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研究成果の概要（和文）：本研究では，膵癌における遺伝子発現プロファイリングに基づく免疫組織化学的
（IHC）分子サブタイピング法の確立を試みた．IHC解析を用いて，膵癌分子サブタイプの構成シグニチャー分子
群の予後解析を行ったところ，TFF1の低発現群およびCAV1，S100A2，NT5Eの高発現群で有意な全生存期間の短縮
が認められた． IHCマーカーによって分子サブタイピングされた24症例に対し，遺伝子発現プロファイル解析を
行ったところ，その妥当性が確認された．以上の結果より，膵癌の遺伝子発現プロファイルに基づくサブタイプ
をサロゲートするIHCマーカーにより分子サブタイピングが可能となることが明らかとなった．

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to establish the immunohistochemical (IHC) molecular
 subtyping that might be introduced to our daily practice on diagnostic surgical pathoplogy, based 
on the gene expression profiles of pancreatic ductal carcinomas (PDACs). Tissue microarray blocks 
constructed by 155 cases of PDACs were used. IHC analysis was done by routine procedures. Gene 
expression profiling analysis was done using the GeneChip microarray system. Thirteen signature 
molecules forming molecular subtyping of PDACs were analyzed. The low expression group for TFF1 and 
the high expression group for either CAV1，S100A2 or NT5E showed a significant shortened overall 
survival. The gene expression profiling analysis for PDAC cases subtyped by IHC markers revealed 
that these IHC molecular subtypes were adequate. According to the above results, IHC markers that 
surrogate subtypes based on the gene expression profiles will enable the molecular subtyping of 
PDACs.

研究分野：診断病理学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 膵癌による国内の死亡者数は男女計年
間約３万人を超え、なお増加傾向にある。化
学療法などの集学的治療法の進歩により予
後は改善傾向にあるが、膵癌患者の予後をさ
らに改善するためには，非切除腫瘍の治療成
績の向上が不可欠であり，腫瘍ごとに認めら
れる個別の特性（遺伝子発現プロファイリン
グ）に基づいた薬物療法が求められている。
近年、乳癌や肺癌ではその遺伝子発現プロフ
ァイリングや癌遺伝子依存（oncogene 
addiction) の 原 因 と な る driver gene 
mutation の研究が進み、遺伝子異常に基づく
分子病理診断により分子標的治療薬の選択
が実施されている． 
 
(2) 一方、浸潤性膵管癌（通常型膵癌）では
腫瘍特性からその応用が遅れていたが、近年、
網羅的遺伝子発現解析によるサブタイピン
グが公表され注目された（Collisson, et al. 
Nat Med, 2011）．この方法では 62 遺伝子の
gene signature により，膵癌を classical 
(CL)タイプ，quasimesenchymal（QM）タイプ，
exocrine-like タイプに分類可能となってい
る．注目すべきは膵癌の標準治療薬に対する
感受性予測が可能である点で，gemicitabine
へは QM タイプが，elrotinib へは CL タイプ
がより高い感受性を示すことが示されてい
る． 
  
２．研究の目的 
本研究では，通常型膵癌（浸潤性膵管癌）
においてみられる特徴的な細胞形態および
分子生物学的情報に基づき，ルーチン導入可
能な免疫組織学的手法（IHC）を主体とする
分子サブタイピング法の確立を試み，さらに
このサブタイプ間の遺伝子発現プロファイ
ル解析から新規治療標的分子の探索を行っ
た． 
 
３．研究の方法 
(1) 膵癌組織マイクロアレイ（TMA）標本の
作製：浸潤性膵管癌と病理診断された 195 症
例のうち，術前治療未施行の 155 例のホルマ
リン固定パラフィン包埋（FFPE）組織検体を
用いて、TMA 標本を作製した． 
 
(2) TMA 標本を用いた IHC 解析：Collisson
らにより報告された膵癌分子サブタイプの
構成シグニチャー分子群ついてIHC解析を行
った．IHC 解析は，常法（Dako Envision FLEX 
system; Agilent 社）に従い行った．IHC 解
析後の定量的解析はHスコア法によるスコア
化（スコア範囲 0～300；Behrens C. et al. 
Clin Cancer Res, 2008） 
 
(3) FFPE組織検体を用いた遺伝子発現プロフ
ァイル解析：FFPE 組織標本上からレーザーマ
イクロダイセクション（LMD 6500；Leica 社）
を用いて腫瘍組織の採取を行ったのち，RNA

抽出（ReliaPrepTM FFPE Total RNA Miniprep; 
Promega 社）を行った．抽出 RNA の収量およ
び純度を確認した後，cRNA 増幅・ss-cDNA 合
成（GeneChip™ WT Pico Kit; Thermo Fisher 
Scientific 社）を行い，マイクロアレイ解析
（ GeneChip™ Human Transcriptome Array 
2.0; Thermo Fisher Scientific 社）に供し
た． 
  
４．研究成果 
(1) 膵癌に特徴的な特徴的な細胞形態に基
づく分類：膵癌 TMA 標本 155 例において，細
胞・組織形態を観察し，核所見と細胞質所見
に着目した分類した結果、膵癌の細胞亜型別
の特徴的細胞像は，好酸性Ⅰ型（12 例），好
酸性Ⅱ型（125 例），粘液型（14 例），混合型
（4 例）の 4 型に亜分類され，好酸性細胞質 
(＋)かつ細胞質粘液(±)で，立方状～多稜形
の細胞形態と高度な核異型を有する好酸性
Ⅱ型が全体の 80%以上を占めることが明らか
となった（図 1）．またこれら細胞亜型と膵癌
関連 MUC タンパク発現（MUC1，MUC2，MUC5AC，
MUC6）の関係について検討したところ，MUC1
と有意な相関が認められた（p=0.030）． 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 細胞亜型別の特徴的細胞像 
a:好酸性型Ⅰ，b:好酸性型Ⅱ，c,d:粘液型 
 
 
(2) 膵癌分子サブタイプの構成シグニチャ
ー分子群ついて IHC 解析：膵癌 TMA 標本を用
いて，CLタイプの分子であるTSPAN8，S100P，
MUC13，TFF1，TFF3，LGALS4，ERBB3 の 7 分子
と QM-PDA タイプの分子である CAV1，KRT14，
S100A2，NT5E，PHLDA1，HK2 の 6 分子の免疫
組織化学解析を行い，その後予後解析を行っ
た（図 2，図 3）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 膵癌 TMA 標本における NT5E 発現 
a:陰性例，b,c,d:弱・中等度・強陽性例 
 
 



CL タイプでは，TFF1 発現に有意な関連性が
みられ，陽性群で生存期間延長（OS; P=0.048）
が認められた．また，QM-PDA タイプでは，
CAV1(OS; p<0.001)，S100A2(OS; P=0.034)，
NT5E(OS; p<0.001)と 3 分子で有意な関連性
がみられ，陽性群で生存期間短縮が認められ
た． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 膵癌分子サブタイプの構成シグニチャ
ー分子における予後解析の結果 
 
 
(3) IHC 法による分子サブタイピングの妥当
性検討：NT5E などの IHC マーカーによって
CL タイプおよび QM タイプにサブタイピング
された 24 症例に対し，マイクロアレイを用

いた遺伝子発現プロファイル解析を行い，
IHC 法による分子サブタイピングの妥当性に
ついて検証を行った．その結果 IHC サロゲー
ト候補マーカーで選択された症例は，それぞ
れ対応する CLタイプおよび QMタイプの遺伝
子発現シグネチャーを有することが確認さ
れた． 
 
(4) 以上の結果より，膵癌分子サブタイプ
の構成シグニチャー分子群による分子サブ
タイピングをサロゲートする IHC マーカー
が同定された．同定されたマーカーのうち，
NT5E については，免疫チェックポイント阻
害治療のひとつである PD-1/PD-L1 治療の
効果予測マーカーとしても注目されること
から，本 IHC サブタイプが今後治療と直結
する可能性が示唆された．今後切除不能膵
癌症例の EUS-FNA 検体を用いて，本法を用い
てサブタイピングを行い，治療効果との関係
性についてさらに検証を行い，臨床導入に結
びつける予定である． 
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