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研究成果の概要（和文）：網羅的遺伝子発現解析を行い、膵癌の浸潤過程に関与する遺伝子

群の同定を行った。MUC16 および Mesothelin は膵癌の予後予測マーカーとなり得るのみ

ならず、共に相互作用して膵癌の浸潤過程に重要な役割を担っており、膵癌新規治療の分

子標的になりうることが分かった。 

 
研究成果の概要（英文）：MUC16 and mesothelin are involved in pancreatic cancer cell 
invasion and migration, and MUC16 and mesothelin clinically represent new 
prognostic biomarkers for PDAC and might be new therapeutic targets for patients 
with PDAC. 
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１．研究開始当初の背景 

 膵癌は早期に局所進展，脈管浸潤を来し

やすく，手術療法，化学療法が飛躍的に向

上した現在でも，依然予後不良な癌腫であ

り，その浸潤過程に関わる遺伝子の発見は

膵癌治療のさらなる発展の為には不可欠で

ある． 

浸潤性膵管癌は，細分枝膵管細胞の異型，

すなわち Pancreatic intraepithelial neoplasms 

(PanIN)と称される前駆病変を経て浸潤癌

と進展することが知られている．PanIN-3

は異型細胞の乳頭状増殖を呈して従来の in 

situ に相当し，この異型細胞が基底膜を破

って周囲に浸潤することで浸潤癌となる．

これまで膵癌の発生に関わる種々の遺伝子

異常が PanIN の進展に伴って蓄積されるこ

とが報告されているが，浸潤癌と PanIN-3
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の遺伝子発現プロファイルを比較した報告

はなく，今回これを試みた．さらに同定さ

れた遺伝子より MUC16 と mesothelin に着

目し，臨床検体および膵癌細胞株を用いて

膵癌における発現，相互作用，浸潤解析を

行った． 

 

２．研究の目的 

浸潤性膵管癌は，細分枝膵管細胞の異型，

すなわち Pancreatic intraepithelial neoplasms 

(PanIN)と称される前駆病変を経て進展す

ることが知られており，従来の in situ に相

当する PanIN-3 より異型細胞が基底膜を破

り周囲に浸潤することで浸潤癌となる。こ

れまで膵癌の発生に関わる種々の遺伝子異

常が報告されているが，浸潤癌と PanIN-3

の遺伝子発現プロファイルを比較した報告

はなく，今回これを試みた。さらに同定さ

れた遺伝子より MUC16 と mesothelin に着

目し，膵癌における発現，相互作用，浸潤

解析を行った。 

 

３．研究の方法 

① 網羅的遺伝子発現解析を用いた膵癌の

浸潤過程に関与する遺伝子の同定 

 膵浸潤癌と PanIN-3 を同一切片上に認

める凍結切片 5 サンプル，コントロールと

して膵癌以外の膵切除検体から採取した正

常膵管 3 サンプルを対象とした．マイクロ

ダイセクションを用いて同一切片上の浸潤

癌と PanIN-3 の細胞をそれぞれ別々に回

収して RNA を抽出し，GeneChip Human 

U133 plus 2.0 array(Affymetrix 社)を用い

網羅的遺伝子発現解析を行った． 

② 膵癌組織における MUC16 および

mesothelin 発現解析 

 2003 年 1 月から 2007 年 12 月までに和

歌山県立医大第二外科で手術を施行した浸

潤性膵管癌切除症例 103 例を対象とし，ホ

ルマリン固定パラフィン包埋保存された標

本から薄切切片を作成し，ストレプトアビ

ジンビオチン法にて免疫染色を行った．一

次抗体は抗 MUC16 抗体 X325 (1:1,000, 

Abcam)と抗 mesothelin 抗体 5B2 (1:20, 

Novacastra)を用いた．染色された強度を

４段階に分類（0: no staining，1+: weak, 

2+: moderate. 3+: strong），染色された細

胞の割合を 0-100%でカウントし，その積

をもって免疫染色スコアとした（range, 

0-300）．それぞれの中央値で 2 群ずつに分

け，MUC16/mesothelin ともに高発現群と，

その他の群にわけて臨床病理学的因子（分

化度，腫瘍径，局所進展度，リンパ管浸潤，

血管浸潤，神経浸潤，リンパ節転移），生存

率について検討した．統計学的処理として，

臨床病理学因子との相関は χ2 乗検定で，生

存率との相関は Kaplan-Meier 法および Cox

ハザードモデルで検討した． 

③ MUC16と mesothelin の相互作用解析 

Zenon Kit(Molecular Probes 社)を用い

てパラフィン包埋薄切切片上で，Alexa 

Fluor 594 および 488 蛍光抗体でラベルし

た抗 MUC16 抗体（X325）と抗 mesothelin

抗体（5B2）を用いて二重免疫蛍光染色を

行った．また，浸潤性膵管癌手術検体と膵

癌細胞株 PK9 よりタンパク抽出した組織，

細胞ライセートを対象として Universal 

Magnetic coimmunoprecipitation kit（Active 

Motif 社)を用いて共免疫沈降法を行った．

一次抗体として抗 MUC16 抗体 OC125

（ DAKO ）と抗 mesothelin 抗体 MN-1

（Rockland）を用いた． 

④ MUC16 抑制膵癌細胞株，MUC16 と

mesothelin の blocking 抗体を用いた

膵癌の浸潤能，遊走能解析 

MUC16，mesothelin を共に発現する膵

癌細胞株PK-9にshRNAを用いてMUC16



 

 

抑 制 株 を 作 成 し ， Matrigel invasion 

chamber （BD Bioscience）を用いて浸潤

能，遊走能を検討した．また，MUC16 と

mesothelin 結合に対する blocking 抗体と

して報告されている抗 MUC16 抗体

OC125，M11（DAKO）を用いて浸潤能，

遊走能を検討した． 

 
４．研究成果 

同一個体の浸潤癌と PanIN-3 のマイク

ロアレイデータを比較し，5pair すべてに

おいて，浸潤癌で up-regulate した遺伝子

87 個，down-regulate した遺伝子 22 個を

同定した(fold change 1.5 以上，平均強度

差 100 以上，P＜0.05)．さらに，浸潤癌，

PanIN-3 ともに正常膵管よりも高発現を

認めた遺伝子を抽出すると，18 遺伝子を認

め，中でも浸潤癌特異的に最も高発現した

MUC16 と，卵巣癌において MUC16 と相

互作用が知られている mesothelin の 2 遺

伝子に着目し，免疫組織染色解析を行った．

MUC16 および mesothelin ともに正常膵

管，PanIN-3 では発現を認めず，浸潤癌で

のみ発現を認め，網羅的遺伝子発現解析の

結果と矛盾しなかった．臨床病理学的因子

との相関では，MUC16 および Mesothelin

高発現群は，低発現群より腫瘍径が大きく

(p=0.004)，膵前方組織浸潤(p=0.01)，多臓

器浸潤(p=0.04)，リンパ管侵襲(p=0.03)が

多く，Overall Survival(OS)は不良であっ

た．(p=0.0006)．Cox ハザードモデルを用

いて生存因子解析を行うと，

MUC16/mesothelin 高発現は独立した生

存期間短縮因子であった（p=0.02, HR 1.94, 

95%CI 1.13-3.31）．また，免疫組織染色に

おいて MUC16，mesothelin ともに浸潤先

進部で強発現する例を 48 例/103 例（47%）

に認め，浸潤過程において重要な役割を担

っていることが推測された．二重蛍光染色

にて MUC16，mesothelin は同一膵癌細胞

の細胞膜に発現を認め，互いに相互作用を

生じていることが示唆され，共免疫沈降法

を行うと，切除標本，膵癌細胞株 PK9 両方

において，抗 MUC16 抗体を用いた免疫沈

降物に mesothelin が検出され，抗

mesothelin 抗体を用いた免疫沈降物に

MUC16 が検出され，膵癌において両者は

結合し相互作用を生じていることが分かっ

た．さらに膵癌細胞株 PK9 を用いて

invasion assay，migration assay を行うと，

MUC16 抑制株で有意に invasion，

migration ともに抑制された．MUC16，

mesothelin の blocking 抗体 OC125，M11

を用いて MUC16 と mesothelin の結合を

block すると，同様に invasion，migration

ともに抑制され，MUC16，mesothelin は

膵癌において相互に作用し，浸潤に関与し

ていることが分かった． 
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