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研究成果の概要（和文）：本研究では、全国のハイボリュームセンター（21施設）でネットワークを構築し、極
めて発見の難しい早期（ステージI）膵癌症例の臨床検体を収集した上で、膵癌を早期発見するための新規診断
法の開発を行った。その結果、末梢血中に存在するマイクロRNAのメチル化率が早期膵癌で上昇していること、
および唾液中の2種類の代謝産物の量が早期膵癌で有意に増加していることが示された。また、本邦の膵癌患者
で特徴的な遺伝子多型も同定した。これらの方法は早期膵癌を高精度に診断するためのプラットフォームとなり
えるものであり、膵癌による死亡率の劇的低下に貢献することが期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we constructed a network of high-volume centers (21 
facilities) nationwide, and collected clinical samples of early (stage I) pancreatic cancer patients
 that were extremely difficult to diagnose. Using these samples, we developed a new diagnostic 
method for early detection of pancreatic cancer. As the results, we showed that the methylation rate
 of microRNAs in peripheral blood was elevated and that the amount of two metabolites in saliva were
 significantly increased. We also identified polymorphisms characteristic of Japanese pancreatic 
cancer patients. These methods can serve as a platform for diagnosing early pancreatic cancer with 
high accuracy, and are expected to contribute to a dramatic reduction in mortality due to pancreatic
 cancer.

研究分野：医歯薬学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで早期癌の状態で発見することが難しく、それゆえに研究するための検体や臨床情報すら不足していたス
テージI膵癌の臨床像、遺伝子／蛋白発現プロファイルが明らかになった。また、低侵襲で正確に早期膵癌を診
断する方法を樹立することができ、本方法をさらに実臨床で検証すれば、本研究の成果が膵癌の早期発見と予後
改善に寄与出来るものと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
日本人における癌死亡の 65％は消化器癌であり、その中で最難治の代表格は膵癌である。本
研究が開始された 2015 年度に利用可能であった資料をもとに記述すると、全膵癌の罹患数は増
加しており（国立がん研究センター統計による 2017 年の罹患数予測＝39,800 人）、2011 年の膵
癌全症例の死亡数は 28,829 人で、膵癌全症例の 5 年生存率は 7％、診断時からの平均生存期間
はわずかに 14ヶ月である。このうち診断時に進行癌と診断されたものは 96％で、特に早期癌の
段階で診断される膵癌は極めて少ない。ただし、少ないながらも早期癌の段階（UICC 分類第 7版
pStage IA）で診断されれば、5年生存率は 69％と比較的良好である。 
以上から明らかなように、膵癌の治療成績向上のためには「早期診断」が喫緊の課題であり、
そのためには新規バイオマーカー開発による早期診断と適切な医療介入が重要である。ところ
が現実の問題として、早期の膵癌症例はそもそも発見される症例数が極めて少なく、それらの症
例から得られる臨床検体および臨床情報が不足しているため、研究そのものが実施できないと
いう問題がある。実際、日本膵臓学会の膵癌登録データベースを参照すると、膵内に限局した 2cm
以下の膵癌（pStage IA [5 年生存率 69％]）は 23,000 例中 370 例（1.6%）と極めて少なく、膵
内に限局した 2cm を越す pStage IB [5 年生存率 59.7％]まで含めても症例数が少ないため、そ
れらを対象とする研究は実施困難である。これらの膵癌を対象とした研究を行うためには、オー
ルジャパン体制で戦略的・体系的に早期の膵癌症例を集積し高精度に解析する必要がある。中で
も術後の病理学的検査でも転移なしと診断された真の「早期膵癌」症例（pStage IA）にさらに
的を絞って解析し、その特徴を明確にすることが膵癌の早期診断法を確立するためには不可欠
である。 
 
 
２．研究の目的 
【P＋E＋T因子】本研究では早期の膵癌に焦点を当て、全国から収集した早期膵癌の臨床検体（血
液・唾液・尿）を用いて、マイクロ RNA（miRNA）と生理活性物質に関して最先端技術を駆使して
その異常（「腫瘍関連因子（T因子）」）を高精度に解析する。また膵癌の遺伝的多型因子（P因子）
情報を活用しながら、「環境因子（E因子）」を応用可能なレベルにまで情報を掘り下げて研究し、
3因子（P＋E＋T）を統合した高精度の精密医療による早期診断を具現化することが目的である。
本研究では、pStage IA 膵癌として全国より 50例を収集することを目標とした。 
【P 因子】日本人膵癌の遺伝子多型の GWAS メタ解析により、早期膵癌の発生要因となるゲノム
情報を統計的に推定する。 
【T因子】早期膵癌を含めた全膵癌関連の患者から、体液（血清、尿）を採取してマイクロ RNA
の発現量を網羅的に検討し、さらに最新の質量分析装置によりマイクロ RNA の分子内のメチル
化修飾を計測することにより、リキッドバイオプシーとして腫瘍の状態を評価する。また最新の
超高密度のシングル細胞レベルの遺伝子発現解析技術である VISIUM を用いて膵癌の腫瘍組織を
網羅的に調べて、早期膵癌の発生と進展に関わる要因を検討する。 
【E 因子】早期膵癌の患者から詳細なアンケート調査を実施して環境要因との関連性を検討し、
未知の要因を明らかにして定量化する。 
 
 
３．研究の方法 
現在の医療技術を上回る感度と特異度で早期膵癌の高精度診断の新規バイオマーカーを開発
するために、期間内に可能な限り全国から日本人検体（腫瘍因子（T）＝早期膵癌の血液・唾液・
尿）を収集して先端技術で計測し、三位一体として環境因子（E）、遺伝的背景（P）を吟味して
俯瞰的な理解を進める必要がある。そこで大阪大学消化器外科及び全国で膵癌の診療を行って
いるハイボリューム・センター（全 21 施設）において、術前の画像診断を含む臨床データに基
づき早期膵癌（またはその疑い）であると診断された患者から臨床検体等を収集した。検体の品
質を担保するため、登録症例の全例において、トレーニングを受けた本研究の担当者が全国の検
体提供病院に出張し、対面式で検体の採取および生活習慣アンケートを行った。担当者としては、
大阪大学大学院医学系研究科消化器外科の教員 29名と大学院生・研究生・医員 83 名（全員が医
師）が本計画に従事し、採取方法、保存条件、インフォームドコンセントの取得法などに留意し、
徹底した品質管理に努めた。さらに、手術所見および病理所見により pStage IA と確認された症
例を早期膵癌とし、術後の検体や予後情報なども収集した。 
本研究では全国の検体提供病院との連携が極めて重要であるため、小規模の個別会議に加え
て、定期的な全体会議、メールを用いた頻繁なリマインド（毎週）を実施して情報を共有した。 
収集した検体の解析に関しては、exosome 濃縮と miRNA の解析は落谷ら（国立がん研究センタ
ー、東京医科大学）、唾液のメタボローム解析は杉本ら（慶応大学）、膵癌の前臨床研究による POC
確認は石井ら（大阪大学）、また exome シークエンスは三森ら（九州大学）が実施した。 
【P因子】愛知医大・愛知県がんセンター連合、バイオバンクジャパン、国立がん研究センター
の３グループにおける膵臓癌 GWAS メタ解析を実施し、その中で有意な関連が認められた候補遺
伝子座に関して、大阪大学消化器外科・愛知県がんセンター連合、愛知医大・愛知県がんセンタ
ー連合、J-MICC 研究、JPHC 研究、米国の他人種コホート研究日本人データ、中国の上海症例対
照研究による検証研究を実施した（松尾、石井ら）。 



【T因子】⑴空間情報を有するシングルセル解析手法である VISIUM を用いて解析を実施し、1切
片の各プロット部位(約 1000 箇所)においてそれぞれ RNA Seq(約 8000 遺伝子)を解析した。健常
組織・膵がん検体において組織所見に伴う遺伝子発現 profile を視認した。ゲノム変異と隣接す
る微小環境における遺伝子群の発現プロファイルについて組織切片においてマッピングして可
視化した。特に、膵がんの 4ドライバー(KRAS,P53,SMAD4,P16)とコピー数変異に対して、腫瘍免
疫応答（免疫寛容）、サイトカインなど悪性度獲得に寄与する遺伝子 profile についても包括的
に解析することで、ゲノム進化に伴う微小環境と位置関係を明らかにした（三森ら）。⑵ゲノム
シーケンス(WGS)で数ミリの隣接検体で検討した（三森ら）。⑶進化のゲノム系統樹と隣接する遺
伝子群の変異：VISIUM で抽出される組織中の遺伝子 profile データベースとゲノムの解析結果
とを照合することによりゲノム変異により影響を受ける遺伝子領域について明らかにする。特
に発がんに寄与するケモカイン・サイトカインに注目している。さらに発現に合わせたマルチオ
ミックス解析として iMPAQT(in vitro proteome-assisted MRM for protein absolute 
quantification)法を実施し、18000 種類以上の組み換え蛋白のデータベースで、従来の MRM よ
りも高出力・高網羅性で、ショットガン法よりも高い定量性と再現性で蛋白を定量した（三森ら）。
⑷早期膵癌の血清と尿から東レ社の 3D gene マイクロアレイ(2565 種類のプローブを搭載)を用
いて術前血清 141 例、術後血清 95例を解析した。内部標準プローブには miR-149-3p, 2861, 4463
を用いた。同様に血清中エクソソームを超遠心法によって回収し、ウェスタンブロッティングで
解析した（落谷ら）。⑸同じく血清と尿から相補的オリゴで捕捉して質量分析法（MALDI-TOF-MS）
で腫瘍由来のマイクロ RNA のメチル化を計測した。特にアデニンのメチル化に着目した（石井
ら）。⑹pStage I（2cm 以下）の膵癌の症例の切除標本を用いて症例独自のネオアンチゲンの同
定や膵癌幹細胞のマーカーの同定を施行し、個別化治療を推進した。 
【E 因子】環境情報を GWAS 取得の時の情報と照合させると共に、大容量の言語データの機械学
習法による情報処理で早期膵癌に関わる要因を検討した。 
 
 
 
４．研究成果 
（１）早期膵癌（pStage IA 膵癌）の臨床検体収集 
大阪大学医学部附属病院および全国の検体提供病
院での倫理審査の承認を得て、2015 年 10 月より臨
床検体収集を開始した。収集した検体は、術前検体
として末梢血（血清および有核細胞）、唾液、尿、
生活習慣アンケートであり、術後検体としては末
梢血（血清）、唾液、尿、また病理学的情報および
予後も順次回収した。症例集積の目標を 50例と設
定して収集を開始した。本研究では、stage IA 膵
癌の可能性のある症例（対象候補症例）に対して検
体回収に出動した（図 1、青ライン）。これらの症
例では術前検体回収後に手術が行われ、切除標本
の病理学的検索がなされた。その結果、病理学的に
通常型膵癌であり、しかも pStage IA であること
が確定した症例が 2020 年度末までの累計で 66 例
と、目標数を大幅に上回る症例数となった（図 1、
緑ライン）。また、画像検査では見逃されることの
少なくない小型膵癌（2cm 以下、膵癌取扱い規約に
よる TS1）であることが病理学的に確定された症例
は累計で 109 例であった（図 1、赤ライン）。これ
までに回収した症例の中には、本報告書作成時点
で病理学的診断が完了していない症例もあるた
め、実際には pStage IA 膵癌症例数および小型膵
癌症例はさらに多い見込みである。ただし、当初か
ら想定されたことではあるが、臨床医が pStage IA
膵癌と予想して検体を収集しても、実際に切除してみると遙かに進行している症例が大多数を
占めるということも明らかとなった。 
 
（２）P＋E＋T因子の解析 
【P因子】GWAS メタ解析により、ヒト染色体 16p12.3 領域 GP2 遺伝子に有意な遺伝子座を同
定した。最も有意な関連を認めた rs78193826 は日本人でアミノ酸置換を起こす遺伝子多型
であり、欧米人では多型性が無いものであった。検証研究により、rs78193826 はリスクア



レルが一座増える毎に 1.29 (95%信頼区間
1.11-1.49)倍膵臓癌リスクが上昇する遺伝子
座である事が判明した（図 2）（Nature Commn, 
2020, in press）。 
 
【T 因子】膵がん症例 (3 例)の(健常部を含む)
癌組織より、VISIUM 用スライスとゲノム解析用
隣接切片に分割しVISIUM解析を実施して膵癌の
発現プロファイルを8000箇所以上の高密度に明
らかにした。またゲノムシーケンスでマッピン
グ、ゲノム進化のゲノム系統樹と隣接する遺伝
子群の変異とケモカイン・サイトカインを検討
した（三森ら）。 
 miRNAは膵癌からexosomeとして分泌される。
収集した検体のうち 20 症例の術前および術後
血清（40検体）を用いて、検体の品質チェック
および miRNA の網羅的解析を施行した。網羅的
解析は東レ社製 3D-Gene を用い、同社の推奨す
るプロトコールに従って検体の処理と解析を行
った。Principal Component Analysis (PCA)マ
ッピングにより miRNA 発現を overview したと
ころ、術前血清と術後血清のいずれも十分に解
析に耐えうる品質を有しており、また術前と術
後の miRNA の発現パターンを比較すると、症例
間の差異よりも術前／術後間の差異が大きいこ
とが明らかとなった（図３A）。末梢血での早期
膵癌のマーカーを同定するため、術前血清と術
後血清で発現量が異なる miRNA を網羅的に解析
した（図３B）。多くの miRNA の発現は術後に低
下しており、そのうち発現量が 2 倍以上で有意
（p<0.05）に発現量が変化しているmiRNAは 190
種であった。pStage IA の症例に共通して術前
／術後の発現が有意に変化しているmiRNAは 11
種であった（図３C）。11種のうち 4種は切除術
後に有意に上昇し、7種は有意に低下していた。
また、小膵癌（2cm 以下）の 8例で術後に有意に
変化していた miRNA は 30 種であった（図３D）。
これら 30 種の miRNA の中には pStage IA の症例で選択された 11 種の miRNA が全て含まれてい
た。これら 30 種の miRNA の発現を全 20 症例で検討したところ、ほとんどの miRNA の発現量は
進行膵癌でも同様に変化することが明らかとなり（図３E）、この miRNA の手術前後の変化は、早
期膵癌から進行膵癌までの広い範囲でマーカーとして使用できる可能性が示唆された（落谷ら）。 
 さらに、miRNA マイクロアレイ解析では、膵腫瘍の手術前後において血中 miRNA のプロファイ
ルが大きく変動していることを見出した。臨床的に、stage I 以下の膵癌と、stage II 以上の膵
癌とでは手術後の再発リスクが異なることから、stage I以下の膵癌における手術前後の変動と、
stage II 以上の膵癌における手術前後の変動との間に差のある miRNA を leave-one-out cross 
validation 法を用いて選択した。結果、5つの miRNA が選択され、そのうち特に miR-4492、miR-
762 は健常者よりも膵癌患者において有意に低値を示し(AUC=0.87、0.73)、手術によって回復、
その回復幅が早期膵癌のほうが大きいという理想的な挙動を示した。エクソソームタンパク質
の解析においては、健常人の血中エクソソームと比較しても膵臓がん患者血清中には標的タン
パク質が有意に多く含まれていることが明らかとなった(図４)（落谷ら）。 
 本研究では、miRNA のアデニンのメチル化に着目し（図５A）、質量分析器（MALDI-TOF-MS）を
用いて、メチル化 miRNA を検出する方法を開発した（図５B、C）。この方法を用いて miR-17-5p
のメチル化を解析したところ、ポジション 19 のアデニンのメチル化が確認された（図５D）。膵
癌患者および健常人の血液中の miRNA のアデニンのメチル化を測定したところ、膵癌患者では
メチル化率が上昇していた。この方法を用いて pStage I、II の膵癌症例の miRNA のアデニンの
メチル化率を測定したところ、健常人に比べて有意にメチル化率が上昇していることが示され



た（図５E）。この方法を用いれば、現在臨床で使
用されている腫瘍マーカーである CA19-9 や CEA
に比べてより効率的にがんを検出することがで
きる可能性が示唆される（石井ら）。 
 また早期膵癌の診断のためのメタボローム解
析として、収集した症例のうち 131 症例（通常
型膵癌 pStage IA＝20 例、pStage IB 以上で直径
2cm 以下＝27 例、pStage IB 以上で直径 2cm を
越す＝37 例、健常人 47 例）を discovery phase
の症例として、その唾液検体を用いて CE-TOFMS
と LC-QqMS の両方でメタボロミクス解析を行い
検討した。CE-TOFMS は外部標準法を、LC-QqMS は
内部標準法で定量した。PCA 解析の結果を図６に
示す。代謝産物の解析結果のうち検出率が 80％
以上で、切除術前と比較して切除術後に有意に
低下する物質を 34 種同定し、このうち健常人に
比べて膵癌症例で有意に上昇している物質とし
て 22 種の代謝産物を同定した。さらにこれらの
うち年齢により変化しない物質として10物質を
同定した。同定した 10 個の代謝産物による
pStage IA 膵癌の検出能を評価するために ROC
曲線を描画したところ（図７）、 (S)-2-
Aminobutanoate （ AUC=0.7639311 ） お よ び
Cadaverine（AUC=0.733536）が良好な正診率を示
すことが明らかとなった。 
良好な正診率を示した 2 つの代謝産物を用い
て、これらを組み合わせて使用することにより
AUC は 0.7412614 となり（図８A）、pStage IA 膵
癌を 90％（18例／20 例）の正診率で診断可能で
あることが示された（図８B）。上述の 2 つの代
謝産物により膵癌を正確に診断可能かどうか評
価するため、validation 症例として独立した 36
例を用いて同様のメタボロミクス解析を行った
ところ、36 例中 29例（81％）で膵癌が診断可能
で、pStage IA 症例でも 12例中 10例（83％）で
膵癌の診断が可能であった（図８B）。 
 さらにiMPAQT法で非癌部に比べて癌部におい
て過剰発現する蛋白を同定し、解糖系では癌部において PGK1 や PKM2 といった酵素の発現が有
意に上昇していたのに対してクエン酸回路や酸化的リン酸化の酵素は正常組織において発現が
高かった。Warburg 効果に矛盾しない結果であることを確認し新規分子を探索した（三森ら）。 
【E因子】環境情報を PN社の機械学習で統合を進めている。 
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