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研究成果の概要（和文）：近年、膵癌局所に細菌感染が認められることが明らかとなり、膵発癌やその進展に重
要な役割を果たしている事が示唆されている。しかし、どのような菌種がどのように膵発癌と進展に関与するか
については不明な点が多い。本研究ではヒト膵癌の病理組織を用いて癌の微生物叢プロファイルと病理像・臨床
像との関連を調査した。正常膵組織と比較して膵癌では16SrDNAの高い増幅反応を認め、次世代シークエンサー
による解析では既報と同様の菌を同定し得た。さらにLPSの免疫染色を行いLPS陽性膵癌は予後不良である事、腫
瘍免疫が抑制されている事を見出した。現在、in situ hybridizationを追加し検討を進めている。

研究成果の概要（英文）：In recent years, it has become clear that bacterial infection is locally 
observed in pancreatic cancer, suggesting that it plays an important role in pancreatic 
carcinogenesis and its progression. However, there are still unclear what and how bacterial species 
are involved in pancreatic carcinogenesis and progression. In this study, we investigated the 
relationship between the microbiota profile of cancer and the pathological and clinical features 
using the histopathology of human pancreatic cancer. Compared with normal pancreatic tissue, 
pancreatic cancer showed a high amplification reaction of 16S rDNA, and analysis by the 
next-generation sequencer could identify the same bacteria as previously reported. Furthermore, 
immunostaining of LPS revealed that LPS-positive pancreatic cancer had a poor prognosis and that 
tumor immunity was suppressed. Currently, we are considering adding in situ hybridization.

研究分野： 消化器内科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、膵癌組織中の細菌叢解析を行う事で膵癌の予後や腫瘍内免疫に当たる影響を調査するものである。予
後の悪い膵癌の発癌及び進展機構を解明することで、予後改善に向けた病態解明につながる可能性があると考え
る。事実、細菌の構成成分の一つであるLPS陽性膵癌では予後不良であり、腫瘍免疫が抑制されている事を見出
した。今後はさらに詳細に解析を追加し結果の信頼性を高めるとともにプロバイオティクスによる細菌制御法に
ついて研究を進め、膵癌の予後改善を目指す。

※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 
近年、ヒト膵癌組織を用いた解析により、膵癌局所に細菌・真菌感染が認められることが明らかとな
り、微生物感染が膵発癌やその進展に重要な役割を果たしていることが示唆されている。しかし、
どのような菌種が膵発癌に主に関わり、また微生物感染がどのように膵発癌とその進展に関わるの
かについては不明な点が多い。 
 
 
２．研究の目的 
本研究ではヒト膵癌の病理組織を用いて組織に感染している微生物叢プロファイルと病理
像・臨床像との関連を調べることで、ヒト膵発癌とその進展における微生物感染の意義を明
らかにすることを目的としている。 
 
 
３．研究の方法 
、当院にて 2007 年 10 月～2017 年 5 月までに切除されたヒト膵癌 162 症例のパラフィン包埋切
片(FFPE)を用いて、以下の解析を行う。 
 
① 膵癌組織内に存在する細菌の構成と多様性の解明 
神戸大学医学部附属病院における膵癌手術症例のパラフィン包埋切片(FFPE)を収集し、腫
瘍部の DNA 抽出を行う。ヒト膵癌組織内に細菌が存在していることを証明するため、16SrRNA
を対象として real-time PCR 法を用いる。16SrRNA が検出された症例に対し、次世代シーク
エンサー(Miseq)を用いたメタ 16S 解析法により組織中の細菌叢の多様性および菌叢構成比
率を解析する。細菌の OUT 分類を用いて database を参照し、系統分類学的同定を行う。多
様性の解析には、αおよびβ多様性の比較や主座標分析を用いる。 
また、腫瘍内細菌の証明方法として、グラム陰性桿菌外膜の成分である LPS(リポ多糖)を標
的とした免疫組織化学染色、16SrRNA を標的とした in situ-hybridization を行う。 
 
② 膵癌内細菌が腫瘍周囲微小環境へ与える影響、予後との関連性の解明 
FFPE 切片を用いて、CD4 陽性 T細胞、CD8 陽性 T細胞、FOXP3 陽性 T細胞の密度を画像解析
ソフトである Image J を用いて単位面積あたりの細胞数を算出する。また、エラスチカワー
ギンソン染色(EVG 染色)により腫瘍組織内の膠原線維を染色し、さらに癌関連線維芽細胞
(CAF)のマーカーであるαSMA に対する免疫組織化学染色を行いそれぞれ画像解析ソフトで
ある Photoshop を用いて染色面積を算出し、腫瘍組織内の線維化の程度を評価する。これら
の免疫・線維化の情報、さらに予後(全生存期間・疾患特異的生存期間)と、上記で解析した
腫瘍内細菌との関連性を評価する。 
 
 
４．研究成果 
 

●膵癌腫瘍内細菌の証明と菌叢解析 
 
膵癌手術症例のパラフィン包埋
切片(FFPE)から抽出した腫瘍の
DNA を使用し,16SrDNA に対する
real-time PCR を行った。コン
トロールとして腫瘍の隣接正常
組織、さらにパラフィンの非組
織部からも同様の方法で抽出し
た DNA を使用した。その結果、
腫瘍部からは 107 サンプルで
16SrDNA の増幅反応を認めた。
腫瘍だけでなく正常組織からも
増幅反応を認めたが、腫瘍部で
比較的高い反応を認めた(図1)。
また、一部の膵癌サンプルを使
用して次世代シークエンサーを
用いた菌叢解析を行ったとこ
ろ、既報と同様に、プロテオバ
クテリア門、ファーミキューテス門、バクテロイデス門を中心とした細菌群を同定し得た



(図 2)。サンプル数が少ないため
有意差検定は行っていないもの
の、腫瘍部・正常組織・非組織部
のそれぞれを比較したβ多様性
解析ではそれぞれの菌叢構成に
差異を認める傾向にあった。これ
らの結果は膵癌腫瘍内細菌が存
在することを証明する結果と考
えられたが、qPCR の結果は非組織
部とほぼ変わらない値で検出さ
れることも多く、コンタミネーシ
ョンを捉えている可能性も示唆
された。そのため、後述するさら
なる手法を用いて腫瘍内細菌の
存在の証明を試みた。 
 

 
 
●膵癌組織内の LPS の検出と予後・免疫細胞、部位との関連 
 
ヒト膵癌 FFPE 検体を使用したリポ多糖(LPS)に対する免疫組織化学染色では、162 サンプル
中 36 サンプル(22.2%)で腫瘍内に陽性反応を認めた。さらに LPS 陽性となった膵癌サンプ
ルと LPS 陰性であった膵癌サンプルを用
いて予後・免疫状態の比較を行ったとこ
ろ、LPS 陽性となる膵癌では腫瘍に浸潤す
る T 細胞が少なく、かつ予後が悪化して
いるという結果を見出した(図 3)。さらに
LPS 陽性膵癌は、膵頭部に有意に多く存在
していることが判明した。これらの結果
から、十二指腸から侵入した細菌が腫瘍
に浸潤した結果、腫瘍免疫を抑制し、予
後の悪化につながる可能性が示された。
しかし、LPS はあくまで細菌の存在を示唆
する間接的な所見に過ぎず、この結果の
みで膵癌に細菌が存在することを論ずる
ことは難しいと考えた。そのため、後述の
in situ hybridization も併用してさら
なる調査を進めた。 
 
 
●in situ hybridization を使用した真の細菌陽性膵癌の同定と、腫瘍微小環境と細菌の関   
連性の証明 

 
膵癌 FFPE 切片を用いて 16SrRNA に対する in situ hybridization(ish)を実施したところ、
26/55 サンプルで腫瘍内に陽性反応を認めた。この結果は、LPS の結果とは相関しなかった。
我々は、qPCR と ish の結果がそれぞれ腫瘍内細菌本体の存在を示唆する信頼性の高い情報
であると想定し、両者の結果が陽性であっ
たサンプルを「真の細菌陽性膵癌」であると
考えた。現在想定している研究デザインを
図 4に示す。現時点で qPCR 陽性＋ish 陽性
である 26 サンプル(細菌陽性膵癌)と qPCR
陰性である55サンプル(細菌陰性膵癌)を比
較する解析を行ったところ、EVG 染色による
染色面積が多いもの(線維化の強いもの)
が、細菌陽性膵癌で有意に多く(69.2% vs 
38.1%; p=0.0090)、CD8 陽性細胞が細菌陽
性膵癌で有意に少ない(26.9% vs 50.9%; 
p=0.0041)という結果を見出している。全て
のサンプルで ish 実施後に、菌叢解析を含
めたさらなる検討を計画している。 
 
 

LPS陽性膵癌の免疫染⾊

グラ ム陰性桿菌の構成成分であるリ ポ多糖（ LPS） が
陽性と なる膵癌では、 腫瘍に浸潤するT細胞が少なく 、
予後が悪い ( ヒ ト 臨床データ ）
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図 3
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