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研究成果の概要（和文）：　膵癌症例から採取した膵液、胆汁、血漿におけるマイクロRNA (miRNA) のメチル化
が膵癌早期診断マーカーになるかにつき検討した。胆汁を用いた検討では、miR-1247, miR-200aにおいて良性膵
胆道疾患より膵癌、胆道癌にて、miR-200bにおいて良性膵胆道疾患より膵癌にてメチル化が有意に多く認められ
た。血漿を用いた検討では、miR-1247において良性膵胆道疾患より胆道癌にてメチル化が有意に多く認められ、
膵癌にて多く認められる傾向がみられた。
　進行期、早期の膵癌症例における膵液を用いたmiRNAのメチル化の検討を行うことにより、膵癌早期診断マー
カーが同定される可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：  The purpose of this study is to identify methylation of miRNAs in 
pancreatic juice, bile, and plasma in patients with early pancreatic cancer. In bile, the 
methylation rates of miR-1247 and miR-200a were significantly higher in patients with pancreatic and
 biliary tract cancer than in those with benign diseases, and the methylation rate of miR-200b was 
significantly higher in patients with pancreatic cancer than in those with benign diseases. In 
plasma, the methylation rate of miR-1247 was significantly higher in patients with biliary tract 
cancer than in those with benign diseases, and that tended to be higher in patients with pancreatic 
cancer than in those with benign diseases.
  The analyses of methylation of miRNA in pancreatic juice in patients with pancreatic cancer may be
 useful for detecting early pancreatic cancer.

研究分野：消化器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　膵癌は小病変で発見できれば比較的良好な予後が期待できると考えられており、早期診断法の確立が不可欠で
ある。膵癌の診断法において、miRNAの異常発現の原因となるメチル化などのエピジェネティックな変化を用い
た報告は少なく、膵癌組織以外の膵液、胆汁、血漿において検討した報告は今までみられない。
　膵癌、胆道癌、良性膵胆道疾患における胆汁、血漿でのmiRNAのメチル化の解析の結果をもとに、進行期、及
び早期の膵癌症例における膵液を用いてmiRNAのメチル化に関する検討を行うことにより、膵癌早期診断マーカ
ーが同定され、膵癌の予後が改善することが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

膵癌の 5 年生存率は 7%と 1 割にも満たず、すべてのがんの中で最も予後不良と考えられてい

る。しかし、TS1a (腫瘍径が 3～10mm) の 5年生存率は 80.4%、Union for International Cancer 

Control (UICC) 分類における Stage 0 の 5 年生存率はそれぞれ 85.8%であることより、膵癌は

小病変で発見できれば比較的良好な予後が期待できると考えられる。膵癌の予後を改善するに

は、早期診断法の確立が不可欠である。 

miRNA はタンパク質をコードしない 20～25 塩基からなる微小な RNA であり、発生、分化、代

謝、上皮間葉転換 (epithelial mesenchymal transition: EMT)、細胞死などの生命現象に関与

し、その制御異常や遺伝子変異は癌の発生や進展にも関与している。悪性腫瘍に特異的に発現す

る miRNA は「癌遺伝子型 miRNA」と「癌抑制型 miRNA」に大別され、悪性腫瘍においては、癌抑

制型 miRNA がエピジェネティックな遺伝子発現制御 (DNA メチル化とヒストン脱アセチル化な

ど) によってサイレンシングされることが報告されている。しかし、膵癌においては miRNA の異

常発現の基盤となるエピジェネティックな変化についての報告は少なく、膵癌組織以外の膵液、

胆汁、血漿などにおいて検討した報告は今までみられない。 

 

２．研究の目的 

 膵癌、胆道癌、良性膵胆道疾患症例から採取した膵液、胆汁、及び血漿などのサンプル (リキ

ッドバイオプシー) を用いて、癌抑制型 miRNA におけるメチル化によるサイレンシングに関す

る検討を行い、早期膵癌 (Stage 0, I) においてメチル化されている癌抑制型 miRNA を同定し、

膵癌の早期診断マーカーを確立することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

胆汁を用いた検討では、膵癌 53 例、胆道癌 25例、良性膵胆道疾患 20例、計 98例を対象とし

た。内視鏡及び経皮的に採取した胆汁から cell free DNA を抽出し、sodium bisulfite 処理を

行った。その後、癌抑制型 miRNA と報告されている 16個の miRNA (miR-26a1, 29c, 30d, 31, 

34bc, 96, 126, 130b, 145, 192, 200a, 200b, 345, 615-5p, 1247, 1254-1) において PCR を

施行し、次世代シーケンサーを用いてメチル化の頻度を定量的に解析した。その後、膵癌、胆道

癌、良性膵胆道疾患の 3群間でメチル化の頻度に有意差があるかにつき、t検定を用いて解析を

行った。さらに、t検定において有意差 (p<0.05) を認めた群に関しては、ROC curve を作成し、

AUC を算出した。 

次に、今回胆汁での解析を施行した症例のうち、超音波内視鏡下穿刺術 (endoscopic 

ultrasound-guided fine needle aspiration: EUS-FNA) を施行した 8例において、miR-1247 の

標的分子となり、染色体や細胞骨格の制御に重要な役割を果たすと考えられている regulator 

of chromosome condensation 2 (RCC2) の発現につき、免疫染色にて評価を行った。 

さらに、膵癌 29 例、胆道癌 9例、良性膵胆道疾患 22 例、計 60 例を対象として血漿での検討

も行った。胆汁での検討にて良性膵胆道疾患と比較して膵癌、胆道癌にて miRNA のメチル化を有

意に高率に認めた miRNA において、胆汁での検討と同様な方法でメチル化の検討を行った。 

 

４．研究成果 

胆汁を用いた検討では、miR-1247 の 8個の CpG サイトのうち 5個において、miR-200a の 9個

の CpG サイトのうち 5個において、良性膵胆道疾患と比較して膵癌、胆道癌にてメチル化が有意



に多く認められた。また、miR-200b の 12 個の CpG サイトのうち 6個において、良性膵胆道疾患

と比較して膵癌にてメチル化が有意に多く認められた。なお、StageI, II の膵癌、胆道癌にお

いても、良性膵胆道疾患と比較してメチル化が有意に多く認められた。一方、miR-126 では膵癌、

胆道癌と比較して良性膵胆道疾患においてメチル化が有意に多いサイトが認められた。ROC 

curve での検討では、miR-1247 において有意差を認めた 5個のサイトのうち 4個において、miR-

200a の 5 個の CpG サイトのうち 3個において AUC>0.7 であり、moderate accuracy と考えられ

た。一方、miR-200b において有意差を認めた 6個のサイトのうち、AUC>0.7 であったサイトは認

められなかった。 

次に、EUS-FNA 検体を用いて RCC2 の発現を検討したところ、8例全例で RCC2 の発現を認めた。

15%以上をメチル化陽性とすると、8例中 5例において miR-1247 のメチル化を認め、これらの症

例では miR-1247 のメチル化により、RCC2 の発現が亢進していることが推測された。 

胆汁を用いた検討にて良悪性間でメチル化に有意差が認められた 3 個の miRNA (miR-1247, 

200a, 200b) において血漿を用いた検討を行った。miR-1247 の 8個の CpG サイトのうち 1個に

おいて、良性膵胆道疾患と比較して胆道癌においてメチル化が有意に多く認められ、膵癌におい

て多く認められる傾向がみられた。 

以上より、膵胆道疾患での癌抑制型 miRNA のメチル化の検討において、胆汁を用いた検討では

膵癌、胆道癌では良性膵胆道疾患と比較して miR-1247, 200a, 200b のメチル化を有意に高率に

認め、血漿を用いた検討では膵癌、胆道癌では良性膵胆道疾患と比較して miR-1247 のメチル化

を高頻度に認め、膵胆道疾患における良悪性の鑑別に有用なマーカーになる可能性が示唆され

た。 

今後、膵癌、胆道癌、良性膵胆道疾患における胆汁、血漿での miRNA のメチル化の解析の結果

をもとに、進行期、及び早期の膵癌症例において、内視鏡的に採取した膵液を用いて miRNA のメ

チル化に関する検討を行うことにより、膵癌の早期診断マーカーが同定され、膵癌の予後が改善

することが期待される。 
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