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研究成果の概要（和文）：膵液中及び十二指腸液中から各々exosomeの抽出を試み存在を証明し、その安定性の
検討を目標とした。最終的には十二指腸液ｻﾝﾌﾟﾙでのexosome抽出、内包される蛋白質、RNA、DNAの抽出を目標と
した。当研究室で十二指腸液を採取し、膵、胆道癌高危険群同定及び早期癌の診断精度を検証。我々は胆汁中、
膵液中のexosome抽出に成功し、exosomeの安定性についての検証も終了、膵液中のexosomeからmiRNA-21, 
miRNA-155を測定，膵液細胞診と組合せることで膵癌診断の正診率が91％まで上昇することを明らかにした。ま
た十二指腸液からも安定的にexosomeが抽出できることを確認。

研究成果の概要（英文）：Compared to other body fluid, pancreatic juice, bile, and duodenal fluid 
would be better sources of DNA, RNA, proteins, and exosomes derived from neoplastic cells of 
pancreatobiliary system and have the potential to increase sensitivity/specificity of biomarkers to 
identify pancreatobiliary cancer. We prospectively collected pancreatic juice, bile, and duodenal 
fluid from patients with pancreatobiliary malignancy. In our initial study, we extracted exosomal 
miRNA from pancreatic juice and identified miRNA-21 and miRNA-155 as biomarkers for diagnosis of 
pancreatic cancer. We also succeeded extraction of exosome from duodenal fluid which have potential 
to utilize for minimally-invasive screening of pancreatic cancer.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 胆道癌　セネセンス　マイクロRNA　膵癌　十二指腸液　エクソソーム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膵液細胞診は膵癌診断において感度が比較的低く，穿刺吸引細胞診を要することも稀ではない．われわれが開発
した膵液中のexosomal RNAからmiRNAの発現解析を組み合わせることで高い正診率を得ることができ，患者に複
数回の内視鏡検査を行う負担を軽減することが可能になる．また，十二指腸液中のexosomeの抽出は可能であっ
たため，内包されるmiRNA, DNAの解析で膵癌・胆道癌診断ができれば，健常者の検診でも膵癌・胆道癌のスクリ
ーニングが可能である．罹患率は低いものの，生物学的悪性度が高いために，高い癌関連死亡率を示す膵・胆道
癌の早期診断による社会的な貢献度も大きいと考える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1)学術的背景 
膵癌、胆管癌は各々膵管上皮、胆管上皮から発生する。そのため近年報告
される血液サンプルと比較し、癌に直接、接する膵液、胆汁、及び十二指
腸液は早期癌由来の分子マーカーを含有している可能性が高い。健診が浸
透している本邦では十二指腸液は消化管内視鏡中に非侵襲的に採取可能
な検体であり、早期診断目的のバイオマーカーを検出するには最も適当な
検体といえる。当研究で発見されるであろうバイオマーカーによって国民
が受ける利益は極めて高く、挑戦する価値があると思われる。一方、
exosomeは癌細胞を含むすべての細胞から分泌される直径30～100nmほどの脂質二重膜
により形成される小胞である。内部に蛋白質、RNA、DNA などが内包されており、RNase、
DNase から守られている。その機能の詳細はまだ判明していない(図 2)。膵液、及び胆
汁、胃液の混在する十二指腸液は長らく早期癌診断ツールとして大きな可能性を秘めて
はいるにもかかわらず、分子マーカーにとっては過酷な環境と言われてきた。 
(2)研究課題の核心をなす学術的「問い」 
exosome は十二指腸液中に存在するのだろうか。もし存在するのであれば、安定して存
在することが予想され、早期膵癌・胆道癌診断可能な分子マーカーを安定して含有して
いるのではないだろうか。 
 
２．研究の目的 
(1)本研究の目的 
十二指腸液中 exosome に内包される蛋白質、RNA、DNA を網羅的に解析し、膵癌、胆道癌
高危険群を選別することを目的とする。 
(2)本研究の学術的独自性と創造性 
胆汁中 exosome を解析した胆管癌診断の報告(2012, hepatology)はあるが、膵液中、及
び十二指腸液中には exosome の存在すら報告されておらず、未知の領域である。特に膵
液は非常に強力な消化液として知られており、今まで分子マーカー検索に不向きと言わ
れてきた。本研究では膵液中でも安定して存在する exosome に着目することで、全く新
しい分子マーカーを発見する可能性を秘めており、担癌患者からの検体だけでなく健診
で採取された十二指腸液を使用することで膵癌、胆管癌の発癌の機序に迫る可能性もあ
る。 
十二指腸液中 exosome を抽出し、内包される蛋白質、RNA、DNA を網羅的に解析する。高
感度な分子マーカーを検出し、最終的には膵・胆道癌の早期診断を目指したスクリーニ
ングに耐え得るマーカーを開発する。 
 
３．研究の方法 
既に多くの十二指腸液、膵液、胆汁サンプルを当研究室では保管している。同サンプル
から各々exosome の抽出を試み存在を証明する。またその安定性を検討する。最終的に
は十二指腸液サンプルでの exosome 抽出、内包される蛋白質、RNA、DNA の抽出を目標と
する。 
(1)膵液・胆汁・十二指腸液採取方法 
具体的サンプル採取方法、対象症例について以下に述べる。 
十二指腸液は膵・胆道疾患患者の場合には ERCP 時に検査に先立ち採取する。胆汁・

膵液は胆管、膵管へ挿管を行い採取する。十二指腸液サンプルは当科で行っている生体
腎移植ドナーを正常コントロール群とし、スクリーニング上部消化管内視鏡時に採取す
る(Pancreas Abs 2015)。胆汁は総胆管結石症例、膵液は内分泌腫瘍症例、慢性膵炎症
例をコントロール群とする。専用チューブ(RP-130Q)を用いて内視鏡挿入後ただちに 5
分間十二指腸液採取を採取したのち、通常の検査を行う。採取した十二指腸液は直ちに
2 本のチューブに分注し（蛋白分解酵素阻害剤あり・なし）、-80℃フリーザーに入れ、
解析まで保管する(図 4)。十二指腸液は以前の別の目的で立案した研究の際に採取した
ものを用いる(Pancreas 2013)。十二指腸液マーカー
はその種類によっては十二指腸液中で速やかに分解
されるものや、逆に蛋白分解酵素阻害剤が分子マー
カーの測定を妨げるものが存在する可能性があるた
め、蛋白分解酵素阻害剤を混注したものとしないも
のの 2 種類を準備する。疾患群では、まずは膵癌・
胆道癌を対象とするが、それ以外に発癌高リスク因
子である可能性が報告されている膵管内乳頭粘液性
腫瘍(IPMN)、膵胆管合流異常も含むものとする。 



(2)exosome の分離・抽出方法 
十二指腸液 400μl を 300g、4℃、10min で遠心したのちに、上清を 16,500g、4℃、

20min で遠心し、220nm フィルターで濾過する。さらに濾過液を 140,000g、4℃、
70min で超遠心を 2回行い、上清とともに、沈殿物を exosome も含む fraction とし、
上清と沈殿物をそれぞれ分けてストックする(図 5)。内視鏡検査時に胆汁、膵液を採
取した場合には、上記と同様のプロトコールで上清と exosome 分画を分離・抽出す
る。これらは十二指腸液内 exosome が胆汁、膵液のいず
れに由来するものであるかを確かめるための検体であ
る。 
(3)exosome の存在解析 
電子顕微鏡による exosome の直接観察、nanosight 

(図 6)による微量分子観察、exosome 特異的表面マー
カーである CD9, CD63, CD81 をウエスタン・ブロッ
ト法で確認する。現時点で当研究室では胆汁・膵液
中 exosome の抽出に成功している。特に膵液中
exosome は今まで報告がなく非常に画期的発見であ
る(図 7)。 
(4) 膵・胆道癌特異的分子マーカーの同定＊ 
 十二指腸液中 exosome 内の分子マーカーとして蛋白質、RNA、DNA に注目して解析す
る。DNA は膵・胆道癌で高い頻度で認められる遺伝子変異
(KRAS, GNAS)の解析(Ann Surg 2014, 2015)をはじめ、各種
癌関連遺伝子のホットスポットにプライマーを設定し
た癌パネルを使用し変異解析を行う。遺伝子変異解析
法には既に当該施設で稼働している次世代シークエン
サー、サンガーシクエンス、パイロシークエンス(図 8, 9)を用いる。RNA 抽出
はキットを用いて行い、正常コントロール患者から得られた検体と比較する形
でのマイクロアレイ解析(図 10)を行い、癌患者で有意に発現となる mRNA を同
定し、この mRNA の情報を基に、蛋白質マーカーの解析を行う(図 10)。また当該
施設がこれまで膵液中の膵癌予測分子マーカーとして解析したテロメラーゼ活
性(Cancer 2004)、S100 蛋白ファミリー (Clin Cancer Res 2006)、Sonic 
hedgehog (Int J Cancer 2007)などにも注目する。miRNA については、特に膵・
胆道癌切除組織で高いことが分かっている miRNA-21, 155, 
196 等 (Mol Cancer Ther 2009, JOP 2010, Oncol Rep 2013), 
に注目するが、マイクロアレイ解析で広く拾い上げも行う。理
想的なマーカーは膵癌と胆道癌共通であり、かつ前癌病変の状態で同定するも
のである。特に癌患者の偽陰性が少ない、特異度の高いマーカーの同定を目指
すが、この条件を満たすものであれば膵癌、胆道癌単独のマーカ
ーであっても許容する。感度、特異度は ROC(Receiver Operating 
Characteristic)曲線の AUC(Area Under the Curve)から算出す
る。 
(5)切除標本との対比 
 十二指腸液解析で有意に特異的分子マーカー発現上昇ないし遺伝子変異を認めた同
一患者の切除検体内でも同様の現象がみられるかを検討し、注目している分子マーカー
が腫瘍そのものに由来しているかの確認を行う。切除標本の解析はパラフィン包埋切片
に対する免疫組織化学染色(図 11)、in situ hybridization を行う。また当該施設の
Tissue Bank (Human Pathol 2014)に保存している新鮮標本より DNA、RNA、蛋白質を抽
出し mRNA, miRNA を PCR 法、蛋白質をウエスタン・ブロット法で定量し、遺伝子変異を
次世代シークエンサーや Sanger 法を用いて検出する。 
(6)臨床的事項との対比 
 特に早期癌で切除された患者で特異的に変化の見ら
れる分子マーカーの同定を試みる。また膵胆管合流異
常、慢性膵炎、IPMN など膵・胆道癌のリスクが高いと考
えられる患者の経過を追い、後に発癌した患者で、解析
時に既に変化の見られた分子マーカーの同定を試みる。
前癌状態で変化の見られるマーカーの同定ができれば、
これがスクリーニングに適した極めて優れたマーカー
となる。また腫瘍マーカーなど、従来のスクリーニング
法と感度・特異度の比較も行う。 

<nanosight> 

<図 5> Exosome の抽出 

<図 6> nanosight 

<図 7> 膵液から抽出された Exosome   

<図 8> サンガーシクエンス 

<図 9> パイロシークエンス  

<図 10> mRNA マイクロアレイ  

<図 11> 胆道癌の免疫組織科学染色所見 



 
 
 
４．研究成果 
(1)膵液中 exosome の抽出 
胆汁・膵液中の RNA は RNAse の存在により分解されている
ため，安定して発現解析を行うことは容易ではない．われわれ
は超遠心法によって膵液中の exosome を抽出し，exosome 内
の miRNA の発現解析を行うこととした．超遠心法により抽出
した exosome の存在解析は 透過型電子顕微鏡と nanosight に
よる微量分子観察，exosome 特異的表面マーカーである CD63, 
CD81, TSG101 で行い，膵液中の exosome は抽出可能である
ことを確認した（図 12）． 
(2)膵癌患者における exosomal-miRNA 発現解析 
さらに exosome 内の miRNA21 と miRNA155 の発現は膵癌患
者から採取した膵液では慢性膵炎患者から採取したものより
も有意に高値であり膵癌の早期診断に有用である可能性を報
告した (図 13，Ann Surg Oncol, 2019)． 
(3)十二指腸液中 exosome の抽出 
膵液中の exosome 抽出の技術を応用し，われわれは十

二指腸液中の exosome 抽出が可能か検討を

おこなった．超遠心法によって十二指腸液中

の exosome を抽出し，透過型電子顕微鏡と

nanosight による微量分子観察，exosome 特

異的表面マーカーである CD81 をウエスタ

ンブロッティング法で確認して存在を確認

した(図 14)． 

 (4)十二指腸液中 exosomal-miRNA 発現解析 

続いて抽出した exosome より miRNeasy Mini Kit 

(Qiagen)を用いて miRNA を抽出した．十二指腸液中の exosome 内に安定して発現してい

る internal control についての報告はなく，

われわれが過去に行ったマイクロアレイ解

析および報告からmiRNA-16，miRNA-30c，

miRNA-191 を候補として解析を行い，

miRNA-16 が internal control として適し

ていることを同定した(図 15)． 

 

 

  
 

 
 
 

 

<図 12>nonosight による微量分子観察と

exosome 表面マーカーの発現 

<図 13>exosome 内の miRNA-21, 155 は

膵癌のバイオマーカーである． 

<図 14>十二指腸液中 exosome の存在確認． 

<図 15>十二指腸液中 exosomal RNA, internal control の検討 
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