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研究成果の概要（和文）：膵臓における前癌病変が、悪性化して浸潤癌になる過程で高頻度に失

われるゲノム領域を明らかにした。さらに、その領域に存在する癌の悪性化に関わる責任遺伝

子を抽出した。その遺伝子は、膵癌細胞に導入すると細胞周期を停止して増殖を抑制したこと

から、がん抑制遺伝子としての機能を有することが分かった。今後、この遺伝子およびその関

連分子が膵癌の新規の診断法および治療法の標的分子となり得ることが期待される。 

 
研究成果の概要（英文）：Genomic region, which is frequently lost in the process of malignant 

transformation of pancreatic precancerous lesions was clarified. Furthermore, the 

responsible gene located on this region was identified. This gene was shown to function as a 

tumor suppressor gene in pancreatic cancer by the finding that the introduction of this 

gene into pancreatic cancer cells had induced their cell cycle arrest followed by the 

decreased proliferation. It is expected in future that this gene and the related molecules 

can become a new diagnostic and therapeutic target of the pancreatic cancer. 
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１．研究開始当初の背景 

膵癌の5年生存率は極めて不良で 10％未満

に過ぎず、最も予後不良な癌の一つである。

膵癌の発症メカニズムは不明であるが、種々

の癌遺伝子(k-ras)や癌抑制遺伝子(p16INK4a, 
p53, DPC4, BRCA2)の異常が報告されており、

他の癌と同様にゲノム異常が蓄積すること

によって発症するものと推測されている。一

方、膵癌の網羅的ゲノム解析もこれまでに多

数報告されているが、そのほとんどが浸潤癌

の解析であり、検出される多くのゲノム異常

の中から発癌に関わるゲノム異常のみを抽

出することは困難である。従って膵癌の発症

メカニズムを解明するためには、膵癌の前駆

病変のゲノム異常と浸潤癌のゲノム異常を

詳細に比較検討することが必要である。 
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私は、既に予備実験によって、1) 19 例の

通常型膵管癌とともに、2) 10 例の浸潤性

IPMN(上皮内腫瘍の一部が浸潤癌に進展して

いる症例) の浸潤部分、3) 10 例の浸潤性

IPMNの非浸潤部分、4) 8 例の非浸潤性

IPMN(腫瘍が上皮内に留まり、浸潤していな

い症例)のゲノム異常を高解像度アレイ

Comparative Genomic Hybridization 

(CGH)法にて解析した。なお、間質細胞の混

入を避けるために腫瘍細胞は Laser - 

Captured Microdissection (LCM)法を用いて

選択的に回収し、解析した。 

この解析結果から以下の結論を得た。 

(1) 通常型膵管癌と浸潤性 IPMNの浸潤部

はほぼ同様のゲノム異常パターンを示す。 

(2) 浸潤性 IPMNの浸潤部と非浸潤部で有

意に異なるゲノム異常は、8 番染色体短腕

11.22- テロメア末端(8p11.22-ter)の欠失

のみである。 

(3) 浸潤性 IPMNの非浸潤部と非浸潤性 IPMN

で有意に異なるゲノム異常は、1p36.33, 

1q21.2-24.1, 19q13.2 の増幅と 4p15.1, 

4q13.1-13.2, 5q11-14.1 の欠失である。 

 

２．研究の目的 

私は以上の preliminary な研究成果から、

8p11.22-ter に存在し、欠失によって発現抑

制を起こす遺伝子のなかに IPMN からの浸潤

癌発生に重要な癌抑制遺伝子が存在すると

の仮説を得るに至った。そこで本研究では、

8p11.22-ter に存在する癌抑制遺伝子の単

離を目的とする。 

私は既に、膵癌細胞株のゲノム異常も調べ、

12 株中 8 株で 8p11.22-ter の欠失を認めて

いる。本研究ではこれらの細胞株を解析する

ことで癌抑制遺伝子候補を単離、同定したい

と考えている。 

本研究では、今後、以下の項目について解析

を進める。 

(1) 膵癌の進展に関与する癌抑制遺伝子

候補の抽出 

① アレイ CGH解析で 8p11.22-terの欠失

の有無を調べた 12 種の膵癌細胞株につい

て、マイクロアレイを用いた網羅的発現解

析を行う。 

② 8p11.22-terが欠失していない細胞株

群に比べて欠失している細胞株群で発現が

有意に低下している 8p11.22-ter 上の遺伝

子を、癌抑制遺伝子候補として抽出する。 

③ アレイ解析で得られた結果の

Validationを行う。具体的には、抽出された

候補遺伝子について、膵癌症例における mRNA

レベルおよびタンパクレベルの発現を、Real 

time PCR法および免疫組織化学法で調べる。 

(2) 癌抑制遺伝子の同定 

① 候補遺伝子の発現が低下している

8p11.22-ter欠失細胞株に候補遺伝子を導入

（過剰発現）して、細胞形質に与える影響を

みる。具体的には、細胞増殖能や細胞周期、

浸潤能等を調べる。候補遺伝子が発現してい

る細胞株にはsiRNA導入により候補遺伝子を

ノックダウン（発現抑制）して、同様の機能

解析を行う。 

② ①で細胞形質に変化をもたらした候補遺

伝子については、細胞株を免疫不全マウスに

播種して in vivoにおける機能を調べる。以

上の解析結果より癌抑制遺伝子を同定する。 

 

３．研究の方法 

(1) 膵癌細胞株の網羅的発現解析 と候補

遺伝子の抽出 

① 膵癌細胞株より mRNA抽出キット(Qiagen, 

RNeasy Micro Kit)を用いて、mRNA を回収す

る。 

② 回収した mRNA の品質評価を Agilent 

2100 Bioanalyzer で行う。 

③ mRNA を逆転写後、ラベル化してアレイ

(Agilent, 4x44K 発現アレイ)とハイブリダ

イズする。 

④ 発現解析ソフト(Agilent, GeneSpring 

GX)を用いて、8p11.22-ter 欠失のない細胞

と 8p11.22-ter 欠失細胞の遺伝子発現を比較

して、8p11.22-ter 欠失細胞で有意に発現低

下・消失している 8p11.22-ter上の遺伝子を

癌抑制遺伝子候補として抽出する。 

(2) 膵癌組織における候補遺伝子の発現動

態の確認 

アレイ解析結果の Validation として、抽出

された候補遺伝子が実際に膵癌組織で発現

が低下・消失しているかを RNAレベル(Real 

time PCR 法)およびタンパクレベル(免疫組

織化学)で確認する。 

① 膵癌症例のホルマリン固定パラフィン

包埋(FFPE)組織から腫瘍細胞を LCM法で回収

し、RNA 抽出キット(Qiagen, RNeasy FFPE 

Kit)を用いて RNAを抽出する。LightCycler 

480  System(Roche)を用いて Real time PCR

法で、候補遺伝子の発現を調べる。 

② 候補遺伝子タンパクを認識する抗体を

用いて膵癌症例の FFPE組織切片における発

現を免疫 組織化学的に解析する。 

(3) 候補遺伝子の機能解析 

① 候補遺伝子の cDNAを NBRCより入手して、

レンチウイルスシステム(Invitrogen)を用

いて候 補遺伝子発現ウイルスを作製する。 

https://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/htc/index.jsp
https://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/htc/index.jsp


 

 

② 候補遺伝子の発現が低下・消失している

8p 欠失細胞株にウイルスを感染させて、候補

遺伝子 の発現を確認後、細胞増殖能(MTSアッ

セイ, Promega)、Apoptosis 制御能(ヒストン

/DNA断片 複合体検出 ELISA キット, 

Promega)、細胞周期解析（FACSCalibur, BD）、

浸潤能(マトリゲルインベージョンチャンバ

ー, BD)の変動を調べる。候補遺伝子を発現

している細胞株には siRNA を導入して、発現

抑制後、同様の機能解析を行う。 

③ ②で発現変化に伴い細胞形質の変動が

認められた候補遺伝子については、免疫不全

マウスに 細胞を移植して in vivo における機

能解析を行う。 

以上の解析結果に基づき癌抑制遺伝子を同

定する。 

 (4) 癌抑制遺伝子のシグナル伝達機構の

解明と、新規の診断法・治療法の開発への応

用 

① 癌抑制遺伝子を膵癌細胞株に導入して

網羅的発現解析を行い、導入によって発現が

変動する遺伝子を調べる。解析結果をパスウ

ェイ解析データベース(Ingenuity Pathway 

Analysis, Ingenuity Systems)に連携して、

導入した癌抑制遺伝子が担うシグナル伝達

機構の概要を得る。 

② このシグナル伝達機構を構成する分子

の中で、臨床検体（膵液や血液、膵臓生検組

織等）中に含まれる腫瘍細胞成分で 実際に

発現が変動している分子を探索し、診断ある

いは治 療の標的分子候補とする。 

 

４．研究成果 

(1) 膵癌細胞株の網羅的発現解析 と候補

遺伝子の抽出 

膵癌細胞株 12株の網羅的発現解析を行い、

8p11.22-ter の欠失がある 8 株とない 4 株の

間で発現プロファイルの比較をした。その結

果、欠失がある細胞株で発現が有意に低下し

ている 8p11.22-ter上に存在する遺伝子を 9

個抽出した。次に、Real time PCR 法でアレ

イ解析の結果を検証したところ、抽出された

9 個の遺伝子はいずれも 8p11.22-terの欠失

細胞株で発現抑制されていることが確認で

きた。 

(2) 膵癌組織における候補遺伝子の発現動

態の確認 

膵癌細胞株の発現解析で抽出された 9個の

遺伝子が実際の膵癌検体でも発現抑制され

ていることを調べるために免疫組織化学を

施行した。9 個の遺伝子のうち免疫組織化学

に適応可能な抗体が入手できたのは 2遺伝子

のみであったが、いずれもアレイ解析の結果

と矛盾しないタンパクレベルでの発現変動

の所見を得ることができた。現在、残りの遺

伝子についても免疫組織化学に使用可能な

抗体の購入や作製を進めており、入手次第、

解析を行う予定である。 

(3) 候補遺伝子の機能解析 

 癌抑制遺伝子候補として抽出された 9個の
遺伝子が本当に膵癌細胞で癌抑制遺伝子と
して機能しているかを調べた。まず 9個の遺
伝子を膵癌細胞株で発現回復させるために、
それぞれの遺伝子を導入したレンチウイル
スを作製した。各々のウイルスを感染した細
胞で目的の遺伝子産物が RNAレベルおよびタ
ンパクレベルで産生されていることを確認
後、以下の項目について検討した。 
① 増殖能 
8p11.22-ter の欠失により 9 個すべての候補
遺伝子の発現が低下している膵癌細胞株に、
9 種類のレンチウイルスをそれぞれ感染させ
て一過性に遺伝子発現を回復させ、増殖能へ
の影響をみた。9個の候補遺伝子のうち 3 個
の遺伝子において、発現回復により細胞増殖
は有意に抑制された。同様の結果は、
8p11.22-ter が欠失しているその他の膵癌細
胞株でも確認された。 
② アポトーシス誘導能 

増殖抑制能を有する 3遺伝子について増殖抑

制の機序としてアポトーシス誘導が関わっ

ているかを調べた。いずれの遺伝子もその発

現回復にて膵癌細胞にアポトーシスを誘導

しなかった。 

③ 細胞周期 

増殖抑制に関わる 3個の遺伝子のうち最も増

殖抑制能が顕著であった遺伝子 Xに注目して、 

細胞周期への影響をみた。遺伝子 X の発現回

復により、膵癌細胞は G1期に止まる細胞が

増えたことから、G1 期停止によって細胞増殖

が抑制されることが分かった。 

④ 浸潤能 

9 種類のレンチウイルスを感染させて、マト

リゲルインベージョンチャンバーを用いて
増殖能への影響をみた。9個の候補遺伝子の

うち 1個の遺伝子において、発現回復により

浸潤能は抑制された。現在、検証実験を試み

ているところである。 

(4) 癌抑制遺伝子のシグナル伝達機構の解

明と、新規の診断法・治療法の開発への応用 

①  シグナルパスウェイの解明 

一過性に遺伝子 X 発現を回復させた細胞で、

どのような遺伝子の発現変動が生じている

のかを、網羅的発現解析により調べた。その

結果、G1期の細胞増殖停止に関わる遺伝子お

よびその関連遺伝子の発現が変動している

ことが分かった。現在、リン酸化タンパクア



 

 

レイを用いて、タンパク活性化のパスウェイ

を半網羅的に解析しているところである。 

②  ノックアウトマウスの作製 

今回同定した遺伝子が、膵癌の癌抑制遺伝子

として機能することを遺伝学的に証明する

ためにノックアウトマウスの作製を試みて

いる。既に膵癌を自然発症するモデルとして

活性化型変異 Kras 遺伝子を膵臓特異的に発

現するマウスが知られている。このマウスに

おいて、同定した増殖抑制遺伝子を欠失させ

ると、膵癌の発生・進展が亢進することが予

想される。現在、ターゲティングジーンを作

製し、ES細胞の樹立を進めているところであ

る。 
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