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研究成果の概要（和文）：申請者は膵発がん時の分化異常（胃上皮分化）に着目し、胃上皮細胞接着分子CLDN18
と転写因子EVI1の高発現、EVI1-miRNA96-KRAS axisを同定し、膵発がん過程の解明をこれまで進めてきた。これ
に基づき本研究では、膵発がんのbiologicalな背景の解明をEVI1を軸に行い、発がん促進サイクルの一つとして
EVI1-miRNA96-Glypican-1 axisを同定した。また、膵がん細胞と膵前がん細胞のmiRNA発現の比較により、発が
ん時に包括的変動を示すmiRNA群の解析を進める基盤を作った。本研究の成果は、未解明な部分の多い膵発がん
過程を明らかにする重要な結果である。

研究成果の概要（英文）：I previously revealed the importance of claudin-18 and EVI1 in pancreatic 
carcinogenesis and identified the EVI1-miRNA96-KRAS axis. Based on our results, I tried to reveal 
the molecular mechanism to promote pancreatic carcinogensis with a central focus on EVI1 and 
microRNA. Consequently, I revealed that EVI1 promote pancreatic carcinogenesis by a new pathway, 
EVI1-miRNA96-Glypican1. I also built a basis for miRNA expression profile of pancreatic cancer cells
 and preneoplastic pancreatic cancer cells. These results are important to shed light on unsolved 
pancreatic carcinogensis. 

研究分野： 病理
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１．研究開始当初の背景 
膵癌は本邦がん死因の第 4 位を占める予

後不良疾患で、最多の組織型は浸潤性膵管
癌で、前癌病変には PanIN、 intraductal 
papillary mucinous neoplasm (IPMN) 、
mucinous cystic neoplasm (MCN) があり、形
態・遺伝子異常に基づく多段階発癌モデル
が受け入れられている。driver mutation は
KRAS、CDKN2A/p16、SMAD4/DPC4、p53
で、膵癌内の genomic heterogeneity や進展
時の clonal evolution も報告され（Yachida. 
Nature 2010）、膵癌の横断的遺伝子変異解析
は近年飛躍的に進歩したが、発癌早期や多
段階発癌期の経時的なメカニズムについて
は未だ不透明な部分が多い。 
発癌早期では、膵管上皮が胃上皮への分

化異常を示すことが知られており（Prasad. 
Cancer Res 2005）、これまでに申請者は分化
異常に注目し、胃上皮細胞間接着分子
claudin-18 (CLDN18) および胃上皮形質と
発現相関を示す転写因子 Ecotropic virus 
integration 1 site (EVI1) が前癌病変から浸
潤癌まで広く高発現すること、EVI1 が
miRNA-96 を介して KRAS 発現を正に制御
し膵発癌を促進することを見出した
（Oncogene 2014. 図 1）。これは、近年、
KRAS 変異のみならず KRAS/KRAS 下流経
路の活性化レベルの維持が膵癌発癌・進展
に必須あるという報告を支持し（ Ji. 
Gastroenterology 2009）、low-grade PanIN で
の KRAS変異率が 30％程度であるにも関わ
らず PanIN という形態変化が生ずる機序を
理解する一助になる。申請者は EVI1 分子
を軸に、発がん促進ネットワークの描出を
目的に研究を進めた。 
ゲノム変異以外に形態変化・分化異常を

もたらす原因としてエピゲノム異常が考え
られ、申請者は miRNA に注目した。ヒト
遺伝子の 30％は miRNA 制御下にあると言
われ（Rajewsky. Nat Genet. 2006）、各種の癌
にて miRNA 発現異常が報告されており、
各個の miRNA が oncogene (oncomiR) や
tumor suppressor (anti-oncomiR) として機能
することが理解されている（Cheng. Cancer 
J. 2012）。個々の miRNA の機能が注目され
る一方、経時的切り口からは、例えば
microsatellite-stable 大 腸 直 腸 癌 で の
adenoma-carcinoma sequence に 沿 っ た
miRNA の複雑な発現変動の報告がある
（Bartley. Clin Cancer Res. 2011）。膵癌では

前癌病変から浸潤癌までの miRNA 発現プ
ロファイルが報告されているが、oncomiR、
anti-oncomiR の発現推移を包括的にとらえ
る報告は未だなされていない。申請者は膵
発がんにおける経時的な miRNA 発現変動
の描出を目的に研究を進めた。 

 
２．研究の目的 
EVI1 発現がもたらす膵発がん促進機構の
描出、ならびに膵発がん過程の miRNA 発
現変動の包括的理解を目的とした。 
 
３. 研究の方法 
(1) 膵がんおよび前がん病変における GPC1

発現: 膵がん早期マーカーとして近年報
告された glypican-1 (GPC1) (Melo. Nature 
2015)に着目し，東京大学医学部附属病院
の膵腫瘍外科切除症例（膵がん 311 例、
PanIN 23 例、IPMN 136 例、MCN 12
例 、 acinar cell carcinoma 5 例 、
solid-papillary neoplasm 8 例、神経内分泌
腫瘍 17 例に対し、whole slide あるいは
Tissue Micro Array （TMA）を作成し免疫
組織化学的に GPC1 発現を検討した。 

(2) 膵がん細胞における GPC1 の腫瘍促進
能：GPC1 に対する siRNA を培養細胞に
導入し、細胞増殖能評価、wound healing 
assay、マイクロアレイ解析を行った。 

(3) 膵がん細胞における EVI1 による GPC1
発現の修飾：定量的 RT-PCR と western 
blotting により GPC1 発現変動を検討した。 

(4) 膵がんにおける EVI1-GPC1 ネットワー
クの描出：EVI1 の GPC1 制御機構につい
て、文献的検討及び結合予測プログラム
からEVI1下流でかつGPC1プロモーター
領域に結合する miRNA を絞り込み、定
量的 RT-PCR で検証した。 

(5) 膵発がん過程の miRNA 発現変動：膵管
上皮細胞および膵癌細胞の miRNA マイ
クロアレイ解析を行い、文献的考察を加
えてデータ解析を行う。 

 
４．研究成果 
（1） ヒト膵腫瘍における GPC1 過剰発現：
ヒト非腫瘍性膵、膵前がん病変、膵管がんの
免疫組織学的検討から、GPC1 は正常の形態
を維持した膵管上皮に発現しない一方、多く
の膵前がん病変および浸潤がんで発現が確
認された（図 1）。発現亜型としては胃型、胆
膵型、oncocytic 型に多く、腸型に少なかった。
膵がん早期の血清マーカーとして有用であ
る、という報告を裏付ける結果を得た。 
 



図 1 膵前がん病変における GPC1 発現 
 
（2）GPC1 発現と EVI1 発現の比較および
KRAS 変異状態との関連：IPMN 検体では、
GPC1 と EVI1 の発現に相関が認められた。ま
た、GPC1 発現群の全例で KRAS 変異が検出
されたが、GPC1 発現陰性群でも KRAS 変異
を有するものがみられた。GPC1 陰性 KRAS
変異陽性の症例は全例腸型 IPMN であった。
このことから、必ずしも KRAS 変異が GPC1
発現を誘導する 1 対 1 対応の上流ではないこ
とが示唆された。 
 
（3）膵がんにおける GPC1 の機能解析： 
siRNA を用いた GPC1 発現抑制により、増殖
能、移動能の低下が見られ、マイクロアレイ
解析により、細胞周期関連分子が大きく動く
ことが見出され、この結果は real time PCR に
て裏付けられた。 

  
 

図 2 膵癌細胞におけるGPC1発現抑制による
増殖能抑制（左, PK8 細胞）とマイクロアレ
イデータの GO 解析（右，PK45H 細胞） 
 
（4）EVI1/miRNA96 による GPC1 発現制御 

 

 
図 3 膵癌細胞における EVI1 過剰発現によ
る GPC1 発現上昇（左）と miRNA96 発現阻
害による GPC1 発現上昇（右） 
siRNA における EVI1 発現抑制、プラスミド

により EVI1 過剰発現により、EVI1 は GPC1
を正に制御していることが分かった。また結
合 予 測 プ ロ グ ラ ム な ど か ら 同 定 し た
miRNA96 の発現変動に一致して GPC1 発現
が変化することが明らかになった。 
以上の結果から、EVI1 を中心とした膵発がん
促進機構の一つとして miR96-GPC1 経路を同
定することができ（図 4）、未解明な部分の多
い膵発がん過程の解明の一助となった。 
 

 
図 4 EVI1-miR96-GPC1 axis 
 
（5）miRNA 発現変動：細胞株のマイクロア
レイ解析によりデータを得た。前がん段階の
モデルとして不死化した膵管上皮細胞と用
い、膵がん細胞と照らし合わせることで、包
括的な挙動を示す miRNA 群の導出を現在行
っている。 
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