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研究成果の概要（和文）：腎癌及び膵癌の症例の手術検体組織を用いて、新規高感度解析法（NGS-HiCEP法）を
実施し、腎癌や膵癌に特異的な発現分子を探索した結果、腫瘍特異的なマーカー候補をそれぞれ12個及び26個同
定した。そのうち4個及び12個は新規であった。これらのマーカー候補については、腎癌34例、膵管癌28例を対
象にreal-time PCRを用いた再現解析を行い、高い再現性を確認した。同時に、別のアプローチによる発現解析
を用いた再現解析を検討中である。

研究成果の概要（英文）：We performed analyses using “next generation sequencing (NGS) combined with
 high-coverage gene expression profiling (HiCEP) method” (NGS HiCEP) with patients’ surgical 
specimens of clear cell renal cell carcinoma (ccRCC) and pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC). 
Comparing with expression levels of mRNA from tumor and non-tumor tissues, we identified 12 and 26 
candidate genes for ccRCC and PDAC, respectively. Among them, 4 and 12 were novel genes. Replication
 analysis by quantitative real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) were performed using another 
34 ccRCC and 28 PDAC cases, high reproducibility of NGS-HiCEP method were confirmed. Furthermore, we
 are also conducting other replication analyses with tumor and non-tumor tissues from ccRCC and PDAC
 cases using other approaches.

研究分野：分子遺伝学

キーワード： 淡明細胞型腎細胞癌　浸潤性膵管腺癌　包括的高感度転写産物プロファイリング:HiCEP　次世代シーク
エンサー:NGS　新規腫瘍マーカー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多くの癌腫では今なお実臨床において有効な診断マーカーは確立しておらず、早期発見や再発の早期検知に有効
な診断法が存在せず、その技術開発が強く求められてきた。本研究では、本邦初のNGS-HiCEP法の実施により、
膵癌・腎癌特異的分子の「完全な」網羅的探索を容易にし、候補遺伝子を同定することができた。これらの成果
は、早期診断や再発検出への非侵襲的診断技術の開発、予後予測や治療法の有用性の予測などに繋がるだけでな
く、実臨床においても大変有益である。また、同様の手法は他の腫瘍にも応用可能であり腫瘍分子遺伝学的にも
重要である。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 多くの癌腫では、今なお早期発見や再発の早期検知に有効な診断法や簡便なバイオマーカー

は存在しない。 

例えば、腎細胞癌(以下「腎癌」という)は、発生初期には自覚症状に乏しく、早期発見には超

音波検査などの画像検査に頼らざるを得ず、術後の再発予測を含めて、簡便なバイオマーカーが

ない。 

また、浸潤性膵管癌(以下「膵癌」という)は、他の癌と比較して悪性度が高く、極端に予後不

良なため、｢21 世紀に残された消化器癌｣と言われ、早期発見や再発の早期検知に有効な診断法

がない。 

このような問題点を克服するために、膵癌と腎癌の分子的背景や特性を解析することで、不鮮

明な画像診断に頼ることなく、非侵襲的に早期の膵癌と腎癌をスクリーニングできる技術や、術

後予後マーカーの開発が求められてきた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、担癌患者の手術検体組織に加えて、手術前後に末梢血検体を採取し、日本発の技

術である包括的高感度転写産物プロファイリング(High Coverage Expression Profiling: 

HiCEP)法を活用し、かつ次世代シークエンサー(Next Generation Sequencer: NGS)を組み合わ

せた新規の高感度解析法「NGS-HiCEP法」により、膵癌・腎癌に特異的な分子を探索する。 

次に、候補遺伝子をコードする分子の組織発現解析、細胞株を用いた生理学的、病態学的機能

解析を行う。さらに、有望な候補遺伝子の発現と臨床病期、病理所見や治療効果等の臨床データ

との関連性を解析・検討することにより、膵癌・腎癌の非侵襲的早期診断技術の開発や再発の早

期検知のみならず、治療効果の予測や治療有効性の評価といった臨床への応用を目指す。また、

ゲノムコホート研究と組み合わせることにより、治療効果の予測や二次予防に向けた臨床応用

に繋がる技術開発が可能となると期待される。 

 

３．研究の方法 

腎癌と膵癌の臨 床 検 体

（手術切除検体および血

液細胞）の収集を進め、こ

れまでそれぞれ腎癌約 90

例、膵癌約 60 例の患者か

ら同意を得て、検体を採取

している。 

上記症例のうち、腎癌 6 症例

と膵癌 4 症例を用いて NGS-

HiCEP 法を実施した（図１）。

すなわち、HiCEP 法の途中で

作成される全 cDNA フラグメ

ントを対象に NGS で配列及

びサイズを決定する。HiCEP

フラグメントのカタログ化

図１ HiCEP 法と NGS を組み合わせた腎癌・膵癌マーカーの同定と

臨床応用への流れ 

癌部・非癌部の他、術前後の血液において同様の新規解析法によ

る研究を推進する。 



された情報を既に全配列が決定されているヒトゲノムへアノテーションすることが可能となり、

より効率的かつ高確率で候補遺伝子を同定する。 

さらに、有望な候補遺伝子に関して、他症例におけるリアルタイム PCR解析による再現性の確

認、抗体作成による組織内や細胞内での局在の検討、in vitro 発現実験による生理学的、病態

学的機能の検討を行う。また、検出した癌特異的な候補分子マーカーと、臨床症例における病期

診断や病理診断、予後・治療効果等の臨床データを対比し、これらの関連性について解析・検討

する。 

 

４．研究成果 

腎癌及び膵癌の症例の手術検体組織を用いて、NGS-HiCEP法を実施した。 

まず、腎癌の 6 症例を対象に、HiCEP 法による解析を実施し、全ての症例で非癌部と比

較し癌部において発現が 5 倍以上増加しているピークを 28 個認めた。この 28 個のピー

クについて、同時に RNA シークエンスにより解析した HiCEP フラグメントの配列情報を

参照し、腫瘍マーカー候補遺伝子を探索した。その結果、フラグメントの長さが 400bp 未

満の 12 個の候補遺伝子を同定した。12 個の候補遺伝子のうち 8 個は腎癌関連遺伝子とし

て既に報告があったが、4 個については腎癌との関連は報告されておらず新規の腎癌関連

遺伝子(Gene A-D)であることが分かった（表１）。 

 

 

次に、上記６症例とは異なる腎癌 34 症例（HiCEP 解析未使用の組織検体）を対象に、

これらの候補遺伝子に関して、リアルタイム PCR による再現解析を行い、既知の遺伝子、

未報告の両者含めて癌部で発現が有意に上昇しており、NGS-HiCEP の高い再現性を確認す

ることができた。 

同様に膵癌の 4 症例を対象に、HiCEP 法による解析を実施し、全ての症例で非癌部と比較し癌

部において発現が 5倍以上増加しているピークを 54個認めた。そのうち、26 個の腫瘍マーカー

候補遺伝子を同定した。26個の候補遺伝子のうち 14個は膵癌関連遺伝子として既に報告があっ

たが、12 個については膵癌との関連は報告されておらず新規の膵癌関連遺伝子候補(Gene A-K)

であることが分かった（表２）。 

表１ 腎癌マーカー候補遺伝子の同定 
癌部において非癌部と比較し発現が増加している候補遺伝子を示す（抜粋）。 

Gene A-D は腎癌における新規候補遺伝子を指す。 



 

 

次に、上記 4 症例とは異なる膵癌 28症例（HiCEP解析未使用の組織検体）を対象に、これら

の候補遺伝子をリアルタイム PCR による再現性の解析を行った。その結果、いずれの遺

伝子においても発現量の上昇が確認され、NGS-HiCEP 法の高い再現性が認められた（図

２）。 

以上の成果より、NGS-HiCEP 法は、異なる癌腫においても新規腫瘍マーカー候補を効率よく網

羅的に検出できることが示唆された。 

今後、検出した癌特異的な候補分子マーカーにおいて、臨床症例における病期診断や病理診断、

予後・治療効果等の臨床データを対比し、これらの関連性について詳細な検討を行う予定である。

また同時に、臨床症例における病期診断や病理診断、予後・治療効果等の臨床データを比較した

NGS-HiCEP解析から、新規候補マーカーが見いだせないかを検討し、これらを報告する予定であ

る。 

表２ 膵癌マーカー候補遺伝子の同定 
癌部において非癌部と比較し発現が増加している候補遺伝子を示す（抜粋）。

Gene A-K は膵癌における新規候補遺伝子を指す。 



図２ リアルタイムPCRによる

再現性の解析 

(a)腎癌および(b)膵癌の各組

織における候補遺伝子の発現

量をリアルタイム PCRにより検

出し、それぞれの非癌部位と比

較した（抜粋）。いずれの癌特異

的な候補分子マーカーにおい

ても発現量の上昇が認められ、

NGS-HiCEP 法の高い再現性が認

められた。 
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