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研究成果の概要（和文）：術前化学療法前の膵癌症例から超音波内視鏡下穿刺吸引報を用いた膵癌組織のtotal RNAを
採取し、そのprofile 作成を継続した。合わせて、採取された組織のCD44やCD133といった膵癌幹細胞のマーカー検出
を行ったが同定できなかった。採取される組織量が少ないと推測されたため、切除標本を用いて膵癌幹細胞のマーカー
検出を継続している。NAC前後にEUS-FNAを行う事が困難なため、NAC後に手術した膵癌症例から組織を譲り受け、遺伝
子profileの作成を行っている。

研究成果の概要（英文）：We have obtained the histological sample of pancreatic cancer using Endoscopic 
ultrasonography-fine needle aspiration (EUS-FNA) and continued to make the genetic profile. The 
evaluation of expression of the marker associated with stem cells related pancreatic cancer was 
performed. However, we could not detect these markers. Since one of the causes not to detect these 
markers is that the amount of histological sample by EUS-FNA is very small, we continue to evaluate these 
markers using the histological samples acquired by operation. Furthermore, sensitivity test of anti 
cancer drug for pancreatic caner using histological sample acquired by EUS-FNA has been continued. We 
have compared the clinical information and surgical stage. The cell lines of resistance for anti-cancer 
drug were used for checking the genetic profile.
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１．研究開始当初の背景 
・一方、近年各臓器における化学療法の進

歩はめざましい。膵癌も 2000 年に

gemcitabine が適応となって以来、明らか

に膵癌の予後が延長したが、いまだ満足す

る成果が得られていない。膵癌における化

学療法での根治は難しく、化学療法単独で

の効果は限られる。その理由の一つに癌幹

細胞の関与が推測されている。癌幹細胞は

多くの抗癌剤に対して抵抗性であり、多く

の固形腫瘍が抗癌剤で完全寛解が得られな

いのは、癌幹細胞が残存するためと推測さ

れている。加えて、通常の化学療法薬剤は

膵癌の癌幹細胞成分を増加させることも判

明しており、このような耐性機構を有効に

阻害する新規治療の開発が期待されている。

しかし、癌幹細胞の適切なマーカーは完全

に同定されておらず、幹細胞性の維持に関

わるメカニズムも不明な点が多い。 

・このような複雑な細胞機能の制御因子と

して、蛋白をコードしない miRNAが注目

されている。miRNA は 20-24 塩基からな

る低分子量 RNAであり、mRNAの 3’被翻

訳領域に配列特異的に結合し蛋白翻訳を制

御すると考えられている。miRNA は多く

の標的 mRNA を有し、それらの発現を網

羅的に制御する。さらに、miRNA は組織

中で発現するのみならず、末梢血液中にエ

キソームに包み込まれた状態で細胞の能動

的分泌によって放出され、安定な状態で存

在することが報告されている。血液中の

miRNA は簡便に採取できるため、疾患の

マーカーとしての応用が期待されている。

膵癌において転移・浸潤能や抗癌剤耐性に

関わる miRNAの報告が散見されているが、

膵癌幹細胞の機能維持に関連する miRNA

については未知の部分が多く、今後の検討

が必要である。 

・我々は、いままで膵癌の悪性度に関する

様々な研究を行ってきた 1）-７）。内視鏡的逆

行性膵胆管造影(ERCP)下に施行した胆管

膵管擦過細胞から得られる mRNA を用い

た検討も行い、微量な細胞から分子生物学

的な解析が可能であることを確認している

8-9)。近年普及の目覚ましい EUS-FNAは膵

癌の組織診断に際して高い正診率を有し、

採取される組織量も分子生物学的検討に十

分利用が可能である。我々は、化学療法後

の癌組織中では癌幹細胞成分が増加してい

る点に着目し、EUS-FNA を用いて化学療

法前後の組織におけるmiRNA発現プロフ

ァイル変化の網羅的解析を行い、癌幹細胞

関連 miRNAを同定することを計画してい

る。同時に、血液中のmiRNA発現プロフ

ァイルも合わせて解析し、血液中でも検出

可能な癌幹細胞関連マーカーとしての応用

を目指している。次項に本研究計画の概要

を示す。 
２．研究の目的 
本研究の目的は、いまだに根治の困難な膵

癌の治療標的となりうる癌幹細胞関連

miRNAの候補を EUS-FNA検体と末梢血

から絞り込み,治療へ応用することが目的

である。そのため以下の計画を立てた。(1)

化学療法前後の血液および膵癌組織から採

取した FNA検体から total RNAを抽出す

る。(2)化学療法前後の血液中・膵癌組織中

miRNA プロファイルを比較。化学療法後

に増加することが知られている膵癌幹細胞

に関連する可能性がある miRNAの候補を

絞り込む。(3)このmiRNAをターゲットと

した in vitroおよび in vivoの検討を行い、

膵癌幹細胞特異的な miRNAの機能解析・

標的遺伝子の同定を行い、治療応用を目指

す。 
３．研究の方法 
膵癌患者における化学療法前後の血液、お

よびEUS-FNA検体より total RNAを抽出

し、microarrayを用いて網羅的に比較を行

い膵癌幹細胞に特異的な発現変動のみられ

る miRNAの候補を同定する。膵癌幹細胞



関連 miRNAの候補については膵癌細胞株

を用いて過剰発現株と機能抑制株を作成し、

その characterizationを行う。データベー

ス解析により miRNA標的遺伝子の候補を

抽出し、発現変動のみられるものについて

は過剰発現株と発現抑制株を作成し、機能

解析を行う。上記の miRNA発現レベルを

改変した細胞株をヌードマウスに同所移植

し、in vivoでの進展形式も検討する。膵癌

幹細胞関連miRNAを標的とする新規治療

戦略の基礎実験として、anti-mirRNAオリ

ゴヌクレオチド（antagomir:AMO）を作

成し、in vivoでの腫瘍抑制効果についても

解析する。 
４．研究成果 

術 前 化 学 療 法

（neoadjuvantchemotherapy:NAC）前の膵癌

症例から超音波内視鏡下穿刺吸引細胞診・組

織診（ Endoscopic ultrasonography fine 

needle aspiration:EUS-FNA）を用いて膵癌

組織の total RNA を採取し、その profile 作

成を継続した。合わせて採取された組織の

CD44やCD133といった膵癌幹細胞のマーカー

検出を行ったが、同定までは至らなかった。

採取されている組織量が少ないことが要因

と考えられたため、現在切除標本の一部から

膵癌幹細胞マーカーの発現を調べている。ま

た、NAC 前後で EUS-FNA を施行することは困

難なため、NAC 後の膵癌切除例から切除標本

を用いて、total RNA を採取し、その profile

作成を継続した。また、合わせて EUS-FNA か

ら採取した細胞を用いて ATP assay の手技を

用いた抗癌剤感受性試験の可能性を模索し

ている。さらに、EUS-FNA を施行した症例の

予後を調査し、臨床情報とその手術所見の検

討を行っている。さらに、膵癌細胞株を用い

て、抗癌剤耐性株を作成し、遺伝子発現

profile の差を検討している。さらに、抗癌

剤耐性膵癌細胞株を用いてヌードマウスを

用いた同所移植を行い、膵癌の転移能の差異

から遺伝子発現 profile の検討をしている。 
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