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研究成果の概要（和文）：膵癌は予後不良な癌腫の１つであり、唯一の根治治療は外科的切除の

みである。外科的切除をした膵癌患者の予後を最も規定する因子がリンパ節転移であることか

ら、本研究では凍結膵癌切除標本を用いて、膵癌細胞のみをマイクロダイセクションし、その

RNA を用いて網羅的遺伝子発現解析を行った。そのマイクロアレイデータをリンパ節転移あ

り群となし群で比較し、リンパ節転移特異的な遺伝子群の同定を行った。その結果、膵癌にお

いてリンパ節転移サンプルで高発現を認めたのが 29 遺伝子、低発現を認めたのが 17 遺伝子で

あった。これらの遺伝子群を免疫染色解析によるタンパク発現解析を行った結果、リンパ節転

移あり群で高発現を認めたのは MUC17、LI-cadherin、XK であった。また低発現を認めたの

は AP２αであった。さらに多変量解析においても、膵癌リンパ節転移に関与していたのは、

MUC17 高発現と AP2α低発現であった。 
 
研究成果の概要（英文）：Lymph node metastasis (LNM) is the most important prognostic factor in 

patients undergoing surgical resection of pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC).  In this study, we 

aimed to identify molecular markers associated with LNM in PDAC using genome-wide expression 

profiling.  In this study, laser microdissection and genome-wide transcriptional profiling were used to 

identify genes that were differentially expressed between PDAC cells with and without LNM obtained 

from 20 patients with PDAC.  Immunohistochemical staining was used to confirm the clinical 

significance of these markers in an additional validation set of 43 patients.  In the results, microarray 

profiling identified 46 genes that were differently expressed between PDAC with and without LNM with 

certain significance.   Four of these biomarkers were validated by immunohistochemical staining for 

association with LNM in PDAC in an additional validation set of patients.  In 63 patients with PDAC, 

significant LNM predictors in PDAC elucidated from multivariate analysis were low expression of 

AP2α (P = 0.012) and high expression of MUC17 (P = 0.0192).  We demonstrate that AP2α and 

MUC17 may serve as potential prognostic molecular markers for LNM in patients with PDAC. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 膵癌は最も予後不良な癌腫である。膵癌の
唯一の根治治療は外科的切除のみであるが、
外科的切除を受けた膵癌患者の 5年生存率は
20%にもおよばない。外科的切除術を受けた
膵癌患者の予後を最も規定する因子が、リン
パ節転移の有無であることは多く報告され
ている。したがって、リンパ節転移に関係す
る遺伝子は予後予測マーカーになるのみな
らず、膵癌治療における分子標的になりうる
ことを示唆する。 
 本研究では、より正確な膵癌細胞のキャラ
クターを反映させるべく、マイクロダイセク
ションにより選択的に膵癌細胞のみを回収
し、膵癌リンパ節転移陽性群と陰性群の網羅
的遺伝子発現プロファイルを比較すること
で、膵癌のリンパ節転移特異的な遺伝子群を
同定することを目的とした。 
 
２．研究の目的 
 
 外科的切除を受けた膵癌患者の最も予後
を規定する因子であるリンパ節転移の関連
する遺伝子群を同定し、膵癌切除患者の予後
予測因子の同定のみならず、膵癌患者の新規
治療の開発を本研究の目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 和歌山県立医科大学第 2外科で切除した膵
癌切除標本の一部を Tissue-Tek O.C.T. 
compound で包埋した後、液体窒素にて凍結
し、-145℃冷凍庫に保存しておく。凍結包埋
した組織を９μm に薄切し、ヘマトキシリン

染色した後、膵癌細胞のみを選択的にマイク
ロダイセクションにて回収した（図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 その RNAを RNeasyMicro Kit (QIAGEN)
で抽出する。尚発現プロファイリングは精密
で高度な技術が必要なため、質のよい RNA
のみを用いる必要があるので、抽出したRNA 
は全て、Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent)
にて RNA の質をチェックし、RNA の質の指
標である RIN が 5.0 以上の RNA のみを使用
した。抽出した RNA のうち 100ng を用い、
RNA マイクロアッセイ（Affymetrix）を行
った。逆転写酵素と poly-T プライマーを用い
て cDNA 合成を行い、T7RNA プライマーを
用いて cDNA 合成を行い、T7RNA ポリメラ
ーゼを用いて、２サイクル増幅させ、In vitro 
transcription を行った後、biotin にてラベル
化した。15μg 分の cRNA を 35～200nt にな
るように断片化し、GeneChip Human U133 
plus 2.0 array (Affymetrix)に注入し、17 時
間 hybridization を行った。Fluidics Station 
(Affymetrix)にて wash and stain を行い、
Fluorometric scanner にてスキャンした
（図）。 



 

スキャンされたシグナル強度は GeneChip 
Operating Software (GCOS)により解析し、
さらに高度な解析を行うため、GCOS による
シグナル強度を DNA Chip software を用い
て Normalization し、その絶対値をリンパ節
転移陽性群 11 例と陰性群 9 例で比較した。 

 
 これらの遺伝子群の validation を行うべ
く、免疫染色解析を行った。免疫染色を行っ
た遺伝子群は、利用可能な抗体をもつ 9遺伝
子 で 、 DOK7, AP2α, FOXL1, LI-cadherin, 
Granzyme A, MUC17, C4BPB, XK, LSD であっ
た。まず網羅的遺伝子群に用いた 20 サンプ
ルに対して、これらの遺伝子群の免疫染色解
析を行った。その結果全て遺伝子群で、網羅
的遺伝子解析と同様、リンパ節転移陽性群と
陰性群で差をみとめた。さらに網羅的遺伝子
解析に用いなかった 40 例を用いてこれらの
遺伝子群の免疫染色を行った。その結果、
AP2α, LI-cadherin,  MUC17,  XK の 4遺伝子
のみが、リンパ節転移陽性群と陰性群で差を
認めた（図）。 
  
  
  
  網羅的遺伝子発現解析により同定した遺

伝子群の validation を行うべく、免疫染色解
析を行った。 

 
 
  
  
５．主な発表論文等 ４．研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 

 
 膵癌凍結サンプル 20 例（リンパ節転移陽
性群 11 例と陰性群 9 例）を用いて、網羅的
遺伝子発現解析を行った。リンパ節転移陽性
群と陰性群のマイクロアレイデータを比較
した結果（fold change 1.5 倍以上、平均強
度差 100 以上、P<0.05）、リンパ節転移陽性
群で高発現を認めた遺伝子群は 29 個、低発
現を認めた遺伝子群は 17 個であった。これ
ら 46 遺 伝 子 群 を 用 い て hierarchical 
clustering を行った結果、リンパ節転移陽性
群と陰性群に分かれた（図）。 
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