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研究成果の概要（和文）：膵神経内分泌腫瘍の生物学的特徴を加味した分類の確立を目的とした。神経芽細胞の
維持に必要なSox2の発現は46例中、6例で陽性で、5例が神経内分泌癌であり、陰性例に比し腫瘍径が大きく、リ
ンパ節、遠隔転移が高率だった。全例が15ヶ月以内に死亡したが、陰性例の5年生存率は96%と良好であった。細
胞株の実験ではSox2の発現抑制によりc-myc, Oct4の発現が低下した。一方、内分泌細胞の分化に必要なPdx1の
陽性例は陰性例に比し予後良好であった。Sox2陽性例は幹細胞に近い細胞、Pdx1陽性例は分化した細胞を起源と
することが示唆され、今後、それぞれの発現にあわせた治療の開発を目指す。

研究成果の概要（英文）： The aim of this study is elucidate the pathophysiology and tumor biology of
 pancreatic neuroendocrine tumors (p-NETs). We assessed the expression of transcription factors SOX2
 and Pdx1 essential for the normal fetal development of pancreatic neuroendocrine cells in 46 
surgically resected p-NETs. SOX2 was positive in 6 of 46 p-NETs. 71% of NEC patients (5 of 7) showed
 positive for SOX2. SOX2 was specifically expressed in NEC. Patients with SOX2 positive p-NET showed
 the significantly shorter survival than patients with SOX2 negative p-NET. By experiments using 
cell line, Sox2 expression has a role to maintain stem cell related factor, c-myc and Oct4. High 
Pdx1 expression was seen in 25 of 46 p-NET patients. None of the NEC patients showed high Pdx1 
expression. The expression patterns of SOX2 and Pdx1 highly correlated with prognosis of p-NETs. 
These expression patterns may represent the biological and pathophysiological difference of p-NETs 
and indicate the origin of tumor.

研究分野：消化器外科
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１．研究開始当初の背景 
 膵 や 消 化 管 の 神 経 内 分 泌 腫 瘍
(neuroendocrine tumor: NET)は比較的ま
れな腫瘍であるが、その中には転移・浸潤
をきたし、極めて悪性度が高いものも含ま
れる。加えて、その罹患率は年々上昇して
おり、欧米に比較し本邦で高いことが知ら
れている。しかし、その治療方針は一定し
ていないのが現状である。このような背景
から、近年、これらの腫瘍に対する注目が
高まり、本邦や欧米から national database
をまとめた報告が相次いでいる (J Clin 
Oncol 2008;26:3063-, Cancer Science 
2014;105:1176-, Am J Surg Pathol 
2014;38:437-)。このことは、本邦よりこの
疾患に対する治療方針を研究し、発信する
ことの重要性を意味している。 
本疾患は、元々carcinoidと言われるなど
その診断基準が曖昧で分類もしっかりなさ
れていなかった。また、腫瘍発生、進展の
メカニズムについての分子生物学的機構も
十分に明らかにされておらず、治療法の確
立も十分になされていない。その分類は
2010年のWHO分類(Bosman FT, et al.: 
WHO classification of tumors of the 
digestive system, IARC Press, Lyon, 
2010.)が多く使われる。これは核分裂像や
Ki-67indexによる分類で有り、予後予測に
は大変有用である。しかし、その腫瘍の生
物学的な特徴にのっとったものでは無く、
治療法の開発に有用かどうかは疑問が残る。
特に Ki67 index が 20%を越えるものは
neuroendocrine carcinoma(NEC)と言われ、
その予後は極めて不良である。  
最近、NECの生物学的な特徴を知ること
を目的に、網羅的な遺伝子異常の検索
(Science 2011;331:1199-)の報告がある。ま
た、癌遺伝子の発現により、NECを分類す
る試みも報告されている (Am J Surg 
Pathol 2012;36:173-, J Gastroenterol 
2014;e-pub)。北欧を中心とした 305 例の
NEC 症例の解析では化学療法の奏功率が
Ki67 indexの55%を境に大きく変化すると
の報告もある(Ann Oncol 2013;24:152-)。こ
のような背景から NET は生物学的に異な
るサブグループが存在し、それぞれのグル
ープに対する最適な治療法は異なっている
可能性がある。腫瘍細胞の生物学的特徴に
より個別に治療方針を変えていく試みは乳
癌のホルモンリセプター発現による分類な
ど、他癌腫ではすでに効果を上げており、
今後、NETでもこのような方法を確立する
必要がある。 
我々はこれまでも NET発生、進展の分子
機構の解明を目指してきた。まず、神経内
分泌腫瘍細胞株を用いて本腫瘍細胞にソマ
トスタチン受容体が発現しており、その中
でも SSTR2 及び 5 を介して、ソマトスタ
チンが増殖に関わるシグナル伝達経路であ
るMAPK活性を抑制することで、増殖抑制

をもたらすことを発見し、ソマトスタチン
の治療応用の可能性を示してた（Yoshitomi 
H et al.  Am J Physiol 1997;272:E769-）。
現在ではソマトスタチンホモログである
octreotide が本疾患の治療に応用されてい
る。また、NECに特異的な診断マーカーと
して、正常神経分化の際の初期段階でごく
一過性に発現、作用する神経分化促進転写
因子 (Human Achaete-Scute Homologue 
Gene 1: hASH1)や低分化NECにおいて細
胞内シグナル伝達経路の Akt/mTOR 
pathway が活性化していることを見出し、
新規治療法への根底となる結果を報告して
いる。 
一方、膵内分泌細胞の分化は神経細胞の
分化と類似した機構により行われることが
知られている。特に、前述した転写因子で
ある NeuroD や ngn3 は原腸細胞から膵内
分泌細胞への分化に重要な役割を果たして
いることが知られている。我々は、膵の分
化の分子機構についての研究も進めており、
特に膵原器となる原腸細胞が周囲の間質細
胞、特に血管内皮細胞との相互作用により、
ptf1a という転写因子を発現することが膵
の分化、増殖に重要であることを報告して
いる(Matsumoto K, Yoshitomi H et al. 
Science 2001;294:559-, Yoshitomi H and 
Zaret KS Development 2004;131:804-)。し
かし、これらの神経細胞や内分泌細胞の分
化機構にかかわる因子の膵神経内分泌腫瘍
における発現については、全く検討がなさ
れておらず、不明である。 

 
２．研究の目的 
このような背景から、我々は膵内分泌細胞
や神経細胞の発生、分化に関わる因子の NET
における発現を検討し、その生物学的な意義
を探る研究を行うことを発想するに至った。
このような検討を通して、最終的には膵・消
化管神経内分泌腫瘍の発生、進展の分子機構
を解明し、その中でも特に予後不良とされる
神 経 内 分 泌 癌 (neuroendocrine 
carcinoma:NEC）を中心に新しい治療法を確
立することである。 
 神経内分泌腫瘍の分類は細胞増殖の指標
である Ki67 index によるWHO分類が主に
使用されるが、この分類法は腫瘍の生物学的
な特徴が加味されていない。その中でも特に
Ki67陽性細胞が20%を越えるNECは予後不
良の疾患として知られ、その治療法が確立し
ていない。悪性腫瘍の発生、進展と組織発生
の分子機構は類似している点が多い。そこで、
本研究では神経内分泌細胞の初期発生に関
わる因子の神経内分泌腫瘍における発現を
検討し、また、細胞実験を用い、これらの因
子の腫瘍における機能を解明、本腫瘍の新し
い分類法を提唱してその生物学的特性に沿
った効果的な治療法を開発することを目的
とした。 
 



３．研究の方法 
(1) NETにおける膵、神経組織発生に関わる
因子の発現の検討 
膵、神経細胞の組織発生に関わる因子の
発現を、外科切除標本を中心とした検体
を用いて検討する。対象は当院にて外科
切除を行った膵NETの46例とした。2010
年のWHO分類に基づき再度分類する。その
うえで、各転写因子の発現を検討する。
検討する因子は、原腸から膵芽細胞への
分化を誘導し、加えて膵インスリン分泌
細胞の維持に必要であるPdx1、膵芽細胞
からごく初期の内分泌細胞への分化を誘
導し、加えて神経細胞の分化にも必要と
言われるNeuroD, 神経細胞への分化ごく
初期に発現しその分化に重要な役割を持
つhASH1、神経前駆細胞の維持に必要で幹
細胞の維持に必須なSox2転写因とした。
これらの因子の腫瘍における発現を免疫
染色により確認する。その結果を各症例
の予後や転移、浸潤の程度、形式との関
連、発現ホルモンとの相関を検討する。 

(2) 神経内分泌細胞株を使用した各候補因子
の腫瘍細胞における機能の検討 
 以上の検討で絞り込まれた因子が腫
瘍細胞でどのような働きをしているか
を検討する。細胞として、somatostatin
分泌腫瘍細胞であるQGP-1やマウスイン
スリノーマから確立したMin6を使用す
る。これらの細胞におけるPdx1, NeuroD,
 hASH1, Sox2転写因子の発現を確認し、
発現が認められればこれらの因子の発
現をsiRNAにより抑制する。このようなs
iRNAを利用した各因子の発現抑制によ
り、細胞増殖能、細胞遊走浸潤能への影
響を検討する。 

 
４．研究成果 
(1) 神経・内分泌発生にかかわる因子の膵
NET における発現 
hASH1:神経前駆細胞から神経芽細胞へ
の分化にかかわる hASH1 の発現を 46 例
の NET にて免疫染色法にて検討した。腫
瘍細胞の核の染色が認められた。その発
現が中等量以上のものを発現陽性と判
断したところ、hASH1 陽性例は 6 例、陰
性例は 40 例であった。これらの各群に
おける全生存期間を検討すると、5 年生
存率は陽性例で 50%、陰性例で 91%と有
意に陰性例で予後良好であった(P 
=0.004)。 
 
NeuroD:NeuroD は神経芽細胞から神経細
胞への最終的な分化に必要な転写因子
である。その発現を免疫染色法で検討し
た。hASH1 と同様にその発現を検討した
ところ、陽性例は 39 例、陰性例は 7 例
であった。その全生存期間を検討すると、
5 年生存率は高発現症例群で 91%、低発
現症例群で 36%であり、有意に高発現群

で予後が良好であった(P =0.003)。 
 
Sox2:次に神経芽細胞の分化に必要で、
これらの細胞の多分化能を維持する働
きを持つ Sox2 の発現を免疫染色で検討
した。Sox2 は iPS 細胞を作成する上で重
要な Yamanaka 因子の一つであり、幹細
胞の機能を維持する働きがあるとされ
る。外科切除標本内の神経束における発
現を内部コントロールとし、これよりも
強く染まる症例を陽性、弱いもしくは染
色されない症例を陰性としたところ、陽
性例は 6例、陰性例は 40 例であった。 

Sox2 陽性     Sox2 陰性 
 
陽性例と陰性例における臨床病理学的
因子を比較したところ、陽性例では 6例
中 5 例と高率に WHO 2010 の分類におけ
る neuroendocrine carcinoma (NEC)もし
くは mixed adenoendocrine carcinoma 
(MANEC)であった一方、陰性例では 40 例
中 2例のみがNECまたは MANECであった
(P <0.0001)。くわえて、陽性例では陰
性例に比較してホルモン染色の陽性率

が低く、腫瘍径が大きく、また、リンパ
節転移や遠隔転移を持つ症例が有意に
多かった。 
その生存期間を検討すると、Sox2 陽性例
では全例が 15 ヶ月以内に死亡していた
が、陰性例では 5年生存率が 96％と極め
て陽性例の予後が不良であった。 
 
Pdx1: 次に膵内分泌腫瘍の分化に重要
な Pdx1 転写因子の発現について検討し
た。Pdx1 は原腸細胞から膵芽細胞への誘
導に重要な働きを持つ。くわえて、多分
化能を持った内分泌細胞がインスリン
分泌細胞に分化する際もその発現が増
強し、インスリン発現細胞（β細胞）に
おけるインスリン分泌にも重要な役割
を果たすとされる。膵 NET における発現
を免疫染色法で検討した。切除標本内の
ランゲルハンス島内の Pdx1 発現を内部
コントロールとして、それよりも発現が



強い細胞が 50%以上の場合を高発現とし、
それ未満を低発現とすると高発現は 25
例、低発現は 21 例であった。 
 
高発現例        低発現例 

 臨床病理学的因子との比較では高発
現群では全例が NET G1, G2 であり、NEC, 
MANEC の症例は認めなかった。一方、低
発現群では 21 例中 7 例が NEC または
MANEC であった。また、高発現群では低
発現群に比較して有意に腫瘍径が小さ
く、リンパ節転移、遠隔転移例が少なか
った。 

予後の検討では高発現群では観察期間
中の死亡例は認めなかったが、低発現群
では 5年生存率は 67%であった。 
 
以上の結果から、神経細胞の発生初期に
発現し、神経芽細胞の機能維持に重要な
hASH1 と Sox2 の発現は予後が不良であ
り、また、より低分化な腫瘍と考えられ
る NEC, MANEC での発現が強く認められ
た。一方で、神経細胞や膵内分泌細胞の
分化に必要なNeuroDや Pdx1の発現はよ
り分化度の高い NET G1, G2 腫瘍に発現
が強く、発現が高い例での予後が良好で
あった。 
それぞれの因子の機能を考慮すると、
hASH1 と Sox2 陽性腫瘍はより未熟なも
しくは多分化能を持った細胞が腫瘍化
したもので有り、一方、Pdx1 や NeuroD
の高発現例はより分化の進んだ細胞が
腫瘍化したものである可能性が示唆さ
れ、これらの因子の発現の程度が腫瘍の
起源となった細胞を示唆していると考
えられた。特に Sox2 はその発現が大半
の NEC, MANEC に認められ、高発現例で
は極めて予後が不良である事から、予後
予測因子として有用である事が示され
た。 

(2) EUS-FNA 検体での発現 

転写因子の発現が予後予測因子となり、
また、その腫瘍起源を示唆する可能性が
あることから、その発現の程度により最
適な治療方針が決定できる可能性があ
る。すなわち、手術前にその診断が可能
であれば、最適な外科切除方法、すなわ
ち、縮小手術にすべきか拡大手術にすべ
きか、周術期に化学療法などの補助療法
を加えて治療すべきかといった治療方
法の選択に結びつく可能性がある。そこ
で、本検討に用いた 46 例中、術前の超
音波内視鏡下穿刺吸引組織診(EUS-FNA)
における凍結標本が利用可能であった 6
例について、組織中の Sox2 および Pdx1 
mRNA 発現量を quantitative RT-PCR 
(q-PCR)にて測定し、その結果と免疫組
織染色による発現量とを比較した。 
 

Sox2 発現 

 
Pdx1 発現 

その結果、免疫染色における発現量（各
グラフ上段 緑の囲い）と q-PCR の結果
は相関を示し、特に Pdx1 の発現は両者
の相関がよりはっきりしていた。この結
果から術前の EUS-FNA により Sox2 や
Pdx1 の腫瘍内発現量を予測することが
可能であると考えられた。現在、前向き
に本結果を検証する研究を計画中であ
る。 
 

(3) Sox2 の神経内分泌腫瘍悪性化にかかわ
る分子機構の解明 
免疫染色の結果からは Sox2 が最も腫瘍
悪性化にかかわる因子として同定され
た。そこで、本因子の腫瘍細胞における
機能について細胞株を用いて検討した。 
細胞株としては肝転移およびリンパ節
転移を有する膵体尾部 pNEC より分離さ



れた QGP-1 を用いた。まず、Western blot
法により Sox2 の発現を確認すると、
QGP-1 は浸潤性膵管癌細胞株よりもその
発現は有意に高く、Sox2 が高発現してい
ることが確認された。次に siRNA を用い
てその発現を低下させた際にどのよう
な細胞変化が起こるかについて検討し
た。 
まず、細胞増殖における変化を検討した
が Sox2 発現抑制によってもその増殖ス
ピードには特に差を認めず、Sox2 は細胞
増殖には関与していなかった。 
Sox2 は神経芽細胞の多分化能を維持す
るのに必要であり、また、iPS 細胞樹立
に必要な Yamanaka 因子の一つである。
この事から、腫瘍細胞においていわゆる
癌幹細胞様の働きに関与している可能
性が示唆される。そこで、幹細胞の機能
維持に関わる Sox2 以外の因子である
c-myc, Oct4の発現のSox2発現抑制にお
ける変化を q-PCR 法で検討したところ、
c-myc mRNA 発現は有意に Sox2 発現抑制
によって減少していた。一方、Oct4 発現
も抑制されたものの、有意差には至らず、
傾向が観察されたのみであった。 
以上の結果から、Sox2 は幹細胞の機能維
持に必要な因子の発現を調整している
可能性が示唆された。今後、多分化能や
Sphere 形成能などの幹細胞としての細
胞の機能にSox2発現が関与しているか、
検討する予定である。 
 
以上の結果より、Sox2 および Pdx1 を中
心とした神経細胞、内分泌細胞の発生に
重要な転写因子の発現は膵神経内分泌
腫瘍の起源を推測するために役立つ可
能性が示唆された。今後、本研究費の終
了後も前向きな検討を含め、Sox2, Pdx1
の発現と治療方法の関連について検討
していく予定である。 
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