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研究成果の概要（和文）：膵癌の早期発見を目指して、膵癌特異的なマーカーとしてオートファジーアダプター
因子p62に着目し、その解析を行った。p62の発現は膵臓では少なく、膵癌細胞株で著明に増強。また蛋白レベル
で培養上清と細胞内濃度とが相関、p62は細胞外にも分泌。ヒト担がん患者の術前と術後の血清におけるp62の発
現は3例中2例で低下が認められず低い値でのばらつきがみられることから、ELISAの感度が十分でないことを示
唆。免疫染色では膵癌組織では約半数でp62とLC3が増強していたが、臨床学的な悪性度との相関はなく、膵神経
内分泌腫瘍6例にて全例強発現しておりｐ62は神経内分泌腫瘍のマーカーとなり得る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To identify the serological early detection marker for pancreatic cancer, we
 determined the autophagy adapter factor p62 as a promising target and conducted the analysis. p62 
protein was most scarce in pancreas tissue and pancreatic cancer cell lines had markedly high 
expression comparing to the other cancer cell lines. The supernatant had p62 protein in correlation 
with the protein level in the cell itself. When we measured by ELISA the serum of the pancreatic 
cancer patients before and after resection, we found 14% decrease of the p62 in one out of 3 
patients however, we could not find fixed results. We concluded that the sensitivity of ELISA was 
not enough for detection. Our immunohistochemical staining of p62 as well as LC3 on pancreatic 
cancer tissue showed no tendency between the malignancy and the staining intensity. However, all 6 
pancreatic neuroendocrine tumors (NET)  showed high expression level of both p62 and LC3, suggesting
 that p62 could be a potential biomarker for NET.
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１．研究開始当初の背景 
膵臓癌は依然として 5 年生存率が 10％以下
であり、罹患率と死亡率がほぼ同等の予後不
良の癌である。一方、癌を引き起こす最初の
変異から成熟した癌細胞形成までに 10 年以
上の遅延期間が存在することが明らかとな
り（Nature 467,1114,2010）、また、膵癌と
いえども浸潤を来す手前の早期癌の状態で
切除を行うと、早期胃癌と遜色ない良好な成
績が得られることから早期診断の重要性が
強調されてきている。これまでに行われてき
た CT、MRI、USといった画像診断法は優れ
た診断装置であるが、これらの検査をルーチ
ン化して健常人に頻回に行うことは現実的
ではない。加えて、これらは正常部分と正常
でない部分の画像化されたイメージの相違
に基づく診断法であり、癌細胞の生物学的特
性・機能を反映したものではなく、従って病
変個々の進展様式、進展速度および治療への
反応の予測などといった質的診断に関して、
決して十分とはいえない。こうした事実は、
現状の技術における画像診断の限界を示し
ている。一方、膵癌の血中マーカーに関して
も依然発展途上であり（ Tumour Biol. 
34:3279, 2013）、代表的なマーカーである
CEA であっても（日本膵臓学会資料）、
STAGE I - IIでも確実に上昇するとは言えず、
STAGE III - IVとの比較においても各ステ
ージに応じた増加があるわけではない。 
このような状況下で、消化器系の腫瘍に注目
して分子生物学的な検討を進めていたとこ
ろ、膵臓癌に著明に増加し、さらに膵臓癌の
生物学的な特徴をよく表わす可能性がある
機能性蛋白として p62を同定した。本蛋白は
細胞内異常蛋白の処理およびエネルギー供
給源として機能するオートファジーの一部
を構成するタンパク質で、分解されるマーキ
ングを行うとともに、細胞内の抗ストレス能
（特に抗酸化能）、生存能（傷害抑制）の上
流に位置するキーとなる分子である。研究者
らはこの分子の細胞における生理的機能と
して、これまでに１）細胞攻撃因子の抑制、
２）細胞防御因子の増強、３）細胞死（傷害）
の抑制、４）細胞分裂促進の作用を確認して
おり、p62が増加することの機能的意義が明
らかにしてきた。これらの成果を背景に p62
の膵癌における抗ストレス能（特に、低酸素、
抗がん剤等に対する耐性）、生存能（傷害抑
制）および細胞増殖等における意義から p62
が単なる膵癌の存在診断のみならず、膵癌の
悪性度、治療効果などを予測する可能性を持
ったマーカーとなりえる可能性があると考
え、探索的研究を行った。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、病理組織・細胞実験および
担がんマウス実験にて、膵癌の生物学的特徴
（特に、生存能の亢進・細胞死に対する抵抗

性、抗ストレス能）・予後と、この分子の発
現のより正確な関係を解析し、機能的な意義
を明らかにするとともに血液中のバイオマ
ーカーとなり得るかどうかを検討する。また、
既存のバイオマーカーと比較検討し、早期発
見と膵癌特異性においての優越性を検討す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
①マウス正常組織におけるp62の発現と癌細
胞における発現を検討し、癌組織における発
現の増強を確認する。 
②細胞内タンパク質である p62が ELISA にて
血清レベルで同定できるかどうか、細胞株お
よびヒト担がん患者で確認を行う。 
③切除標本を用いてp62と膵癌の悪性度との
検討を行う。染色および Western Blot によ
る定量にて検討を行う。すでに膵癌組織での
強発現の報告は見られるものの詳細な検討
は全くされていない（Cancer Cell.2012 Jan 
17;21(1):105-20) 。また、もともと p62 は
前述の細胞死抑制作用に示すごとくストレ
ス障害に対応するために細胞内に増加する
ため、化学療法耐性の原因遺伝子となってい
る可能性がある。従って、臨床病理学的検討
以外に化学療法の効果を含めた検討を行う。 
 
４．研究成果 
①マウス正常組織における発現を RT-PCR に
て RNA レベルで確認したところ、他の臓器に
比べて膵での発現は殆ど確認できなかった。
(RT-PCR,下図) 

同様に蛋白レベルでも発現はごく少量であ
った。（Western blot,下図） 

一方、ヒト膵癌株での発現を検討すると同物
質の発現は他の細胞株と比べて著明に多く
発現していることが RT-PCR で確認され、膵
癌細胞特有の発現が見られることが明らか
となった。（次項、上図） 
 



 
②細胞株における培養液中の濃度をELISAで
確認したところ、細胞内濃度と培養上正中の
濃度の正の相関が確認された。(下図) 

次いでヒト担がん患者において同意を得た
後に術前後での血清レベルをパイロットス
タディとして三症例、同 ELISA にて p62 の発
現を解析したところ、2例のうち 1例で 14％
の低下が認められたものの、低い値でのばら
つきが大きく、有意な差は認められなかった。
その原因として感度の問題が考えられた。今
回、血清における ELISA での測定系は確立し
たものの、現時点で手に入る ELISA の感度は
5-10ng/ml であり、実際には、100pg/ml 程度
まで感度を上げる必要があると考えられた。
本研究の目的である血中のp62を検出するた
めには新たな検出キットを開発する必要が
あることが明らかとなった。一方、Western 
blot は ELISA より感度が低いことから
Western blot での検出は困難と考えられた。 
 
当初の目的であるヒト膵癌の血清レベルで
の同定が困難であることから、p62 の膵腫瘍
における意義を追求するため、研究③p62 の
発現およびオートファジーの関与を病理組
織を用いて検討することとし、膵癌、および
膵内分泌腫瘍におけるp62およびオートファ
ジーの構成因子の一つであるLC3の発現解析
を行った。膵癌切除症例 34 症例において、
p62 の発現と LC3 の発現を免疫染色にて検討
したところ、p62 の強発現は 14 例、41％に認
められ、LC3 は 26 例、76％に認められたもの
の、悪性度、無再発生存率、生存率との相関

は認められなかった。一方、膵内分泌腫瘍（高
分化型）で検討したところ、p62 および LC3
は 100％の腫瘍で強発現しており、膵内分泌
腫瘍へのマーカーとしての展開が可能であ
ることが示唆された。 
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