 4. 定着することで TS 化した組織病理画像

(左)と、再培養化後、元の SS に戻った３D 構

築物(右) 

図 2. 膵 管 が ん 胞 株 が 形 成 し た sphere 

structure と tubular structure。 

図 3. 膵臓がん細胞株のフローサイトメト

リー 



興味深いことに、SS と TS の分化状態は可逆

的であろうことも見い出だしている。と言うのも、

３D 培養で SS であった膵臓がん細胞株は、生着

した腫瘍組織でTSとなるものの、回収して３D培

養した状態では、多くは SS に戻るからである(図

４)。 

２）がん免疫に関する実験検討では、T 抗原を発

現している同がん細胞株は、同系のB6マウスに

は生着しない。しかし、Villin-cre マウスとの掛け

合わせで T 抗原を大腸上皮特異的に発現させ

たマウスには生着することから着想し、がん幹細

胞に対するワクチン療法が有効となる可能性を

明らかにした。がん細胞株の定着した腫瘍組織

は TS を主体とし、TGF-β産生の亢進を背景に、

間質組織の増生と、CD4+CD25+制御性 T 細胞

と CD11b+ F4/80+単核球の増加が顕著であった

（図５）。これらの結果から、ワクチン療法の成否

は、免疫寛容をもたらすこれら免疫系への介入

やその初期化が重要であると結論している。 

一連の検討を通じ、SS と TS の分化が異なる

がん幹細胞の存在と、そのバイオマーカー候補

分子を明らかにした。がん幹細胞に対するワク

チン療法は有効性であるものの、その成否は、

免疫寛容を如何にリセットするかに依存すると

結論している。 
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