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研究成果の概要（和文）：胆管癌症例から切除された腫瘍組織のプロテオミクス解析より、正常

組織よりも癌組織で過剰発現する遺伝子産物 38 種のうち、特に発現量の変化が大きいもの４
因子（actinin-1、actinin-4、DJ-1、cathepsin B）について、癌細胞株 19 株を用いて発現状
況をウエスタンブロット法でスクリーニングし、低発現株と過剰発現株を同定した。Tissue 
microarrayを用いて胆管癌症例 96例の免疫染色を施行した。DJ-1の過剰発現は発現低下症例
に比して予後良好な傾向が見られた（p=0.0604）。  
 
研究成果の概要（英文）：We analyzed resected specimens by the proteomics approach and 
detected 4 unique proteins (actinin-1,actinin-4,DJ-1,cathepsin B) out of 38 higher gene 
expression products compared with normal bile duct tissue. Next,we evaluated the 
expression level of these 4 proteins by Western blotting method among 19 bile duct 
carcinoma cell lines and characterized them into low expression cell lines and high 
expression cell lines. We Finally, we performed immunohistochemical analysis 
utilizing tissue micro array of the consecutive 96 resected specimens of bile duct 
carcinoma  Among 4 proteins, high expression of DJ-1 could be a marker to suggest 
good prognosis (p=0604). 
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１．研究開始当初の背景 
胆管癌に特有の進展形式である表層進展は、
胆管内腔を長軸方向に、浸潤を伴わずに進
展する病態であるが、その進展範囲を正確
に診断することは非常に難しい。胆管癌の
根治手術は難易度が高く合併症の多い術式
で大量肝切除や膵切除を同時に施行するこ
ともあり、表層進展を含めた進展範囲の診
断精度を向上することは非常に重要である。
当科では、胆管癌手術の high volume 
center である利点を生かし、これまでに、
胆管癌表層進展の存在、診断および、腫瘍
生物学的特徴や意義について、臨床的に検
討し報告してきた。本研究では、術前胆道
生検検体や切除標本などの臨床材料を用い
て、胆管癌表層進展細胞の特徴をこれまで
にない分子生物学的な視点から解析し、術
前診断精度の向上や、切除断端の陰性化に
臨床応用することを最終的な目的とする。 
２．研究の目的 
胆管癌に特有の進展形式である表層進展は、
胆管内腔を長軸方向に、浸潤を伴わずに進
展する病態であるが、その進展範囲を正確
に診断することは非常に難しい。胆管癌の
根治手術は難易度が高く合併症の多い術式
で大量肝切除や膵切除を同時に施行するこ
ともあり、表層進展を含めた進展範囲の診
断精度を向上することは非常に重要である。
当科では、胆管癌手術の high volume 
center である利点を生かし、これまでに、
胆管癌表層進展の存在、診断および、腫瘍
生物学的特徴や意義について、臨床的に検
討し報告してきた。本研究では、術前胆道
生検検体や切除標本などの臨床材料を用い
て、胆管癌表層進展細胞の特徴をこれまで
にない分子生物学的な視点から解析し、術
前診断精度の向上や、切除断端の陰性化に
臨床応用することを最終的な目的とする。 
３．研究の方法 
（１）プロテオミクス解析により胆道癌特異
的なマーカー候補を探索する。	
 
（２）胆道癌細胞株を用いて候補遺伝子のマ
ーカー特性を確認する	
 
（３）当科で切除した胆道癌切片を用いて
Tissue	
 micro	
 array を作成し、候補遺伝子の
マーカー特性とを確認する	
 
（４）さらにマーカー遺伝子の発現と臨床病
理因子の相関関係を解析する。	
 
４．研究成果	
 
胆管癌症例から切除された腫瘍組織のプロ
テオミクス解析より、正常組織よりも癌組織
で過剰発現する遺伝子産物 38 種のうち、特
に発現量の変化が大きいもの４因子
（actinin-1、actinin-4、DJ-1、cathepsin	
 B）

について、癌細胞株 19 株を用いて発現状況
をウエスタンブロット法でスクリーニング
し、低発現株と過剰発現株を同定した。これ
らを SCID マウスに移植して得られた腫瘍組
織を外科的に切除してパラフィン切片を作
製して、それぞれの抗原に特異的なモノクロ
ーナル抗体を用いて免疫染色を施行し、ウエ
スタンブロットでのタンパク発現データと
整合性のある染色条件を探し出した。一方で、
北海道大学病院第二外科で切除された胆管
癌症例 96 例のパラフィン切片から、腫瘍部
分 4 箇所と正常部分 2 か所を打ち抜いて
Tissue	
 Microarray（TMA）パラフィンブロッ
クを作製し、これを材料に TMA 切片を作製し
た。1枚の TMA 切片には約 50 症例分の組織片
が搭載されているため、2 枚の TMA 切片の処
理で全ての症例を同時に染色することが可
能となった。先に作製した SCID マウス移植
腫瘍の切片のうち、過剰発現株を陽性対照、
低発現株を陰性対照とし、更にアイソタイプ
IgG を一次抗体として処理した陰性対照を用
い、胆管癌症例の免疫染色を施行した。４つ
の因子のうち、actinin-4 と DJ-1 は正常細胞
ではほとんど染色が見られなかったのに対
し、癌細胞の細胞質で要請となる症例が有意
に多く（それぞれ p<0.0001、p=0.0009）、特
異度はそれぞれ 93.9%と 87.9%であったこと
からも胆管上皮における非癌細胞と癌細胞
を鑑別する有力なマーカーとなる可能性が	
 
示唆された。さらに、癌細胞における
actinin-4 の過剰発現は症例の生存率には相
関しなかったが、DJ-1 の過剰発現は発現低下
症例に比して予後良好な傾向が見られた
（p=0.0604）。	
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