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研究成果の概要（和文）：胆道がん症例から採取した胆汁の酸化還元動態、胆汁酸組成、変異原性および胆汁中
のエクソソームに含まれるmiRNAを解析した。胆道癌症例の胆汁には酸化型グルタチオンが有意に多く、二次胆
汁酸の割合が高いことが判明した。各種病態より採取された胆汁の変異原性試験は陰性であった。胆汁中エクソ
ソームに含まれるmiRNAは既法では安定して採取できなかったため、新規の回収法を開発し、胆汁中エクソソー
ムに含まれる胆管癌特異的miRNA候補を検出することができた。

研究成果の概要（英文）：We examined redox dynamics, bile acid composition and mutagenicity of bile 
obtained from biliary tract cancer patients. Furthermore, miRNAs contained in exosomes purified from
 bile were analyzed. Bile obtained from biliary tract cancer patients contained significantly more 
oxidized glutathione. Bile acids in the bile of patients with biliary tract cancer were found to 
contain a lot of secondary bile acids. The mutagenicity by the umu method was negative for all 
tested bile. Exosomes in the bile could not be stably collected by the known methods. We have 
developed a novel method to reproducibly extract exosomes from bile. Candidate miRNAs specific for 
biliary tract cancer were identified.

研究分野：消化器外科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1)胆道癌（胆管癌＋胆嚢癌）の罹患数は 2005
年に男性 9237 人、女性 9399 人、5年後の 2009
年には男性 8598 人、女性 9001 人の死亡数で
あり、罹患数と死亡数がほぼ同じことからも
胆道癌は予後不良の疾患である。この原因と
して、肝内胆管癌や末梢に発生する胆管癌は
症状が現れにくく、発見が遅れることが一因
である。早期発見・診断を目指してこれまで
血液中や癌細胞中のmiRNAを網羅的に解析す
ることで胆道癌特異的な診断マーカーを見
つけようと多くの研究がなされてきた。胆管
癌においてはmiRNA-26aが癌の増殖を促進す
ること（Gastroenterology 2012;143:246-56）
や化学療法の有効性と関連するいくつかの
miRNA などが報告されているが、その特異度
は高くなく臨床的には使用されていない。胆
道癌の発生母地である胆管上皮細胞の血流
空間以外のもう一つの分泌局面は胆道系で
あるが、この胆汁中に分泌されると推測され
るmiRNAを解析しているものはほとんどない。
近年、胆汁中に分泌される細胞外小胞中の
miRNA が胆管癌の診断マーカーとして重要で
はないかとの報告がある（ Hepatology  
2014 ;60:896-907）。よって、胆汁中の細胞
外小胞に含まれる microRNA(miRNA)を解析し、
胆管癌の特異的バイオマーカーを見いだす
ことは早期発見・診断につながる非常に重要
で臨床課題である。 
(2) 印刷会社で校正業務に携わり有機溶媒
の高濃度で暴露された経験のある人に通常
より高い確率で胆管癌が発症していること
が社会的な問題となっている。当該勤務地が
大阪であったこともあり、大阪市立大学(当
院)では、全国に先駆けて印刷関連業務によ
り高頻度に胆道発癌を生じうることを報告
した。我々は同社に従事経験のある印刷労働
者をスクリーニングし、更に３例の胆管癌を
発見、手術を含む治療を担当するという貴重
な経験を得た。当該印刷会社では「ジクロロ
メタン」や「１，２－ジクロロプロパン」な
どの塩素系の有機溶剤を洗浄の為に多量に
扱っていたことから、これらの溶剤と胆管癌
の関係性が疑われているが、明確な因果関係
はわかっていない。そこで、これらの溶剤を
扱う職場にいた経験があり、胆管癌の疑いや
肝機能障害と診断された患者様を集中的に
検診することで、胆管癌と溶剤の因果関係や
発癌のメカニズムの解明、より良い治療法の
開発を目的に当病院では 2012 年 8 月より、
全国に先駆けて、胆管癌特別外来を設置して
きた。これまでにも、申請者らは印刷業従事
者の胆管癌患者の胆汁と印刷業背景を有し
ない肝癌患者の胆汁を分析し、相違点を見出
すことで胆管癌、特に印刷業特異的胆管癌の
診断マーカーを探索している（H25-26 挑戦的
萌芽研究）。本研究に於いて胆管癌、肝癌、
胆石症例等の患者①胆汁中の酸化物質（脂質
過酸化物など）またはチオール動態を分析, 
②変異原性試験による胆汁中の発癌性物質

のスクリーニングを行っている。しかしなが
ら、これらの解析結果から胆管癌とそれ以外
の症例とを差別化する明確な因果関係は未
だ見つかっていない。その原因として、当初
予想していたように胆管癌と診断が確定し
ている時点では、有機溶剤への高濃度暴露よ
り数年経過しているため、すでに酸化ストレ
スマーカーや変異原性の増加は失われてい
る可能性も想定していた。一方、通常型の場
合、胆管癌再発の術前、術後の酸化ストレス
マーカー、変異原性テストの値はどちらも著
明に増加することが報告されている。そこで、
すでに多くの癌の診断および予後のバイオ
マーカーや薬物反応予測の候補因子として
注目されている腫瘍関連miRNA分析を追加す
ることにより、これまで行ってきた解析項目
との相関および胆管癌に特徴的なmiRNAの同
定を行い独自の早期診断マーカーを構築す
ることが可能と考えた。 
 
２．研究の目的 
肝内や末梢胆管に発生する胆管癌では黄
疸などの特徴的な症状が無く、発見時には病
期が進行していることが多い。現在のところ
胆管癌は化学療法の奏功率が低く、根治切除
のみが長期生存を期待できる治療であるた
め早期発見が特に重要であり、胆管癌の早期
診断マーカーの確立が急務である。近年、エ
クソソームなどの分泌小胞による細胞間伝
達機構が重要視されている。種々の癌におい
ても生体分泌液エクソソーム中のmiRNAを分
析することにより特異性の高い癌診断マー
カーを見つけようとする試みがなされてい
る。そこで本研究では、予後不良の胆管癌の
減少に貢献することを最終目的とし、肝胆膵
癌患者（印刷業含む）胆汁中に分泌される細
胞外小胞中のmiRNAの動態解析と胆膵内視鏡
(ERCP)や胆汁の代謝物解析（レドックス、胆
汁酸組成、変異原性）など従来の診断法とを
組み合わせた独自の早期診断法の開発を行
う。 
 
３．研究の方法 
(1) 【胆汁のレドックス動態を HPLC-ECD で
解析する】これまでの分担者・南山が代表者
で推進している研究では、印刷業従事者の胆
管癌の発がん機構に何らかの化学物質の代
謝による酸化ストレスが関与しているので
はないかという仮説のもとに行っている。即
ち、Fig.1 にも示した通り、システインおよ
びチオール化合物は、発癌因子である活性酸
素と反応し、酸化型ジスルフィドを形成する
ことから、酸化ストレスの指標となる。そこ
で、胆汁中のチオール化合物を定量して胆汁
中で産生された活性酸素の量を評価する。定
量は、HPLC 法により分離し電気化学検出器
（クーロケム）を用いて行う。本法では、シ
ステイン、グルタチオン、シスチン、酸化型
グルタチオン、ホモシステイン、メチオニン
などの解析が可能である。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

【胆汁の変異原性試験によりP450代謝物(発
癌性物質)の定量を行う】変異原性試験は、
発癌性の有無を評価する重要な試験法であ
り、国内外の安全性試験法に用いられている。
今回、サルモネラ菌の umuC 遺伝子発現を利
用したumuテストを用いて胆汁の変異原性試
験を行う。 
 
(2)【胆汁細胞外小胞中 miRNA の胆管癌特異
的変動を解析する】近年、癌細胞が分泌する
エクソソームと呼ばれる小胞に含まれる
miRNA やペプチド、タンパクが、癌細胞の増
殖・浸潤・転移において重要な役割を果たす
ことが明らかになってきた。肝細胞癌では、
miR-15b, 18a, 21, 106b, 221, 222, 224 の
発現上昇およびlet-7, miR-101, 122a, 125a, 
195, 199a, 200a の発現低下が見られるなど、
様々な癌においてエクソソーム中のmiRNAの
変動と癌およびその転移との関係が報告さ
れつつある。本研究では肝胆膵外科の臨床医
である利点を生かし、血液中の miRNA ではな
く、胆道系腫瘍が直接接する胆道系に分泌さ
れる胆膵内視鏡（ERCP）下で採取した胆汁中
の miRNA および胆汁小胞由来の miRNA の変動
を胆道がん症例と正常者さらには肝臓がん、
膵臓がん患者のものと比較する。 

 
具体的には、胆汁中から直接あるいは胆汁中
から単離したエクソソームよりmiRNAを含む
小分子 RNA を回収し、マイクロアレイにより

その変動を解析する。胆汁中から採取可能な
miRNA はごく少量である可能性が考えられる
が、連携研究者の藤原は、これまでに
30ng-70ng のごく少量の RNA 量でもマイクロ
アレイによるmiRNA解析する手法の開発に成
功している。また、マイクロアレイに比べ、
RNA シークエンサーで得られる情報量は圧倒
的に多いが RNA 量が必要となる。そこで、RNA
を専門とする藤原の協力により、高純度で高
収量が得られより簡便な胆汁からのRNA分離
法を開発する。 
 
４．研究成果 
肝胆膵疾患症例において ERCP や術中に採
取した胆汁のレドックス動態、脂質過酸化物
などを測定、胆汁の変異原性試験を施行する
とともにヒト（印刷業従事胆管癌を含む）胆
汁中に分泌された細胞外小胞を単離、さらに
内包する miRNA の解析を施行した。 
【胆汁のレドックス動態を HPLC-ECD で解析
する】印刷従事者胆管癌 4例、印刷業以外の
肝胆膵癌 43 例、非担癌症例 14 例から採取し
た胆汁について酸化還元動態、変異原性試験、
胆汁酸組成を検討した。印刷業従事者とそれ
以外の胆管癌を HPLC 法により電化化学検出
器（クーロケム）で検出した結果を比較する
と、印刷業従事胆管癌症例で酸化型グルタチ
オンの割合が有意に高く、その他のチオール
含有化合物の検討でも酸化型の有意な増加
が確認された。同時に施行した胆汁酸組成の
解析では、胆道癌症例では非担癌症例に比し
二次胆汁酸の比率が高いことが判明した。印
刷業従事者の胆管癌では癌発見時点ですで
に有機溶媒暴露から年単位の長期間が経過
しているため、暴露の影響は考えにくく、反
復惹起された胆管炎の遷延の結果である可
能性が考えられた。一方、印刷従事者を含む
胆道癌症例と非担癌症例の計110例の変異原
性試験では全例陰性であった。 
【胆汁細胞外小胞中miRNAの胆管癌特異的
変動を解析する】 
 胆道癌症例及び非胆道癌症例より術中に
採取した胆汁を用いてエクソソームの回収
を試みた。胆汁からのエクソソーム採取は今
まで Ling Li らによる報告（Hepatology 
2014;60:896-907）を含め数編しか見られな
い。これは胆汁が高濃度の塩を含む液体で、
高い pH であることなど特殊な要因が関与す
るためで、我々も当初、市販のエクソソーム
分離キットを用いた回収を試みた。結果、エ
クソソームの回収量はごく微量でその品質
のもばらつきが大きいことが判明した。得ら
れた少量のエクソソームから回収された RNA
を解析すべく従来のRNAシークエンサー法を
用いて種々の条件検討を行ったが、再現性の
ある結果は得られないことが判明した。そこ
で胆汁中のエクソソ-ムの回収から新たな手
法、条件を用いて回収法を開発した。新規の
手法を用いても胆汁中のエクソソームは想
定通り微量ではあったが、新規の回収法を開



発（詳細は特許申請予定のため不記載）確立
し、NanoSight を用いてエクソソームの確認
を行ったところ粒子径120nm前後の安定した
エクソソームの精製が可能であった。現在で
は本手法を改良し、さらなる収量の増加に取
り組み、胆管癌特異的なマーカーの検出を行
った結果、胆汁中エクソソーム分画より
miRNA をリードすることが可能となった。以
上の経過より、予想はされたものの胆汁から
のエクソソーム単離、miRNA の回収に非常に
難渋したため当初より大幅に研究の進展は
遅れたものの、現在、胆管癌５例、肝細胞癌
4 例、肝内胆管癌 3 例、膵癌 2 例、印刷業由
来胆管癌2例からの採取した胆汁の解析を終
了、現在得られた miRNA プロファイルより胆
道癌特異的な変動を解析するとともに血中
の miRNA との相同性などを検索中である。 
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