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研究成果の概要（和文）：我々は、包括的高感度転写産物プロファイリング(High Coverage Expression 
Profiling: HiCEP)法と次世代シークエンサー(Next Generation Sequencer: NGS)を組み合わせた新規高感度解
析法を行うことにより、膵癌に特異的な発現遺伝子の同定を行った。HiCEP法は日本で発明された網羅的な遺伝
子発現解析手法であり、高感度かつ網羅的、定量的な発現解析を行うことができ実験の再現性が高いといった特
徴があるが、目的とするピークの塩基配列決定が煩雑であった。我々はNGSを用いて癌発現データベースを作成
することで、その欠点を克服することができた。

研究成果の概要（英文）：High coverage expression profiling (HiCEP) is an AFLP-based comprehensive 
gene expression analysis invented in Japan, which can efficiently detect an especially low amount of
 mRNA with high sensitivity and reliability, and which enables us to analyze mRNA expression much 
more quantitatively and reproducibly. On the other hand, it requires complicated processes to obtain
 the sequence information of the detected peaks. In order to solve this problem, we established the 
gene expression database of human cancers by combining the next-generation sequencing (NGS) with 
HiCEP method.
We applied the NGS combined HiCEP method to analyze pancreatic ductal adenocarcinoma(PDAC) cases in 
this study, and succeeded in establishing the gene expression database of PDAC and in identifying 
candidate tumor marker genes.

研究分野：肝胆膵外科学

キーワード： 膵癌　早期診断　予後マーカー　包括的高感度転写産物プロファイリング:HiCEP　次世代シークエンサ
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膵癌は他の癌と比較して悪性度が高く、極端に予後不良な｢21世紀に残された消化器癌｣と言われ、その対策は急
務である。膵癌細胞の分子的背景は不明な点が多く、その特性を解析して非侵襲的早期診断や治療効果の向上に
繋げる技術開発が求められている。
本研究では膵癌患者の手術検体組織に加えて、手術前後に末梢血検体を採取し、日本発の技術である包括的高感
度転写産物プロファイリング(High Coverage Expression Profiling: HiCEP)法を活用し、かつ次世代シークエ
ンサーを組み合わせた新規の高感度解析法により、膵癌に特異的な候補遺伝子を同定できた。今後臨床応用に向
けて解析を進めている。

※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 
膵癌の死亡者数は、2016年現在 33475人(厚生労働省の人口動態統計)を数え、近年急増
する傾向にある。膵癌は癌死全体の 9.0％を占め、肺、大腸、胃に次いで第 4位となってお
り、他の癌と比較して極端に予後が悪い(全国がんセンター協議会の生存率共同調査による
と 5年後の生存率は全癌症例で 67.6%、胃癌 74.5%、大腸癌 76.0%、乳癌 93.5%に対して、
膵癌では 9.3%と顕著に低い)。診断法開発の遅れや治療成績の悪さから膵癌は｢21世紀に残
された消化器癌｣と言われ、その対策は急務である。 
家族歴や遺伝素因(p16,BRCA1,2)、糖尿病、肥満、喫煙、慢性膵炎などが膵癌の危険因子
と挙げられており、これらの要因を持つ者が一次スクリーニングの対象とされている。しか
し、良好な予後が期待できる早期の膵癌(膵内に限局 2cm 以内の腫瘍でリンパ節転移なし)
では、CEAや CA19-9などの血清腫瘍マーカーの上昇は 14～36%程度に留まることから(花
田ら, 2012)、早期診断の決め手とはならない。初回診断時に既に遠隔転移を起こしている
症例も多く、早期の転移が予後不良の一因となっている。また、手術加療後の再発率も高く、
化学療法や免疫療法等の治療に対する反応も不良であり、有効な分子標的薬も開発されて
いない。このように、有効な低侵襲スクリーニング検査手段がないことに加え、なぜ転移し
やすいのか、治療への反応が不良であるのか等の分子的背景の多くが未だ不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、臨床的に予後が最も悪いとされる膵癌に対して、膵癌患者の手術検体組
織に加えて、手術前後に末梢血検体を採取し、HiCEP法を活用し、かつ次世代シークエン
サーを組み合わせた新規の高感度解析法により膵癌に特異的な分子を探索し、さらには非
侵襲的早期診断技術の開発を目的とする。 

HiCEP法とは、日本発の細胞機能の診断技術であり(Fukumura R. et al. Nucleic Acids 
Res, 2003)、mRNA の発現パターンを解析することにより細胞特異的な分子発現のより詳
細な検出が可能になった。ATGCの 4塩基全ての組み合わせ(4の 4乗＝256通り)に相当す
る 256 対のプライマーを用いて cDNA を網羅的に増幅することで、高感度に漏れなく
mRNAの発現量を鋭敏に測定する技術である。 

HiCEP 法は、既存の解析法である DNA マイクロアレイ法と比較して、後者が既知配列
の遺伝子のみを検出対象とするのに対して、前者は未知遺伝子を含む全てのmRNAを探索
することが可能で、より網羅性の高い方法である。また、RNAシークエンス法等と比較し
ても、HiCEP 法では検出感度が高く、さらに低発現量の mRNA も検出することができる
のに加えて、発現量差を高い再現性を持って判別できることが利点として挙げられる。 
このようなことから、本研究では既存の実験方法では見出し得なかった新たな膵癌特異
的発現分子を検出し、未だ確立されていない非侵襲的早期診断技術の開発を目指す学術的
独自性のあるものとなっている。また、これらの結果を病期診断や病理診断、治療効果等
の臨床データと結び付けて解析することにより、再発の早期検知のみならず、治療効果の
予測といった臨床応用に繋がる可能性がある。さらに、なぜ転移しやすいのか、治療への
反応が不良であるのか等の膵癌細胞の分子的背景を明らかにすることが期待でき、薬剤耐
性遺伝子/治療標的分子を指標に治療の有効性評価や治療薬剤の選択に応用できる可能性が
あるものである。 
 
３．研究の方法 
HiCEP解析の実施 
手術検体を癌部と肉眼的非癌部に分けて採取し、血液検体は担癌状態の有無での差を検
討できるよう術前、術後 1週間、術後 1ヶ月以降の計 3回採取する。それぞれの検体にお
いて、total RNAを抽出後に cDNAに転写する。 
既に切除膵癌 6症例で HiCEP解析を施行したところ、癌部での発現が非癌部での発現と
比較して 3 倍以上に増加している共通のピーク(転写物)、及び 3 分の 1 以下に減少してい
る共通のピークをそれぞれ複数箇所で認めている。既存の方法である次世代シークエンサ
ーによる解析も進めており、HiCEPによる遺伝子発現解析との結果を比較検討する。また
血液サンプル検体に対する HiCEP解析も並行して進めている。また、より多数の膵癌症例
を対象とした再現解析に加えて、他の癌との比較解析も準備中である。 
次世代シークエンサーを用いた HiCEP法の改良 

HiCEP法では、高感度かつ網羅的、定量的な発現解析を行うことが可能であり、実験の
再現性も非常に高いという特徴がある。しかし、得られたピークの解析には、再度の電気泳
動によるピークの個別分取と精製、シークエンシングが必要であり、これまでは転写物の配
列決定に時間と手間を要した。そこで本研究においては、ヒトにおいてはじめてとなる
HiCEP法の新たな解析手段についても膵癌や腎癌等の腫瘍を対象に計画している。すなわ



ち、通常の HiCEP解析に加え、HiCEP法の途中で作成される全 cDNAフラグメント（256
対のプライマーを用いて網羅的に増幅された cDNA の集合体）を対象に次世代シークエン
サーで配列及びサイズを決定する。これにより、HiCEPフラグメントのカタログ化を行い、
カタログ化された情報を既に全配列が決定されているヒトゲノムへアノテーションするこ
とにより、ピークに該当する転写物の同定が、効率的に、かつ高い確率で可能となることが
期待される。 
候補分子と臨床データとの関連解析 
本技術により検出した膵癌に特異的な候補分子と、症例における病期診断や病理診断、治
療効果等の臨床データを対比させ、その関連について解析・検討する。 
これらにより、膵癌の非侵襲的早期診断技術の開発や再発の早期検知のみならず、治療効
果の予測や治療有効性の評価といった臨床応用に繋がり、膵癌予後の向上に寄与すること
が十分に期待できる。 
 
４．研究成果 
上記のように、我々は HiCEP法を NGSと組み合わせて解析(NGS-HiCEP法)を行うこ
とにより膵癌における遺伝子発現データベースの作成に成功し、新規腫瘍マーカーとなり
うる候補遺伝子を得ることができた。 
具体的には、膵癌の腫瘍組織を用いて癌部と非癌部の発現を比較することで腫瘍特異的
なマーカー候補遺伝子を 26 個同定することができ、そのうち 12個は新規遺伝子であった。
これらの候補については、28 例で real-time qPCR を用いた再現解析を行い、高い再現性を
確認した。以上の成果より、NGS-HiCEP 法は新規腫瘍マーカー候補を効率よく網羅的に検出
できることが示唆され、今後これらの結果と病期診断や病理診断、治療効果等の臨床データ
との関連を解析・検討することにより、膵癌の非侵襲的早期診断や再発の早期検知を目指す。 
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