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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、胆管癌の進展範囲を可視化させるために、claudin-18.2を標的とし
て胆管癌細胞を蛍光発色させる新規技術を開発することである。
切除組織では、胆管癌と前癌病変のBilINで細胞膜上にclaudin-18.2の発現がみられ、正常胆管上皮では発現が
ほぼみられなかった。癌とBilINの間で発現強度に差は見られず、高分化癌で発現が高度であった。また胆管癌
細胞株を用いた実験では、claudin-18.2が特定の胆管癌細胞株の細胞表面に発現しており、培養時にその進展部
にも過剰発現することが判明した。市販の複数の抗体と独自に作成した抗体で実験を行い、細胞膜上へ結合する
抗体を特定した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to develop a novel technique for labeling 
claudin-18.2 in cholangiocarcinoma cells to visualize the extent of cholangiocarcinoma progression.
In resected tissue, claudin-18 expression was found on cell membranes in cholangiocarcinoma and 
BilIN, whereas expression was absent in the normal bile duct epithelium. Claudin-18 was highly 
expressed in well-differentiated carcinomas, and there was no difference in claudin-18 expression 
between carcinomas and BilINs. In vitro experiments have shown that claudin-18.2 is expressed on the
 surface of certain cholangiocarcinoma cell lines and is overexpressed in migrating cells. Several 
original and commercially available antibodies were used in the experiments, and we identified 
antibodies that bind to the membrane of cancer cells.

研究分野： 腫瘍病理学

キーワード： 胆道癌　claudin-18.2　術中ナビゲーション技術

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Claudin-18.2は胆道の癌細胞や異型上皮において高発現し、正常上皮細胞との鑑別に有用であることが示され
た。この研究成果は、蛍光染色技術などと組み合わせることにより、胆道癌の診断および手術中のナビゲーショ
ン技術の進歩に貢献すると期待される。また、claudin-18.2が腫瘍先進部に発現していた事実などをもとに、発
現機構の解析と発現パターンの解明を進めることで、発癌機構の解明や胆道癌の切除支援による治療成績の向上
に繋がる可能性がある。さらに、癌細胞特有の発現プロファイルを利用した新たな治療法の開発にも寄与するこ
とが予想される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 

胆道癌は本邦死因の 7 番目の悪性新生物で、5 年生存率が 27%と難治の癌である（国立がん研

究センター がん情報サービス）。胆道癌は胆管癌、胆嚢癌、乳頭部癌に分類され、いずれも有効

な化学療法が限られるために、外科的治癒切除のみが唯一根治を望める治療である。 

胆管癌の手術は癌の局在により術式が異なり、膵頭十二指腸部、肝臓、あるいはその両者の切

除が必要となるため、進展範囲の診断が重要である。癌の局在診断をするために、胆道鏡、胆道

造影、胆管狙撃生検などが行われているが、癌部と非癌部の鑑別は容易ではない。特に、胆管炎

の影響や癌が胆管上皮を進展する性質（表層進展）により、その正診率は 72-90%まで低下する

（Kawashima H. Dig Endosc. 2012）。胆管切離端の癌遺残は予後を低下させるため（Tsukahara T. 

Ann Surg 2017）、癌遺残が無いように切除部位を決定する必要がある。癌の遺残を減らし、かつ

過度の臓器切除を回避するために、胆管癌の進展範囲を正確に描出する技術の開発が求められ

ている。 

癌細胞と正常上皮細胞の差異のなかで、診断や治療の標的として細胞間接着装置のタイト結

合が注目されている。タイト結合とは、claudin を中心に構成される膜貫通蛋白質・膜裏打ち蛋

白質の複合体で、胆管癌の細胞表面には claudin18 が過剰発現している（Shinozaki A. Virchows 

Arch. 2011）。Claudin18 のなかで、癌細胞に高発現する claudin18.2 は、正常胆管上皮には発現し

ていないことから、胆管癌の診断、治療標的として期待されている。これまでに申請者の研究室

から、claudin18 の免疫染色を行うことで胆管癌部と正常胆管上皮を 96.1%の正診率で鑑別可能

であり、胆管癌細胞の進展部に claudin18.2 が高発現することを報告している（Keira Y. Virchows 

Arch. 2015; Takasawa K. Cancer Lett. 2017）。 

 

２．研究の目的 

 

本研究の目的は、胆管癌の進展範

囲を可視化するために、胆管癌細胞

に特異的な claudin18.2 を標的とし

て、胆管癌細胞のみを蛍光発色させ

る新規技術を開発することである。

これまでの研究で、胆管癌細胞の表

面には claudin18.2 がびまん性に高

発現していることが判明している。

この研究結果を利用して、claudin18.2 の抗体に近赤

外蛍光色素を結合させて胆管癌部に投与し、癌細胞

の蛍光発色を利用した局在診断の有効性を検証する

（Fig.1,2）。 

 

 

 

 



３．研究の方法 

 

(1) 手術標本を利用した胆管癌組織の claudin18.2 発現の評価 

胆管癌組織について claudin18.2 の免疫染色を行い、癌組織における claudin18.2 の発現強度と

範囲を評価する。当院外科にて切除した胆管癌手術標本を利用して、癌部とその表層進展部、正

常胆管上皮について claudin18.2 の発現の有無と強度を免疫染色で評価する。 

(2) 胆管癌細胞株を利用した抗 claudin18.2 抗体の結合能の評価 

胆管癌細胞株に抗 claudin18.2抗体を投与して、抗体の結合能や claudin18.2の局在を評価する。

Claudin18.2 を発現する胆管癌細胞株（TKKK など）と発現していない細胞株（HEK など）を利

用して、抗体の細胞表面への結合を免疫蛍光染色で観察する。抗体は市販されている抗体に加え

て、細胞外ドメインをエピトープとした抗体を作成し、その結合能を評価する（Fig.2）。 

(3) マウスモデルにおける胆管癌組織への抗体結合能の評価 

ヌードマウスの皮下にヒト胆管癌細胞株を移植し、腫瘤を形成した時点で摘出して、腫瘍細胞

への claudin18.2 抗体の結合能を評価する。 

 

４．研究成果 

 

(1) 手術標本を利用した胆管癌組織の

claudin18.2 発現の評価 

当院で切除した胆道癌 66 症例について、

癌部、BilIN、正常位胆管上皮で Claudin-18

の免疫染色を実施した。抗体は C末端に結

合する抗体を使用した。その結果、Claudin-

18 は癌細胞全てに陽性で正常胆管上皮で

陰性であった(Fig.3)。 

癌細胞の細胞膜の全周性に発現し細胞質

にも弱く発現し、分化度と発現強度が比例

していた。Claudin-18 は BilIN でも発現し

ていたが、BilIN1-3 で発現強度に差は見ら

れなかった。発現強度と範囲の積を発現ス

コアとしたとき、癌と BilIN は、正常上皮と有意に異なる発

現スコアを示した（Fig.4）。また、分化度の低下に伴い発現

スコアは低下したが、分化度の差に伴う有意差はみられな

かった。癌／BilIN と正常上皮の鑑別を目的に発現スコアで

ROC 曲線を引くと、感度: 0.956, 特異度: 0.968 と高値を示

し、鑑別に有用であることが示唆された。Claudin-18の発現

強度と予後の関係について、遠位胆管癌 22 例の生存解析を

行ったところ、発現スコアと生存率に有意な相関はなかっ

たが、cld18 発現強度が低い症例で生存期間が長い傾向がみ

られた（Fig.5）。以上より、癌／BilIN と正常胆管上皮の間で、claudin-18 の発現スコアに有意差

がみられ、高分化型胆道癌およびBilINでclaudin-18が強く発現しており、細胞の分化度と claudin-

18 発現スコアの相関、そして鑑別への応用が示唆される結果となった。 

Fig.3 胆管癌の Claudin-18染色像 
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Fig.4 胆管組織と Claudin-18発現スコア 

Fig.5発現強度による生存解析 



 

(2) 胆管癌細胞株を利用した抗 claudin18.2 抗体の結合能の評価 

Claudin18.2 は細胞外ドメインを 2 つ有しており、Claudin18.1 と 18.2 では細胞外ドメイン－1

が異なる。細胞外ドメイン－1 をエピトープとした抗体をウサギ血清から作成した。また、マウ

スからも作成中である。さらに、市販抗体から理論上細胞外ドメイン－1 に結合する抗体を 1 抗

体、理論上細胞外ドメイン－2 に結合を 1 抗体、C 末端に結合する抗体を 3 抗体購入した。それ

ぞれを用いて胆管癌切除標本およびマウス皮下で生成された胆管癌細胞株標本に対する免疫染

色、胆管癌細胞株に対する蛍光免疫染色を施行したところ、それぞれ染色される部位が異なり、

細胞膜上に結合する抗体を 2 抗体同定した（Fig.6）。これらの抗体は今後蛍光物質を付加し、胆

管癌を含めた癌切除標本の染色性があるかどうかを調べる予定である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3) マウスモデルにおける胆管癌組織への抗体結合能の評価 

ヌードマウスに胆管癌細胞株を皮下移植し、形成した腫瘤に対して抗体 A、B で claudin-18 の

免疫染色を行ったところ、腫瘍外側に染色性が高く内部では染色が乏しい結果であった（Fig.7）。

部位により染色される腫瘍細胞内局在が異なっており、解析をすすめている。 

 

 

 

 

 

 

 

今後は特定した抗体に蛍光色素を結合させて、in vitro/in vivo で腫瘍に対して投与を行うこと

で、抗体の結合能と蛍光発色能について評価する予定である。さらにその結果を受けて、胆管癌

切除標本について蛍光発色が得られる条件を特定したいと考えている。 

これらの研究成果は、胆道癌の診断および手術中のナビゲーション技術の進歩に貢献すると

期待される。Claudin-18 の発現パターンの解明により、胆道癌の精密な切除を支援し、患者の治

療成績の向上に繋がる可能性がある。また、癌細胞特有の発現プロファイルを利用した新たな治

療法の開発にも寄与することが予想される。 

Fig.6 Claudin-18蛍光免疫染色（胆管癌細胞株）および免疫染色（胆管癌組織） 

Fig.7 マウス皮下腫瘍 Claudin-18免疫染色（胆管癌細胞株） 
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