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研究成果の概要（和文）：本研究では，先行研究において同定した複数のRHO経路制御（RPR）分子群に着目し，
新規の膵癌分子診断法および標的治療法の開発に向けた基礎的検討を行った．膵癌細胞株のマイクロアレイ解析
公開データを用いたRPR遺伝子発現プロファイリングでは，21種の膵癌細胞株は３群に分かれ，このうち2群は
Collissonらの分子サブタイプに対応した。さらに，EUS-FNAを用いた検証的解析においても同様の結果が得られ
た。以上の結果より，膵癌の分子病態や薬物治療効果と関連する分子サブタイプとRPR遺伝子発現プロファイル
が関係することが示唆され，今後膵癌に対する分子診断法開発等に繋がる可能性を有すると考えられた．

研究成果の概要（英文）：In this study, basic experiments were performed for the development of a new
 molecular diagnostic method and molecular targeted therapies for pancreatic ductal adenocarcinomas 
(PDACs), by focusing on multiple RHO pathway-regulating (RPR) proteins identified in our preceding 
studies. Gene expression profiling (GEP) data of RPR proteins was analyzed using public microarray 
data of PDAC cell lines. Twenty-one PDAC cell lines were divided into 3 clusters (Cluster 1 to 3), 
of which, Clusters 3 and 2 corresponded to QM and CL subtype of PDAC, respectively, as previously 
reported by Collison et al. Furthermore, the results of GEP data of EUS-FNA biopsies were also 
similar to those from PDAC cell lines. Thus, the molecular subtypes, reflecting the molecular 
pathophysiology and effectiveness of chemotherapy, could be associated with PRP gene expression 
profiles. Furthermore, results of this study can aid the development of molecular diagnostic methods
 and molecular targeted therapies for PDAC. 

研究分野： 人体病理
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により，Collisonらの提唱する膵癌の分子サブタイプと複数のRHO経路制御（RPR）分子
（ARHGAP/ARHGEF）遺伝子発現プロファイルが関係することが示唆され，予後不良な膵癌の個別化治療に応用し
うる膵癌分子診断法の開発に繋がる可能性を有する．RHO経路に関わる分子の遺伝子発現シグネチャーに着目し
た研究はこれまでにないことから，学術的意義が大きいといえる．またこの経路を阻害する薬剤はすでに開発さ
れていることから，標的治療法の開発に繋がる可能性も有する．

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1)膵癌患者の予後の改善には，非切除腫瘍の治療成績の向上が不可欠であり，腫瘍ごとに認め
られる個別の特性に基づいた薬物療法の開発が求められている．近年，乳癌や肺癌ではその遺
伝子発現プロファイリングやドライバー遺伝子変異に関する研究が進み，遺伝子異常に基づく
分子病理診断により分子標的治療薬の選択が実施されている．一方，浸潤性膵管癌（通常型膵
癌）では未だ臨床応用はなされていないが，網羅的遺伝子発現解析によるサブタイピングによ
る予後および効果予測法が報告され注目されている（Collisson, et al. Nat Med 2011）．この方
法では 62 遺伝子からなる“遺伝子シグニチャー”により，膵癌を 3 つのサブタイプ
（classical[CL]タイプ，quasimesenchymal[QM]タイプ，exocrine-like タイプ）に分類する．
注目すべきは膵癌の標準治療薬に対する感受性予測が可能である点で，gemicitabine へは QM
タイプが，elrotinib へは CL タイプがより高い感受性を示す． 
 
(2) 治療方針の決定を行う病理確定診断において，こうしたサブタイピングを組み込んだ新規
分子病理診断法の確立は重要かつ急務と考え，先行研究では，Collisson らのシグニチャー分子
の中から，遺伝子シグニチャーをサロゲートする IHC 法に基づくサブタイピング法を確立し
た．またこの付随研究として，シグニチャー分子の 1 つである MUC13 を含めた膵癌関連
MUC タンパクについて検討した．これら一連の研究過程において，研究代表者は，上記サブ
タイプに対応した同一膵癌患者の原発巣および肝転移巣からそれぞれ樹立した細胞株モデル
（CL および QM タイプにそれぞれ相当）を確立し，それらの遺伝子発現プロファイル解析よ
り，膵癌悪性形質に対する予後予測因子ならびに分子標的治療候補分子して期待される RHO
シグナル経路を制御する複数のタンパク分子群を同定した． 
 
２．研究の目的 
本研究では，先行研究として実施した同一患者原発巣・転移巣由来細胞株モデルからの遺伝子発
現プロファイル解析により同定した複数の RHO 経路制御（RHO pathway-regulating; RPR）
分子群に着目し，(a)膵癌外科切除組織より作製した組織マイクロアレイ（TMA）を用いたタン
パク発現解析を行うとともに，膵癌細胞株，膵癌外科切除組織および膵癌超音波内視鏡下穿刺吸
引（EUS-FNA）採取組織を用いて DNA マイクロアレイ解析し，RPR 遺伝子群を対象とした遺
伝子発現プロファイリングを行い，RHO 経路制御系を標的とした薬物療法に資すると考えられ
る分子サブタイピング法の確立を試みた． 
 
３．研究の方法 
(1) TMA 標本を用いた IHC 解析：浸潤性膵管癌と病理診断された 195 症例のうち，術前治療未
施行の 155 例のホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）組織検体を用いて、TMA 標本を作製
した．Collisson らにより報告された膵癌分子サブタイプの構成シグニチャー分子群ついて IHC
解析を行った．IHC 解析は，常法（Dako Envision FLEX system; Agilent 社）に従い行った．
IHC 解析後の定量的解析は H スコア法によるスコア化（スコア範囲 0～300；Behrens C. et al. 
Clin Cancer Res, 2008）により行った． 
 
(2) 膵癌細胞株の公共データベースを用いた RPR 遺伝子発現プロファイリング：RPR 群遺伝子
発現プロファイルと膵癌分子サブタイピングの関係を検証するため公共データベース（Cancer 
Cell Line Encyclopedia; https://portals.broadinstitute. org/ccle）に登録された 21 種の膵癌細
胞株の ARHGAP および ARHGEF ファミリーに関する遺伝子発現プロファイリングを行った． 
 
(3) 膵癌外科切除組織 FFPE 検体を用いた RPR 遺伝子発現プロファイリング：FFPE 組織標本
上からレーザーマイクロダイセクション（LMD 6500；Leica 社）を用いて腫瘍組織の採取を行
ったのち，RNA 抽出（ReliaPrepTM FFPE Total RNA Miniprep; Promega 社）を行った．抽
出 RNA の収量および純度を確認した後，cRNA 増幅・ss-cDNA 合成（GeneChip™ WT Pico 
Kit; Thermo Fisher Scientific 社）を行い，マイクロアレイ解析（GeneChip™ Human 
Transcriptome Array 2.0; Thermo Fisher Scientific 社）に供した． 
 
(4) 膵癌 EUS-FNA 採取組織 PFPE 検体を用いた RPR 遺伝子発現プロファイリング：RNA 品
質が高い PAX 固定パラフィン包埋（PFPE）組織検体を作製した後に，腫瘍組織標本から RNA
抽出（ReliaPrepTM FFPE Total RNA Miniprep; Promega 社）を行った．抽出 RNA の収量お
よび純度を確認した後，cRNA 増幅・ss-cDNA 合成（GeneChip™ Pico Kit; Thermo Fisher 
Scientific 社）を行い，マイクロアレイ解析（Clariom S array; Thermo Fisher Scientific 社）
に供した． 
 
４．研究成果 
(1) 膵癌 TMA 標本を用いた ARHGAP29 の臨床病理学的検討：原発巣および肝転移巣からそれ
ぞれ樹立した細胞株モデルを用いた先行研究において，顕著な発現差が認められた ARHGAP29
発現について膵癌 TMA 標本を用いて検討したところ，ARHGAP29 発現は腫瘍グレード
（p<0.009），pT（p<0.006），pStage（p<0.012）と有意な関連性を示した．一方 ARHGAP29 高



発現群および低発現群間で，全生存期間（OS），無病生存期間（DFS）に有意な差は認められな
かった． 
 
(2) 膵癌細胞株のマイクロアレイ解析公開データを用いた RPR 遺伝子発現プロファイル：
ARHGAP29 を含む Rho GTPase activating protein (RhoGAP/ARHGAP)とこれと協調的に機
能する Rho guanine nucleotide exchange factors (RhoGEF/ARHGEF)については，それぞれ数
多くのファミリー分子が存在することから，発現状態の包括的な把握がより重要と考えた．そこ
で 21 種の膵癌細胞株の ARHGAP および ARHGEF ファミリー遺伝子（それぞれ 50 遺伝子お
よび 66 遺伝子）を対象とした遺伝子発現プロファイリングを行った．階層的クラスター解析に
より，これら遺伝子発現により細胞株が３群（Cluster 1~3）に分かれ，Cluster 3 には Collisson
らにより報告された膵癌分子サブタイプの１つであるである QM タイプが，Cluster 2 には CL
タイプが，Cluster 1 には Intermediate(IM)タイプの細胞株が多く分類された（図１）．また
Daemen らにより報告された膵癌代謝物サブタイプによる分類との関係においては，Cluster 3
には Glycolytic タイプが，Cluster 1 と 2 には Lipogenic タイプの細胞株がそれぞれ分類される
傾向が認められた． 
 

 
(3) 臨床検体を用いた RPR 遺伝子発現プロファイル：膵癌細胞株の結果を検証するため，膵癌
27 症例の外科切除組織 FFPE 検体を用いた RPR 遺伝子発現プロファイリングを行ったところ，
使用した手術検体の RNA 品質が低く，包括的なプロファイル発現解析で必要となる十分な発現
変動が得られなかった．一方，単一遺伝子ごとの発現解析については解析可能であった．先行研
究において遺伝子発現変動が顕著だった RPR 遺伝子（ARHGAP29 に加え，DNMBP と TRIO）
および RPR と関係する EMT 遺伝子（CDH1, VIM）に着目し，これら分子の遺伝子発現と
ARHGAP 遺伝子群（54 遺伝子）と ARHGEF 遺伝子群（71 遺伝子）の発現変動の関係につい
て検討したところ，5 遺伝子のうち，ARHGAP29 発現は RASGRF1，ARHGEF38，NGEF 発
現と，CDH1 発現は TIAM1，RASGRF2，FARP1，ARHGAP32，ARHGAP12，ARHGEF12
発現と，VIM 発現は ARHGEF18，ARHGEF26，ARHGAP27 発現と，それぞれ有意な相関(い
ずれも p<0.01)が認められた． 
 

 



また RNA 品質の高い EUS-FNA 採取組織の PFPE 検体を改めて収集・作製し再解析を試みた．
29 症例中，組織が僅少だった 8 例については腫瘍量および腫瘍含有割合評価において解析不可
と判定された症例を除く 21 症例を最終的に用いた．Collisson らにより報告された膵癌分子サ
ブタイプの遺伝子セットを用いてサブタイピングを行ったところ，6 例が QM タイプに，15 例
が CL タイプに分類された（図２左）．これら症例を用いて RPR 遺伝子発現プロファイリングを
行ったところ，膵癌細胞株と同様に 3 つのクラスターに分類され，このうちの１つに QM タイ
プの症例が多く分類された（図２右）． 
 
(4) 以上の結果より，膵癌の分子病態や薬物治療効果を反映するとされる Collisson らの分子サ
ブタイプとARHGAP/ARHGEF遺伝子発現プロファイルが密接に関係している可能性が示唆さ
れた．これらサブタイプ間では RHO シグナル阻害に対する感受性が異なることが，予想される
ことから，今後，薬物療法への応用を念頭に置いたプレクリニカルな検討を進めていく予定であ
る． 
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