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研究成果の概要（和文）：希少胆膵疾患の網羅的解析により，胆管や胆嚢の乳頭状腫瘍（IPNB，ICPN）では，
APC，CTNNB1，STK11の変異が，胆管内管状乳頭状腫瘍（胆管ITPN）では，CTNNB1, SF3B1, BAP1，BRCA1の変異が
特徴的と考えられた．プロテオームデータによるpathway解析では，IPNB・ICPNと胆管癌では活性化pathwayは共
通していたが，活性化の程度に違いが見られた．IgG4関連疾患を含む非腫瘍性疾患のリンパ球レパトア解析で
は，有意なドミナントクローンは検出されず，ポリクローナルを示唆する結果であった．また， B細胞や免疫グ
ロブリンに関連したpathwayが活性化していた．

研究成果の概要（英文）：Global gene analysis of intraductal papillary neoplasm of the bile duct 
(IPNB) and intracholecystic papillary neoplasm (ICPN) identified recurrent mutations in APC, CTNNB1 
and STK11. Intraductal tubulopapillary neoplasm of the bile duct (biliary ITPN) had mutations in 
CTNNB1, SF3B1, BAP1 and BRCA1. Those neoplasms shared activated pathways with cholangiocarcinomas, 
but the degrees of activation in pathways appeared to differ between those neoplasms and 
cholangiocarcinoma. The repertoire analysis in non-neoplastic disorders including IgG4-related 
disease indicated a polyclonal pattern of lymphocyte induction. According to phosphoproteomic data, 
signaling pathways related to B-cells or immunoglobulins were significantly activated in 
IgG4-related disease.   

研究分野： 人体病理学

キーワード： 胆管癌　前癌病変　自己免疫性膵炎　IgG4　エクソーム　プロテオーム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
希少疾患は頻度が低いため研究対象とするのが困難である．そのため，その病態解析は進まず，診断，治療法の
進歩が遅れることが問題とされてきた．本研究では，胆膵領域の希少疾患を対象に最新の技術を用いた研究を行
い，腫瘍性疾患では特徴的な遺伝子異常や，活性化している分子経路が明らかとなった．非腫瘍性疾患でも活性
化している分子経路が明らかとなり，今後の診断や治療に関連したより臨床的な研究につながる結果が得られ
た．

※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。
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1． 研究開始当初の背景 

 

胆膵領域に発生する疾患のうち頻度の高い腫瘍（胆管癌や膵癌など），非腫瘍性疾患（原発

性胆汁性胆管炎，慢性膵炎など）の病態に関しては多数の研究が行われてきた．特に近年，

網羅的遺伝子解析をとおして個々の腫瘍の遺伝子学的な特徴が明らかにされた．非腫瘍性

疾患に関しても，遺伝子解析やプロテオーム解析をとおして，個々の分子だけでなく，活性

化している pathway の解析や感受性遺伝子の検出が行われてきた． 

 

一方，希少疾患の病態研究は十分には進んでいない．我々は胆管内乳頭状腫瘍（intraductal 

papillary neoplasm of the bile duct; IPNB）や IgG4 関連硬化性胆管炎などの稀な病態を世界に先

駆けて報告してきた．これらの疾患は世界的にも受け入れられ，日常的に診断・治療されて

いるが，病態解析のさらなる進展が期待されている． 

 

 

2． 研究の目的 

 

2 つの次世代技術を用いて希少胆膵疾患の病態研究を行うことを目的とした．具体的には次

世代シークエンサーを用いた DNA 解析とリン酸化プロテオーム解析を行い，腫瘍性疾患の

遺伝子学的特徴，非腫瘍性疾患での活性化 pathway の同定を試みた． 

 

 

3．研究の方法 

 

以下の疾患を対象とした． 

腫瘍性疾患 

 胆管内乳頭状腫瘍（IPNB） 

 胆嚢内乳頭状腫瘍（ICPN） 

 胆管内管状乳頭状腫瘍（ITPN） 

 胆管粘液性嚢胞腫瘍（MCN） 

非腫瘍性疾患 

 IgG4 関連硬化性胆管炎（IgG4-SC） 

 1 型自己免疫性膵炎（type 1 AIP） 

 2 型自己免疫性膵炎（type 2 AIP） 

 濾胞性胆管炎・膵炎 

 

腫瘍性疾患の遺伝子解析：病理組織標本（FFPE もしくは凍結組織）から DNA を抽出し，外

科的切除組織から少なくとも 90%以上が腫瘍で占められる領域のみを選択し、RNA-free の

DNA を抽出した．得られた遺伝子変異が、体細胞変異であるか個人多型であるかの判別は

煩雑になることが予想されるため、対照として正常組織も解析する。腫瘍の遺伝子変異から

正常の遺伝子多型を引き算し、当該変異の coverage とともに、エクセルデータにまとめた。

Coverage に関して cutoff 値を設け、信頼度の高い変異のみを抽出し、各腫瘍における変異遺

伝子の種類と頻度を検討した。 

 



 

 

非腫瘍性疾患の repertoire 解析：組織標本から抽出した DNA を用いて、B 細胞受容体 IGH と、

T 細胞受容体の repertoire 解析を行った。各受容体を特異的プライマーを用いて増幅し、シ

ークエンスで塩基配列を同定し、VDJ 領域を再構成した。VDJ 領域 repertoire の多様性や各

クローンの頻度の解析を行った． 

 

プロテオーム解析：外科的切除材料の病変部および非病変部の組織からタンパクを抽出し、

トリプシン処理によりペプチド化した。Tandem Mass Tag（TMT）を用いた標識の後、

phosphopeptide enrichment を行った。これらの処理後、液体クロマトグラフィータンデム型

質量分析計（LC-MS/MS）で解析し、得られた結果を Thermo Scientific Proteome Discoverer 1.3 

software を用いて処理することでペプチド・タンパクを同定した。高発現タンパクと高リン

酸化タンパクを特定し、さらに David Bioinformatic Resources（フリーソフトウェア）を用い

て各疾患で有意に活性化しているシグナル経路を同定した。 

 

 

4．研究成果 

 

IPNB と ICPN の遺伝子解析：IPNB の網羅的エクソン解析では、CTNNB1、APC に複数の変異

が確認され、43%の症例でどちらか一方の遺伝子に変異を有していた。これらの遺伝子は

Wnt pathway に属しており、高率に beta-catenin の核内移行が示されたことから、Wnt pathway

が活性化していることが明らかとなった。ICPN のエクソーム解析では、CTNNB1、APC に加

えて STK11 に変異があり、71%でこれら 3 つの遺伝子のいずれかに変異が見られた。他の頻

度の高い胆道系腫瘍である大型胆管癌（管状腺癌、乳頭状腺癌）、胆嚢癌（管状腺癌、乳頭

状腺癌）にはこれらの遺伝子変異はほとんど確認されず、IPNB と ICPN に特徴的な分子異常

であると考えられた。特に、臨床像が類似している乳頭状胆道癌にもこれらの遺伝子異常は

見られず、IPNB/ICPN と乳頭状胆道癌は遺伝子学的に異なる腫瘍群に属すると考えられた。

また、興味深いことにこれらの遺伝子異常は腸管腫瘍で高率にみられるものであり、特に

APC は家族性大腸腺腫症、STK11 はポイツ・ジェガース症候群の原因遺伝子ある。つまり、

IPNB や ICPN は大腸腫瘍やポリポーシスに関連した遺伝子異常が腫瘍発生に関与しているこ

とが示された。 

 

胆管 ITPN の遺伝子解析：変異遺伝子と MUC5AC 発現に関連があることが明らかとなった．

MUC5AC 陰性例では， CTNNB1, SF3B1, BAP1，BRCA1 に変異が見られた．KRAS 変異は MUC5AC

陽性例の 75%で確認されたが，MUC5AC 陰性例には見られなかった．さらに MUC5AC 陽性

例ではクロマチンリモデリングに関連した遺伝子（ARID1A, KMT2C）にも変異が見られた．

他の胆道系腫瘍と比較すると，MUC5AC 陰性例は胆管癌や IPNB で見られる遺伝子異常と共

通したものが少なく，独立した腫瘍単位であると考えられた．一方，MUC5AC 陽性例の遺伝

子異常は胆管癌と共通しており，胆管癌の一組織亜型である可能性が示唆された． 

 

胆管 MCN の遺伝子解析：癌関連遺伝子として KRAS 変異のみが認められたが，GNAS を含め

た他の遺伝子には有意な異常は確認されなかった． 

 



 

 

IPNB，ICPN，ITPN のプロテオーム解析：IPNB と ICPN では，タンパクの発現量，リン酸化定

量にもとづくと，focal adhesion, ECM-receptor interaction，regulation of actin cytoskeleton，

proteoglycans in cancer，adhesion junction の活性化が示唆された．コントロールに用いた胆

管癌でもこれらの pathway は活性化しており，両群で比較すると活性化の程度は胆管癌で

有意に高かった．Intradutal tubulopapillary neoplasm（ITPN）では，これらの pathway の活性

化の程度は両群の中間的な結果であった．これらの結果からは，IPNB/ICPN や ITPN では胆管

癌と比較して特徴的な pathway が活性化しているのではなく，活性化 pathway は共通し，そ

の程度が異なることが示唆された． 

 

非腫瘍性疾患の遺伝子解析，プロテオーム解析：IgG4-SC，type 1 AIP，type 2 AIP，濾胞性胆

管炎・膵炎の組織から抽出した核酸を用いて B 細胞受容体 IGH と、T 細胞受容体β鎖の

repertoire 解析を行ったところ，やや dominant なクローンは確認できるものの，いずれの症

例も polyclonal を示唆する結果であり，特定の自己抗体が病態を誘導している確証は得られ

なかった．これまでの報告では，IgG4 関連疾患の患者の末梢血ではリンパ球は oligoclonal で

あると報告されており，組織中に浸潤するリンパ球では異なる結果であった．また，プロテ

オーム解析では，IgG4-SC と type 1 AIP では B-cell receptor，Fc-gamma receptor に関連する

pathway の活性化が認められ，この結果は我々が以前に凍結標本を用いて行った以前の研究

結果と類似していた．T 細胞系よりも B 細胞系の pathway の活性化がこれらの疾患の特徴で

あると考えられた． 
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