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研究成果の概要（和文）：膵がんは手術が可能だった場合でも再発率が非常に高く、１～３年以内に再発するケ
ースが非常に多くみられる。当該研究において、術後のリスク評価を目的としたムチン遺伝子のDNAメチル化マ
ーカー構築のために、摘出した癌組織を用いて、臨床病理学所見との比較検討を行った。膵癌においてMUC1およ
びMUC4のDNAメチル化情報が、生検などで腫瘍組織を得ることが出来ない場合でも、その悪性度を規定するマー
カーとなりえることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) has high frequency of recurrence 
even if possible to surgery. In this program, we analyzed DNA methylation status of mucin genes 
using pancreatic tissue with/without tumor to construct marker for predicting prognosis after 
surgery. The methylation status of MUC1 and MUC4 are statistically associated with 
clinicopathological information. Our result suggested that MUC1 and MUC4 methylation status has 
potential for predicted prognosis.

研究分野： 実験病理学
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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 
近年、膵癌を含む種々の癌において、糖タ

ンパク質であるムチン分子ファミリーの異
常発現が確認され、増殖・浸潤転移・抗癌剤
耐性・免疫機構回避など癌進展の各プロセス
において、癌の悪性化に関与することが報告
されている（Nat Rev Cancer 2009 9:874）。
当研究室では、早くからムチンに注目して研
究を進め、様々な組織におけるムチン発現と
予後との関係や、その発現機構を世界に先駆
けて明らかにしてきた。本邦における癌死は
年間 36 万人を超えており、死因の第 1 位で
ある。なかでも膵癌は、年齢調整率を加味し
た場合、男女ともに死亡者数が増加傾向にあ
る唯一の癌であり、難治性癌の代表となって
いる（国立がん研究センター試算）。加えて、
膵癌は PET-CT 等の最新の機器を用いても、
治癒を望める段階での診断は不可能である
ことが多く、手遅れになる可能性が最も高い。
このような現状を打破するためにも、膵癌の
「早期診断法の確立」あるいは「悪性度を規
定する分子標的の同定」が望まれている。 

２．研究の目的 
判別モデルの構築において、少ないデータ

から複雑なモデルを推計しようとすると、モ
デルのパラメータや予測の信頼区間を過小
評価してしまうという危険性をはらんでし
まう。膵腫瘍の『悪性度判別モデル』の構築
においても、過去の検体（インサンプル）を
用いて予測パフォーマンス（感度・特異度）
が良くなるように判別モデルを調整してい
るが、未知の検体（アウトサンプル）におけ
る予測パフォーマンスとは異なる。そこで、
『悪性度判別モデル』の臨床への展開を目指
して、アウトサンプルによる予測能力の評価
を行う。加えて、予測結果の出力方法として、
『確率』・『格付け』のどちらが適しているの
か、時系列サンプルにおける予測結果の変化
を評価する。本プロジェクトは、低侵襲的に
採取可能な膵液という排出液を活用する。高
感度でノイズが少ない『新規高感度メチル化
解析（MSE）法』は、従来法では識別できな
かったサンプルを識別できる画期的な方法
になると考えられる。この方法を用いて、遺
伝子のエピジェネティクス異常を検出する
ことで、非常に高い感度で膵癌の早期発見や、
癌化のリスクを推し量ることができるよう
になり、早期に明確な治療戦略を立てること
が可能になると思われる。 

３．研究の方法 

（1）膵液中 DNA のムチン遺伝子メチル化異
常の検出と『悪性度判別モデル』への適応 
当該研究プログラムは、膵癌における様々

なムチン抗原の発現状況と、ムチン遺伝子の
メチル化解析データ、さらには臨床データを
もつきあわせて、関連性を精査する。そのた
めに、手術施行例について、画像診断をはじ
めとする術前検査データ、手術摘出標本のフ

ァイル、詳細な臨床経過と長期予後のデータ
が系統的に整理保存されているサンプルを
選択し実験に用いる。サンプルの選択におい
ては、病理専門医である米澤傑、東美智代と
ともに行う。 
各種ムチン遺伝子（MUC1・MUC2・MUC4）を

対象に、癌患者より採取した膵液の DNA メチ
ル化解析を MSE 法にて行う。同一患者の組織
検体における各種ムチンの発現状況を免疫
染色・リアルタイム PCR で解析する。各解析
データをつきあわせて集積する事で、ムチン
プロファイルの構築を行う。 

（2）判別結果と臨床情報との比較検討 
前年度と同様に、膵液症例の解析を推進す

る。加えて、DNA メチル化解析データとムチ
ンの発現データ・予後等の病理学的パラメー
タとの関連性を検討し、『悪性度判別モデル』
による腫瘍の悪性度判別や癌検出の感度・特
異度を評価する。摘出臓器検体を用いて、発
癌過程における判別結果と臨床診断との比
較検討を行い、膵腫瘍スクリーニングにおけ
る悪性化診断に向けた有用性を評価する。加
えて、体液検体を用いた検討で、判別結果と
臨床経過・予後を比較し、当該モデルの臨床
的な有用性を評価する。 
研究協力機関である鹿児島大学病院、鹿屋

医療センターおよび鹿児島県南風病院にお
いて、術前の ERCP 検査時に膵液を採取して
いる。膵腫瘍症例 50 例の解析を目標とし、
膵腫瘍が『悪性化（癌化）した』症例と『悪
性化（癌化）しなかった』症例の比較を目的
とし、時系列データによる判別予測の評価を
行う。 
京都大学病院、千葉県がんセンター、ドイ

ツ国ウルム大学などと建設的な研究協力体
制を築いており、予後を含む臨床情報が付随
した膵液検体を約150例回収し保存している。
全例の解析を目標とし、判別結果と予後や診
断結果との比較を行う。アウトサンプルデー
タによる『悪性度判別モデル』の検証を行う。 

４．研究成果 

（1）膵液中 DNA のムチン遺伝子メチル化異
常の検出と『悪性度判別モデル』への適応 

①. 肺がん組織におけるMUCIN遺伝子のメチ
ル化とEpigenetics因子発現との関連性の検
討 
肺がん組織検体を用いて MUC4 遺伝子のプ

ロモーターにおける DNA メチル化解析を MSE
法により行った。膵臓組織における MUC4 プ
ロモーターのメチル化は MUC4mRNA 高発現群
より低発現群が優位に高いことを示した。肺
がん組織においても、これまで細胞株を用い
た研究と同様に、MUC4 の遺伝子発現がそのプ
ロモーターのメチル化によって制御されて
いることを示唆している。加えて、脱メチル
化の初期中間体であるDNAヒドロキシメチル
化を同様の検体を用いて解析した。ヒドロキ
シメチル化は腫瘍部において非腫瘍部より
有意に高いことが示された。さらに、DNA の



メチル化およびヒドロキシメチル化と脱メ
チル化酵素である TET1 および TET2 の発現と
に相関関係が認められた（図１）。これらの
結果から、予後不良因子である MUC4 遺伝子
の発現は発がん過程において進行すること
が示唆された。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図１.TET1/TET2 発現量と MUC4 プロモーター

脱メチル化との相関 
 
②. 膵癌組織検体におけるMUCIN遺伝子のメ
チル化とEpigenetics因子発現との関連性の
検討 
膵がん組織検体を用いて MUC1・MUC4 遺伝

子のプロモーターにおけるDNAメチル化解析
を MSE 法により行った。膵臓組織における
MUC1/MUC4 遺伝子のプロモーターのメチル化
は mRNA 高発現群より低発現群が優位に高い
ことを示した。さらに、DNA のメチル化と脱
メ チ ル化酵 素 ・メチ ル 化酵素 を 含 む
Epigenetics 因子の発現とに相関関係が認め
られた（図 2）。これらの結果から、膵がん組
織においても、これまで細胞株を用いた研究
と同様に、MUC1/MUC4 の遺伝子発現を制御す
るプロモーターのメチル化はEpigenetics因
子に依っていることが示唆された。 
 

（2）判別結果と臨床情報との比較検討 
腫瘍部と非腫瘍部の比較において，腫瘍部

におけるムチン遺伝子（MUC1・MUC2・MUC4）
のメチル化状況が、早期ステージの段階で変
異していることを明らかにし、腫瘍部の MUC1
遺伝子メチル化状況は、ステージ間、遠隔転
移の有無において有意差が認められた。同様
に、MUC4 遺伝子のメチル化状況においても、
ステージ間に有意差が認められた。さらに、
非腫瘍部の MUC4 遺伝子のメチル化状況にお
いても、遠隔転移の有無で有意差が認められ
た。これらの結果は、免疫組織的学研究で得
られた知見である、MUC1 と MUC4 のたんぱく
質発現と膵腫瘍の悪性化が相関することと
一致しており、膵組織を用いたムチン遺伝子
のメチル化解析によっても、膵がんの悪性化
予測が可能であることが示唆された。次に
MUC1 および MUC4 遺伝子のメチル化状況と、
その術後予後との関連を評価した。リンパ節
転移の無い早期ステージの症例において、腫 

図 2 .Epigenethics 因子発現量と MUC1/MUC2
プロモーター脱メチル化との相関 

 
瘍部の MUC4 遺伝子が脱メチル化されてい

るグループは，メチル化されているグループ
と比較すると、予後が非常に悪いことが明ら
かになった。興味深いことに、非腫瘍部の
MUC4 遺伝子においても、脱メチル化されてい
るグループは、メチル化グループと比較する
と、非常に悪い予後を示した。進行ステージ
においては、腫瘍部の MUC１遺伝子が脱メチ
ル化されているグループは非常に予後が悪
い結果となった。この結果は、MUC1 および
MUC4 の発現が予後不良因子とする免疫組織
学の知見とも一致しており、DNA メチル化解
析の予後リスクマーカーとしての可能が示
唆された。また、非腫瘍組織の DNA メチル化
解析からも同様の結果を得たことから、生検
などで腫瘍組織を得ることが出来ない場合
でも、その悪性度を規定するマーカーとなり
えると考えられる。 
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