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研究成果の概要（和文）：細胞外小胞EVは腫瘍細胞由来のRNAなどを内包し、リキッドバイオプシー標的の一つ
として期待される。本研究では、膵癌患者血清中のEV内に高発現する新規のlong non-coding RNAである
LINCC02280とHEVEPAを同定し、新規マーカーとしての有用性を実証した。さらに、基礎実験の結果、LINC02280
は上皮間葉形質転換促進を介した膵癌細胞浸潤・遊走能を増強に、HEVEPAはアポトーシスを抑制する癌遺伝子と
して機能することが示唆された。これら2種類のlncRNAは膵癌診断能向上に寄与する新規遺伝子であるととも
に、治療標的としての有用性も期待できる。

研究成果の概要（英文）：There is a strong need for reliable biomarkers for early diagnosis for 
pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC). Some RNAs are carried within extracellular vesicles (EVs), 
and EV-encapsulated RNAs in blood have been utilized as a biomarker. We identified highly expressed 
lncRNAs (LINC02280, HEVEPA) in EVs derived from patients with PDAC. In vitro and vivo studies, 
LINC02280 could promote tumor cell invasion and migration through induction of 
epithelial-mesenchymal transition (EMT) pathway whereas HEVEPA could inhibit apoptosis in PDAC 
cells. In serum EVs, the expression levels of LINC02280 and HEVEPA were highly expressed in PDAC 
patients compared to healthy individuals and intraductal papillary mucinous neoplasms (IPMNs) 
patients. A combination of EV lncRNAs showed good performance in predicting PDAC diagnosis. 
Detecting those candidate RNAs and establishing EV RNA panel would have a potential to improve the 
diagnostic accuracy for early stage of PDAC.

研究分野：消化器内科学分野
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、膵癌患者血清EV中に発現する新規のlncRNAを同定した。現状では早期診断に有用なマーカーのない
膵癌において、これらのRNAは新たな診断標的として、さらには治療標的としての有用性が期待される。今後
は、血液中のRNA発現とDNA変異解析を併用し、さらなる膵癌診断能の向上を図り、膵癌診断パネルとしての臨床
実装化を目指す。

※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 
 
タンパクをコードしない機能性 RNAのうち、200塩基以上の RNAを long non-coding RNA
（lncRNA)と総称する。その機能が明らかになりつつあるが、膵発癌・進展における役割は未だ
不明な点が多い。lncRNAの一部は、
細胞外小胞（extracellular vesicle: 
EV)に内包され細胞間伝達される。ま
た、体液中を循環するため、体細胞変
異の多様性を反映するメディエータ
ーとして機能し、さらにリキッドバ
イオプシーの有望なマーカー分子
（膵癌における HULC、肺癌におけ
るMALAT-1など)となる（図 1）。現
在膵癌診断に用いられている CA19-
9 は 2cm 以下の腫瘍での陽性率が
52%と低く、また血漿遊離核酸
（cfDNA）における KRAS変異検出能にも限界がある。膵癌の早期診断を可能にする新規マー
カーの発見が必須である一方で、早期から浸潤・転移を来す膵癌において、その機序を解明し治
療のヒントを得ることが、患者の生命予後の改善に欠かせない。 
我々はこれまでに、肝胆膵癌における機能
性RNA［lncRNA及びmicroRNA（miRNA）］
による制御機構を同定し、EV による細胞間
伝達を介した、浸潤・転移能への影響を解明
してきた。また、膵癌患者血清 EV中に高発
現する lncRNAとして HULCを同定し、体
液診断ツールとしての有用性を実証し、膵癌
細胞浸潤・遊走能を増強することを報告して
いる（図 1)。さらに、健常者、膵癌患者各 3
名における血清 EV中 RNAの網羅的発現解
析から、膵癌で高発現する新規 lncRNAとし
て LINC02280 （ 以 下 lnc_A ） と
LOC100507412（以下 lnc_B）を特定し（図
2）、lnc_Aは膵癌細胞浸潤能の増強に、lnc_B
はアポトーシスの抑制に寄与する証左を得
ている（図 3）。以上より、これまで報告のな
い 2種類の新規 lncRNAが、膵癌進展を制御
する癌遺伝子として働き、リキッドバイオプ
シーの有用なツールとなる可能性が高い。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、新規癌遺伝子 lnc_A 及び lnc_B による EV を介した膵発癌・進展制御機構を明
らかとし、lncRNAを標的とした核酸創薬の基盤を確立する。さらに、組織・血液 EV中の発現
解析と遺伝子変異のプロファイリングを行い、膵癌の早期拾い上げに有用なリキッドバイオプ
シーの開発へつなげる。膵発癌・進展を制御する新規「EV lncRNA」に関わる分子ネットワー
クを掌握し、膵癌発生に関わるドライバー遺伝子の解析と統合することで、次世代の膵癌診断ス
トラテジーの構築と、治療・創薬における新たなツール開発へと展開する。 
 
３．研究の方法 
 
1) lncRNA（lnc_A、B）による膵癌進展制御機構の解析 

lnc_A と lnc_B それぞれに特異的な結合タンパクを、RNA pulldown 法及びマススペクトロ
メトリーを組み合わせて同定する。また、膵癌細胞株及び不死化正常膵管上皮細胞に対し、RNAi
による発現抑制及び CRISPR-Cas9 を用いたノックアウト細胞を樹立して、RNAseq により発
現プロファイルの変化を調べる。これらの結果をもとに、lnc_Aがどのような機序で Snailの発
現上昇を介し EMTを促進するのか、lnc_Bが細胞周期・アポトーシスを制御するのかを明らか
にし、創薬の基盤情報とする。 
 
2) EVを用いた lncRNAの投与が膵癌進展に与える影響の解析 



lncRNA を shRNA などで恒常的に発現抑制した膵癌細胞を免疫不全マウスへ皮下移植し、
lncRNA が腫瘍の増殖、浸潤、転移に与える影響を検討する。また、牛乳由来 EV に lnc_A、
lnc_Bそれぞれに対する siRNAやアンチセンスオリゴを内包し、皮下腫瘍へ直接もしくはマウ
ス尾静脈より反復投与することによって、EVをデリバリーキャリアとした核酸投与による治療
効果を検証する。以上より、EVを介した新規 lncRNAの情報伝達が膵癌進展に与える影響を明
らかにし、EV を用いた新規治療法開発への基
盤を確立する。 
 
3) 組織及び血液 EV 中の発現解析と新規診断
法としての有用性の検証 
膵癌患者、膵管内乳頭粘液性腫瘍（IPMN）
患者、健常者各 100例より採血し、EV中の新
規 lncRNA群の発現解析を行い、1)で得られた
結果、さらに膵癌切除検体（FFPE検体)におけ
る lncRNAの発現解析と対比する。病変の多発
が想定される（癌部の他に、小嚢胞が存在する
例など）20症例程度の外科切除材料を集積のう
え、浸潤癌及び肉眼的正常膵に分布する前駆病
変の双方からマイクロダイセクションによっ
て核酸を抽出し、遺伝子変異のプロファイリン
グと lncRNA発現解析を行う。これらのデータ
に加え、膵酵素や腫瘍マーカー、耐糖能などの
血液検査所見及び cfDNA におけるドライバー
変異検出との関連性も調べ、膵癌早期診断のた
めのリキッドバイオプシーにおける遺伝子変
異・lncRNAマーカーを統合した評価系を提唱
する。 

lncRNAによる膵発癌素地の形成を担う分子
ネットワークを特定することにより、診断・治療の両面における重要な知見が得られる。lncRNA
の機能異常は、膵癌以外の多様な癌腫において確認されており、他臓器の研究分野への波及効果
も期待できる。 
 
４．研究成果 
 
1) lncRNA（lnc_A、B）による膵癌進展制御機構の解析 
 これまでの基礎実験において、lnc_A に対する発現ベクター
を用いた強制発現、siRNA を用いたノックダウン、さらには
CRISPR-Cas9 を用いたノックアウト細胞を樹立し、膵癌進展
に及ぼす機能解析を行った。その結果、lnc_A は上皮間葉形質
転換（EMT）の促進を介して、膵癌細胞の浸潤・遊走能を増強
する作用を有することが明らかとなった（図 3、図 4）。この結
果は、in vitro、in vivo双方の実験で確認が取れていることか
ら、lnc_Aは膵癌において癌遺伝子として機能する lncRNAで
あることが示唆された。一方、lnc_B は膵癌細胞のアポトーシ
スを抑制し、癌進展に寄与する証左を得ている。以上より、こ
れら 2種類の lncRNAは、膵癌における新たな癌促進遺伝子で
あることが想定された。 
 
2) EVを用いた lncRNAの投与が膵癌進展に与える影響の解析 
 次に、EVによる lncRNAの細胞間輸送が、伝達先細胞にお
けるシグナル伝達や浸潤・遊走能の変化に与える影響について
検証した。lnc_Aをノックダウンした細胞（Panc-1）から回収
した EVでは、コン
ト ロ ー ル 細 胞
（Panc-1）から抽
出した EV に比べ
て、lnc_Aの発現が
減弱しており、それ
らの EV を添加し
た受け手側の細胞
（Recipient細胞）
における lnc_A の



発現も、ノックダウン細胞由来の EV添加では低下していることが確認された（図 5）。さらに、
ノックダウン後の EV を添加した Recipient 細胞では、コントロール EV と比べて EMT や浸
潤・遊走能も有意に減弱した。この結果から、lnc_Aは EVに内包され細胞間伝達される lncRNA
であり、伝達先細胞においても癌進展を制御することが示唆された。 
 
3) 組織及び血液 EV中の発現解析と新規診断法としての有用性の検証 
我々はこれまでに、膵癌患者 20例、膵管内乳頭粘液性腫瘍（IPMN）患者 22例、健常者 21
症例から血清を採取後に EVを回収し、EV中の lnc_Bの発現変化を digital PCRを用いて解析
した。その結果、健常者、IPMN患者と比べて膵癌患者血清中に有意な発現上昇が認められ、非
膵癌（健常者・IPMN患者）に対する膵癌診断における Area Under the Curve ( AUC)は 0.86
であった（図 6）。また、我々が過去に膵癌患者血清 EV中に高発現する lncRNAとして報告し
たHULC (Takahashi et al, Cancer Sci. 2020)および CA19-9との 3因子併用によって、膵癌診
断の AUC は
1.00 へと向
上した（図
6）。lnc_Bは
新規 lncRNA
と し て
HEVEPA と
命名し、知財
申請すると
ともに、本研
究成果は英
文雑誌に掲
載された（Takahashi et al, Pancreas 2024）。 
 一方、lnc_Aについては、膵癌患者 41例、IPMN患者 66例、健常者 50症例から血清を採取
し、EV中の発現変化を digital PCRにて解析した。その結果、健常者、IPMN患者と比較して
膵癌患者で有意な高発現が認められ、膵癌診断における AUC は lnc_B を上回った（論文投稿
中）。 
 
本研究成果から、lnc_A および lnc_B は血清 EV 中に内包され血液中を循環する lncRNA で
あり、健常者、IPMN患者と比べ膵癌患者血清 EV中に有意に高発現しており、膵癌診断に寄与
する新たなバイオマーカーとしての有用性が示唆された。特に IPMN 患者と膵癌患者で発現に
有意差が出ている事から、IPMN由来膵癌や、併存癌の拾い上げに寄与する事も期待される。一
方でこれら 2 種類の lncRNA は、基礎実験の結果から膵癌進展を促進する癌遺伝子として機能
することが想定されており、治療標的として、さらには創薬へとつながる可能性も考えられる。
膵癌進展に関わる EV 内包型 lncRNA として 2 種類の遺伝子を同定したことは、今後の膵癌リ
キッドバイオプシー研究の発展に貢献できる可能性が高い。体液中の標的としては EV 以外に
も、cell free DNAや循環腫瘍細胞(CTC)などが注目されている。その中でも EVは、癌の比較
的早期から体液中に分泌されることが報告されており、早期診断の観点からは最も有用性が高
い標的の一つとして期待される。これまでの国内外での報告では、EV中の lncRNA発現に着目
したリキッドバイオプシー報告は希少であり、今後も更に検体数を増やし、これら”EV lncRNA”
の膵癌バイオマーカーとしての有用性の検証を進める。さらに、血液中の cfDNAを用いた膵癌
由来のドライバー遺伝子変異解析と併用することで診断能の向上を図り、DNA と RNA を統合
したマルチレイヤーなリキッドバイオプシー体系の確立へと繋げ、将来的な臨床実装化を目指
す。 
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