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研究成果の概要（和文）：　次世代シークエンサーによる網羅的遺伝子解析により膵癌発症予防につながる遺伝
子変異マーカー探索を行った研究である。膵癌発症高危険群である膵管内膵管内乳頭粘液性腫瘍(IPMN)に着目
し、クローン拡大によるfield cancerization理論に基づく発癌機序を背景に、膵癌を発症するIPMNの遺伝子変
異解析によりKLF4を同定した。KLF4はiPS細胞作製に必要な山中遺伝子の一つであり、癌化ではなく良性の特徴
を維持する変異である。さらに遺伝子変に関連するタンパクの発現異常解析、ならびに遺伝子変異を惹起する慢
性炎症刺激の原因となる細菌叢探索でも重要な所見をえることができた。

研究成果の概要（英文）： Intraductal papillary mucinous neoplasms (IPMNs) of the pancreas was known 
as high risk for the development of pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC). The aims of this study 
were to detect the genetic characteristics of IPMN having concomitant PDAC to apply this 
characteristic for the prevention of PDAC. Genetic alterations were comprehensively assessed using 
resected specimens of IPMNs of the pancreas and concomitant cPDAC, and presence of mutation of KLF4 
is the good candidate as the marker for the possible development of cPDAC. To clarify the detailed 
mechanism of the development of PDAC in the pancreas with IPMN via KLF4 mutation and application of 
this specific marker to cancer prevention are the future challenges. Proteomics assessment is also 
conducted to support the genetic modification in cancer progression. In addition, microbiota 
assessment as the source of chronic inflammation demonstrated that several specific microbiome are 
involved in the progression of IPMN.

研究分野：消化器外科関連

キーワード： 膵癌　発癌　早期診断　ゲノム　予防　クローン拡大

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　依然、予後不良な膵癌の生存率向上のためには発症予防対策、早期診断法開発、新規治療法開発を行っていか
なければならないが、本研究はその中で発症予防を目指したものである。膵癌発症高危険群として膵管内乳頭粘
液性腫瘍(IPMN)に注目し、膵癌発症を予想できるマーカーを同定できたことは、膵癌発症の機序解明と膵癌発症
前治療の開発へ発展していく可能性を秘めた学術的意義を持つばかりでなく、広く国民の健康増進につながる社
会的意義を有する。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
膵癌の 5 年生存率は 10%未満で、全ての固形癌の中で最も予後不良である。その発症機序の
解明、早期診断法ならびに有効な予防法・治療法開発の全ての点で対策が遅れており、最近まで
解決法を見出せないでいる。病理学的に膵癌周辺には前癌病変である PanIN (Pancreatic 
Intraepitherial Neoplasm) が多発していることは経験的に知られており、本来膵癌は多発 PanIN病
変を背景に同一膵内に多発発症すると予想されていた。一方、最近では早期診断患者や集学的治
療奏功患者も徐々に増え、膵癌切除後長期生存が得られた患者に残膵癌が高率に発症すること
が明らかとなり、上記の予想が現実のものとなり、膵癌診療ガイドライン 2022年改訂版でもク
リニカル・クエシュチョンとして取り上げられている。膵癌の field cancerizationは加齢、慢性膵
炎、喫煙、糖尿病、germline mutationなどの慢性刺激により膵全体に遺伝子変異と前癌病変が蓄
積され、膵全体が発癌準備状態にあると考えられている。特に一度発癌した膵臓は全体が発癌リ
スクを持つと考えられるため、全ての膵癌患者が潜在的に膵全摘術の適応となる可能性がある。
しかしどの患者のどの部位に発癌するかを正確に捉えることができる方策は解明されておらず、
効率的な診断法開発や予後改善には至っていない。また膵切除術は手術難度が高く、特に膵全摘
術は膵機能廃絶による患者 QOLの著しい低下の観点からも行わない傾向にあったが、近年では
ポータブル式人工膵臓の普及に加え、強力な膵酵素薬も流通し、膵全摘出術後の膵内外分泌機能
の補充も十分に行えるようになりつつあり、徐々に膵全摘術が普及しつつある。膵癌の遺伝子変
異はメジャー4 (KRAS, TP53, SMAD4, CDKN2A)が知られる、さらに BRCA1/2変異などの遺伝性膵
癌では KRAS 変異とは異なるドライバー遺伝子変異を介した発癌経路が示唆されている。また
KRAS 変異単独では発癌しないことが知られており、前癌病変の PanIN や膵管内乳頭粘液性腫
瘍(IPMN; Intraductal Papillary Mucinous Neoplasm)でも KRAS変異は高率に認められる。膵癌と同
様に同一臓器内に多発する食道癌では、飲酒や喫煙などの経年的な慢性刺激により遺伝子変異
を蓄積させた前癌病変の密度が高くなり（クローン拡大）、確率的に飲酒・喫煙歴のある高齢者
に食道癌が発生するリスクが高くなると報告された[Nature 2019;565,312- 7]。この際、癌化に向
かわせる遺伝子変異群(TP53 変異等)と正常上皮にとどまらせる遺伝子変異群(NOTCH1 変異等)
の違いが存在することも明らかとなった。 
クローン拡大を膵癌に当てはめると、経年的な慢性刺激で膵全体に KRAS 変異が蓄積され

PanIN の密度が上昇し、この中で TP53 などのメジャー4 遺伝子変異が加わった場合に発癌に向
かうことは食道癌の結果からも予想できる。一方、どれほどの PanIN密度の上昇が発癌の確立を
高くするのか、KRAS以外のメジャー4遺伝子変
異を発癌前に捉えることが可能であるのか、ま
た PanINのままに留まらせる遺伝子変異(食道癌
の NOTCH1 変異に相当)が存在するかは明らか
でない。すなわち本研究課題の核心をなす学術
的「問い」は膵癌発症機序がクローン拡大で説明
でき、予防的膵全摘術の適応患者を適切に選択
できるのか?ということである（右図）。 
ゲノム解析に基づく発癌予防のための予防的
臓器切除術は BRCA1/2 遺伝子変異を持つ家族性乳癌の予防的乳房切除術・卵巣切除術が海外で
は実臨床で行われている。一方、膵癌領域ではまだ行われてはいないが、近年のゲノム医療の発
展や膵全摘術後管理の改善から、ゲノム解析に基づく究極の膵癌予防法である予防的膵全摘術
を考慮することは可能な時代になったと思われる。クローン拡大から膵癌の field cancerizationの
機序を解明し、予防的膵全摘術の真の適応患者を明らかにしようとする本研究課題はこれまで
行われたことがなく極めて独自性が高い。またリキッドバイオプシー検体として血液や尿が注
目される中、十二指腸液に着目している点が本研究グループの特徴でもある。十二指腸液は腫瘍 
に直接触れた膵液を多量に含み、すでに我々は DNA の遺伝子変異、タンパクや RNA 発現異常
のいずれの探索にも成功している[Pancreas 2015:44,311-20; Pancreas 2017:46, 1288-95.]。以上のよ
うにゲノム解析に精通し実績のあるスタッフにより行われる本研究課題は、本研究グループの
みで実施可能である。膵癌は本邦で部位別死亡数の第 4位であるが、米国ではすでに第 3位であ
り、世界的に増加傾向にあるものの、根本的な解決策のないまま死亡数が増加の一途をたどって
いる。本研究成果が仮説通りに得られれば、field cancerizationを基盤とする膵癌発症機序を解明
する学問的効果とともに、より明確な膵癌発症高危険群の同定から新たな膵癌治療法（予防法） 
導入により、広く世界の健康増進に寄与する社会的効果が期待できる。また発症機序が明らかに
なれば膵切除術を必要としない膵癌発症予防薬の開発につながる可能性も秘めている。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は前述の「膵癌発症機序がクローン拡大で説明でき、予防的膵全摘術の適応患者
を適切に選択できるのか?」という仮説が正しいかをゲノム解析から明らかにして膵癌発癌機序
の一端を解明し、根本的な解決策のなかった膵癌治療法の新たな戦略を構築していくとともに、
個別化治療に重点が置かれている現在のゲノム医療の新たな方向性としての予防医学の可能性



を追求していくことである。 
 
３．研究の方法 
 まずがんゲノム解析で一般的に行われている網羅的遺伝子解析を膵癌切除標本で行った。20
例の切除膵癌のパラフィン包埋切片を用い、20%の腫瘍面積を持つものを厳選して DNAを抽出
した。FoundationOne® CDx では 248の遺伝子変異解析が可能であり、シークエンスは Illumina 
HiSeq® 4000 (Illumina, San Diego, CA, USA)を用いて行った。 
さらに膵癌高危険群として IPMNに着目し、IPMNならびに IPMN併存膵癌の網羅的遺伝子解
析を行った。同一膵内の IPMNと併存膵癌 10例、併存膵癌を有さない IPMN10例を選別し、パ
ラフィン包埋切片から DNAを抽出し、品質チェックの後にまずスクリーニングとして Targeted 
amplicon次世代シークエンスで遺伝子変異解析を行った。解釈に関しては、SNPを除外し、1,000
以上の DNA を読み取ることができたうえで、1%以上の変異を認めた場合に変異ありと判断し
た。DNAライブラリーは Human Comprehensive Cancer Panel (DHS-3501Z: Qiagen)で作成した。さ
らに KRAS (p.G12D, p.G12R, p.G12V, p.G12C), GNAS (p.R201H, R201C), and KLF4 (p.K409Q, 
p.S411Y)に絞って Droplet Digital PCR (ddPCR)で DNAを増幅して同様にシークエンスを行った。 
 また IPMN切除標本のパラフィン包埋切片を用いて DNAを抽出し、PCRで増幅した DNAラ
イブラリーを作成した。このライブラリーの DNA 量測定と品質チェックも行ったうえで 30 名
の患者の IPMN切除検体を選択し、腫瘍内細菌叢（マイクロバイオ―タ）を網羅的に解析した。
コントロールは正常膵管を有しかつ十二指腸液逆流による細菌叢の膵内コンタミネーションの
可能性を排除できる膵神経内分泌腫瘍の切除標本内の正常膵組織とした。 
 
４．研究成果 
 FoundationOne® CDx 研究では 17 名の患者で解析が可
能であった（右図）[Kimura R, Ohtsuka T, et al. Surgery Today 
2012; 51, 619-626]。メジャー4 遺伝子変異の内訳として
KRAS変異 16例(94%)、TP53 変異 13 例(76%)、SMAD4 3
例(18%)、CDKN2A 1例（6%）であった。全患者で最低 1
つの変異が同定されたものの、全体として低い変異率で
あった。FoundationOne® CDxは precision medicineを目的
に開発され、遺伝子変異に基づく標的治療薬の選別に役
立てるものであるが、本研究ではマッチする薬物選択へ
はつながらなかった。1 名 BRCA2 変異のあった患者にプ
ラチナ系薬剤が選択され、切除不能であったのちに
conversion surgeryで切除し、5年生存が得られたており、今後の precision medicineを目指すうえ
で、示唆に富む報告を行うことができた。 

 IPMN と IPMN 併存膵癌に関するスクリーニング結果を左に
示す[unpublished data]。ドライバー遺伝子変異としてよく知られ
ているもののなかで、併存膵癌を有する IPMN に GNAS変異と
KLF4 変異を認め、併存膵癌を有しない IPMN に RNF43 変異を
認めることが確認できる（左図）。さらに高精度 ddPRC 増幅に
よる解析では KLF4 変異を、併存膵癌を有する IPMN のみに認
めることが分かる（下図）。すなわち KLF4変異が IPMN併存膵
癌発症の分子マーカーとなりえることが示唆された。一方、併
存膵癌を有する IPMN に GNAS変異を認めないことを我々は報
告してきたが、今回の結果では6例(60%)と高頻度に認めていた。

これはシークエンスの感度が上昇
してきたことなどが考えられた。ま
た KLF4変異の臨床病理学的因子へ
の影響も解析したが、年齢、性別、
発生部位、組織亜型、悪性度、再発
率、予後への影響を認めなかった。 
 IPMNに慢性炎症を惹起する機序を解明する糸口として腫瘍内細菌叢の解析結果から、正常膵
管と比較して IPMN群は門レベルで有意差がつく菌叢を認めなかったが，IPMN内で解析をする
といくつかの菌叢構造の違いを認めた[Hozaka Y, Ohtsuka T, et al. Surgery 2023; 173, 503-510]。菌
叢構造を門レベルで詳細に解析すると、浸潤の有無で見た場合に浸潤癌群(invasive)では非浸潤
癌(non-invasive)群に比べて有意に Bacteroidetes門と Fusobacteria門の比率が高いことがわかった
(次ページ右図)。さらに年齢でみると 70歳以上は Firmicutes門の比率が低く，Proteobacteria門、



Bacteroidetes門の比率が高かった。形態分類別でみると有意差
がないものの，主膵管型は Firmicutes 門の比率が低く，
Proteobacteria門，Fusobacteria門の比率が高い傾向を認めた。 
また組織亜型でみると，非腸型は腸型に比べて Firmicutes門の
比率が有意に高く，一方，腸型では有意差はないものの
Fusobacteria門の占める割合が高いことが分かった。 
  
 最も重要な研究結果は IPMN 併存膵癌の新規マーカー候補
として KLF4 変異を同定できたことである。KLF4 変異は良性
IPMNで頻度の高い変異であることが報告されており、また併
存膵癌を有する IPMN も良性の分枝型 IPMN の頻度が高いこ
とも指摘されていたため、本研究結果はそれを支持するもので
あった。良性の分枝型 IPMNの頻度は非常に高く、その中で併
存膵癌を発症するものの予測が課題であった。本研究は KLF4変異の存在が膵癌発症を予測する
マーカーとなる可能性を示したもので、将来の膵癌発症予防や膵癌早期診断へつながる道筋を
つけた意義を有する重要な研究成果であった。 
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