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研究成果の概要： 
 
我々はマイクロアレイによる膵癌メチル化遺伝子のスクリーニングと実際の膵癌細胞でのメ

チル化状態を調査し、新規メチル化ターゲットを同定した。遺伝子reelin(RELN)、Reprimo、

SPARCはそれぞれ膵癌で異常メチル化による発現低下を認め、それぞれが、膵癌の浸潤などの

悪性度に深く関与する一方、予後因子として臨床応用可能であることが示唆された。また、DNA

メチル化異常は膵癌の前駆病変（PanIN）の進展に伴いメチル化の程度が増加しており、膵発癌

との関与が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
 

我々は膵癌の早期診断マーカーを確立し新

たな治療法を開発することを目的として、最

近５年間にわたり米国ジョンズホプキンス

大学との緊密な共同研究により、膵癌におけ

る DNAメチレーションの異常について研究を

重ねてきた。その結果、プロモーター領域に

おける異常メチル化が癌抑制遺伝子の不活

性化を経て、膵癌の悪性化に深く関与してい

ることを報告した。しかし、これまでの方法

で検出された数多くのメチレーションの変

化を伴う遺伝子群のうち、大多数の膵癌細胞

で発現消失を伴う真のメチル化異常は少な

い。そのため、実際に膵癌の診断や治療の標

的となるメチル化異常を数多く効果的に見

いだすためには更なる工夫と努力が望まれ

ている。本研究では、薬剤（メチル化阻害剤）

を用いた従来法によるメチル化異常検出方

法に加えて、レーザーマイクロダイセクショ
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ンにより正常膵管細胞と膵癌細胞の遺伝子

発現プロファイルを厳密に比較し、膵癌細胞

で消失している遺伝子群を選択する方法を

組み合わせる。この方法によって、薬剤治療

後に非特異的に発現の変化する遺伝子を除

外することができるとともに、前癌細胞から

浸潤癌に至る膵癌進展過程に重要な役割を

果たしている真の異常メチル化遺伝子を正

確に検出することが可能になる。 

 
２．研究の目的 
 
遺伝子発現マイクロアレイを用いたゲノム
網羅的スクリーニングにより、膵癌における
新たなメチレーションターゲットを同定し、
このうち早期診断あるいは新たな治療法開
発の標的として有用な遺伝子を特定し、その
臨床的意義を検討するものである。 
特に、本研究では薬剤（メチル化阻害剤）を
用いた従来法によるメチル化異常検出方法
に加えて、レーザーマイクロダイセクション
により正常膵管細胞と膵癌細胞の遺伝子発
現プロファイルを厳密に比較し、膵癌細胞で
消失している遺伝子群を選択する方法を組
み合わせる。この方法によって、薬剤治療後
に非特異的に発現の変化する遺伝子を除外
することができるとともに、前癌細胞から浸
潤癌に至る膵癌進展過程に重要な役割を果
たしている真の異常メチル化遺伝子を正確
に検出することが可能になる。 
 
３． 研究の方法 

 

マイクロアレイによる膵癌メチル化遺伝子の

スクリーニング：メチル化阻害剤治療後の培

養細胞における遺伝子発現の変化と、原発性

膵癌細胞における遺伝子発現解析を組み合わ

せることにより、実際に癌で発現消失を伴う

真のメチル化異常を検出する。（ａ）まず10

種の膵癌培養細胞をDNAメチレーション阻害

剤およびヒストン脱アセチル化阻害剤で治療

し、RNAを抽出する。治療による遺伝子発現の

変化をオリゴヌクレオチド・マイクロアレイ

（Affymetrix社）を用いて調べる。治療後の

発現が有為に上昇したものをリストアップす

る。（ｂ）レーザーマイクロダイセクション（

PALM社のLMPC）により採取した正常膵管と膵

癌組織の遺伝子発現プロファイルを、同様に

マイクロアレイを用いて比較し、正常に比べ

て癌で有為に発現低下している遺伝子を選出

する。（ａ）および（ｂ）を同時に満たす遺伝

子を癌特的メチル化ターゲットの候補遺伝子

とする。 

 
メチル化候補遺伝子の組織特異的なメチル化

パターンの解析：マイクロアレイ解析によっ
て得られた膵癌メチル化候補遺伝子について
、レーザーマイクロダイセクションにて採取
した正常膵組織、PanIN（膵前癌病変）、およ
び浸潤性膵癌から得られたDNAにおけるメチ
ル化のパターンを、メチレーション特異的PCR
（MSP）を用いて調べる。今回は種々のPanIN
におけるメチル化を詳細に調べることにより
、浸潤癌に至る直前の段階でのメチル化異常
をとらえることができると考えられる 
 

膵液術前診断への応用：膵癌においては様
々な遺伝子が高頻度にメチル化しているこ
とが明らかとなってきた（Sato N, and 
Goggins M, J Hepatobiliary Pancreat 
Surg. 2006）。我々は、マイクロダイセク
ションにより得られた膵前癌病変（PanIN
）組織における詳細なDNAメチル化プロファ
イリングを行い、PanINのどの段階でどの遺
伝子にメチル化が起こっているかについて
新たな知見を得た（Sato N, et al., Mod 
Pathol 2008）。 

この結果に基づき、膵癌およびPanIN-3で高
頻度にメチル化がみられる遺伝子について
内視鏡（ERCP）検査によって得られた膵液
DNAでMSP（あるいはリアルタイムMSP）を行
い、膵癌の早期診断に有用かどうかを判定
する。特に良性（あるいは境界領域）の腫
瘍性病変（IPMN adenoma, borderline）や
慢性膵炎でも軽度のメチル化を示す遺伝子
に対しては、リアルタイムPCRで膵液DNAの
メチル化を定量し、癌との鑑別が可能かど
うかを評価する。有望なマーカーとして現
在解析中の遺伝子はSARP2/SRFP1, TFPI-2, 
FOXE1などであり、これらを組み合わせて診
断応用に向けて解析中である。 
 
膵癌治療標的の同定：これまでに我々が見い
だした膵癌メチル化ターゲット遺伝子のうち
、SPARCは膵癌の間質に高発現しており、また
SPARCの発現は膵癌患者の予後と強く相関す
ることを見いだした（Sato N, et al., 
Oncogene 2003; Infante JR, Sato N, et al, 
J Clin Oncol 2007）。すなわち、癌間質のSPARC
は膵癌の進展に何らかの役割を果たしている
ことが考えられる。そこで、膵癌細胞とSPARC
を高発現する線維芽細胞あるいはSPARCをノ
ックダウンした線維芽細胞とトランスウェル
カルチャーシステムで共培養し、膵癌の増殖
、浸潤転移に与える影響について解析する。
間質細胞におけるSPARC発現が有用な治療標
的であると考えられた場合、cDNA発現ベクタ
ーあるいはsiRNAのstable transfectantを作
成し、ヌードマウスの膵癌同所性移植モデル
を用いてin vivoにおける機能解析を行う。 
 
 



４．研究成果 
 

マイクロアレイによる膵癌メチル化遺伝子

のスクリーニングをおこない、多数の候補遺

伝子のリストを得た。この候補遺伝子群につ

いて実際の膵癌細胞でのメチル化状態を調

査し、現在までに7個の新規メチル化ターゲ

ットを同定している（Sato N, et al., 

Gastroenterology 2006）。 

このうち最も興味深い遺伝子として、脳発

生時における神経細胞の遊走に深く関与す

る遺伝子reelin(RELN)についてさらに詳細

に検討を行った。本遺伝子は膵癌の約７０％

で異常メチル化による発現低下をきたして

いた。また、reelinの発現が残っている膵癌

細胞についてsiRNAを用いてその発現をノッ

クダウンしたところ、約３０倍もの遊走能（

浸潤能）の増加をみた。すなわち、reelinの

メチル化に伴う不活性化は、膵癌の悪性度に

深く関与している可能性が示された（Sato N, 

et al., Gastroenterology 2006）。 

また、リストアップされた候補遺伝子のう

ち、G2/M期チェックポイントのひとつである

Reprimoについて詳細に検討を行った。

Reprimoの異常メチル化は膵癌の発生過程で

比較的晩期（PanIN-3）からみられ、癌への

進展に伴いその頻度が増加することが分か

った。また、Reprimoのメチル化は膵癌の遺

伝子不安定性と正の相関を示し、さらにメチ

ル化陽性例は陰性例に比べ有意に予後不良

であった(Sato N, et al., Cancer 2006)。

すなわち、Reprimoの異常メチル化は膵癌の

生物学的悪性度を反映し、予後因子として臨

床応用可能であることが示唆された。 

さらに、我々が同定したメチル化遺伝子

SPARCは、膵癌細胞ではメチル化して発現が低

下しているが、SPARCの発現低下に伴い、膵癌

の悪性度が増加することを実験的に確認し、

現在投稿中である。一方でSPARCは膵癌周囲の

間質細胞では高発現しており、さらにSPARC

の高発現は膵癌患者の強力な予後因子となる

ことを発見した（Infante JR, et al., J Clin 

Oncol 2007）。さらに我々はSPARCがmRNAレベ

ルでの発現でも予後因子となりうることを改

めて確認しており、近日報告の予定である。

このことは微量検体からの予後予測の一助と

なると思われる。 

さらに、DNAメチル化異常が膵発癌のどの段

階でおこるかを調べるため、膵癌の前駆病変

とされるPanINにおけるメチル化を詳細に調

べたところ、マーカーによってメチル化の頻

度に差がみられるものの、比較的早期の病変

（すなわちPanIN-1）からメチル化を認め、

PanINの進展に伴いメチル化の程度が増加し

ていた（Sato N, et al., Mod Pathol 2008）

。さらに、PanINの進展とSARP2/SRFP1の異常

メチル化に関して研究を続けており報告予定

である。 

現在、これらの結果をもとに膵液における
メチル化異常の検出をおこなっている。     
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