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研究成果の概要（和文）：本研究では膵IPMNの外科切除材料を用い、病理マッピングと多領域シーケンシングに
よる遺伝子変異の分布解析を行い、浸潤癌を発生しやすいIPMNの特徴を明らかにすることを目的とした。全割標
本を上で組織学的異型度や上皮亜型の異なるコンポーネントに分け、肉眼的正常膵に分布する微小病変を含めサ
ンプリングし、ターゲットシーケンスを行った。その結果、少数の変異マーカーによって各領域におけるクロー
ン類縁性と、空間分布の推定が可能であった。今後、腫瘍性病変の組織学的異型度が増す過程で、少数のドライ
バー変異では説明のつかない遺伝子発現が悪性化のトリガーとなっている可能性を念頭に空間発現解析による検
証を進めたい。

研究成果の概要（英文）：We conducted a precise pathological mapping and multiregional sequencing 
analysis on a surgically resected pancreas to identify characteristics of IPMN that may lead to 
invasive cancer. We marked the specimens into different components with varying histological grades 
and epithelial subtypes. Each region, including microscopic lesions in the normal-looking pancreas, 
underwent targeted sequencing, enabling us to estimate clonal relatedness and spatial distribution 
in each area using minimal mutation markers. Our goal is to investigate the mechanisms behind 
malignant transformation by increasing the histological grade of neoplastic lesions and performing 
spatial expression analysis to identify any factors that cannot be explained by a few driver 
mutations.

研究分野：消化器（外科）

キーワード： IPMN　膵癌　病理マッピング　ゲノムプロファイリング　Visium空間トランスクリプトーム解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膵管内乳頭粘液性腫瘍を含む膵嚢胞性疾患は膵癌の危険因子とされるが、その多くが臨床的には良性と考えられ
る。本腫瘍の悪性化機構の理解を通じて悪性化しやすい病変の特性を定義することは、膵癌の早期診断はもとよ
り、外科切除の適応と時期を適切に判断する根拠を提示し、このことは国民の健康福祉の観点から大きな意義が
ある。

※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 

 

 膵管内乳頭粘液性腫瘍（以下、IPMN）の臨床的終末像は浸潤癌であり、囊胞自体が癌化する
「由来癌」と、嚢胞とは独立して発生する「併存癌」に分類されてきた。本来、これらに対して
別個の対策が設けられるべきであるが、IPMN を有する膵に浸潤癌が発生した場合、臨床病理学
的に両者を鑑別することはしばしば困難である。この問題を解決するため、我々は先行研究にお
いて IPMN 関連膵癌の詳細な病理マッピングと多領域分割シーケンスにより、発癌の初期段階
で腫瘍の進化方向に分岐が生じ浸潤癌が発生する第三のタイプが存在することを発見した
（Gastroenterology 2019）。このタイプを Branch-off type と名付けたが、IPMN の初期クロー
ンが段階的に進化し浸潤癌へ至る Sequential type や初期クローンとは完全に独立した他の多
中心性発生したクローンを母地とする De novo type と比較し、無再発生存期間の有意な延長を
認め、他の２タイプとは異なる分子機構を有する可能性がある。 

 

 IPMN が実質浸潤を起こし始める段階において、上記３タイプの進展パターンがどのような
頻度で膵内に分布しているのか、未だ十分に理解されていない。また、肉眼的に単一とみなされ
る IPMN 病変がどのようなクローンを背景にいわゆる「浸潤の芽」を生み出すのか？ドライバ
ー変異の発生する順列により、形質や悪性度に差が生じるのか？も未解決である。このように、
IPMN 治療ならびに発癌サーベイランスを効果的に行うためには、潜在的に悪性度の高い病変
の特性を明らかにする必要がある。 

 

 

２．研究の目的 

 

 本研究では、浸潤癌を含まない IPMN 症例に解析の対象を拡大し、これらの遺伝子変異・発
現情報を得て「浸潤癌を発生しやすい IPMN」の特徴を明らかにすることを目的とした。これま
で申請者自身が進めてきた研究対象を浸潤癌に至る前段階の IPMN へ拡大することで、浸潤癌
が発生しやすい IPMN の特徴を明らかに
する。具体的に、以下の三つの課題解決を
目指した（右図参照）。 

 

• 上皮内病変が実質浸潤を起こす早
期段階において、Sequential type

と定義した癌の芽が、IPMN 病変
のどの「領域」に帰属するか？ 

• 浸潤要素を持たない IPMN 切除膵
において、De novo 及び Branch-

off type と定義した発癌ルートで
説明される癌の芽（=浸潤癌へ移行
しうる high-grade dysplasia）が、
どのように分布するのか？ 

• GNAS 変異が KRAS 変異に先行す
る病変の存在率と、その潜在的な
浸潤リスク 

 

 このようなアプローチにより、浸潤癌への進展リスクに基づく適切な IPMN のサーベイラン
スや、外科切除の至適なタイミングを明らかにすることを目指した。 

 

 

３．研究の方法 

 
 先行研究で提唱した IPMN 関連浸潤癌の進化ルートに関するより詳細なデータを得るため、
IPMN 患者の外科切除材料を用いて、以下の方法により膵内でのがん進化ネットワークの可視化
を試みた。 
 
 多段階発癌の理論に基づくと、遺伝子変異の蓄積によって段階的に浸潤癌が形成されること
が予測されるが、アレル不均衡やエピゲノム異常に関連する発現情報を加味することで、浸潤癌
や転移形成に進化しやすい非浸潤性 IPMN、ならびに由来となった初期クローンの特徴が明らか
となる可能性がある。このため、IPMN 外科切除材料の病理組織像を詳細に見直し、腫瘍の悪性
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化に関わるであろう関心領域を選定し、以下の 3 つのアプローチによる解析を行った。 
 
①IPMN切除材料における詳細な病理マッピング 
 上皮内成分のうち異型度（Baltimore コンセ
ンサス分類に基づく）や上皮亜型の異なるコン
ポーネント、微小浸潤部（移行部）、さらに肉眼
的正常膵に分布する微小病変や膵管内播種が想
定される病変（右図参照）をマーキングし、MUC
タンパクの発現や p53 や SMAD4 を始めとする癌
抑制遺伝子のタンパク発現を解析した。 
  
②Multi-region sequencing によるゲノムプロファイリング 
 ①で指定された関心領域より FFPE
材料を用いて拡散抽出を行い、複数の
膵癌関連遺伝子変異とコピー数異常を
検出・定量するカスタムパネル（Ion 
AmpliSeq）による変異プロファイリン
グを行った。 
 
③空間発現解析 
 ①②において組織学的異型度と変異プロファイリングを行った関心領域について、浸潤先進
部と考えられる各上皮亜型の代表的なサンプルを厳選し、Visium 空間トランスクリプトーム解
析を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
 IPMN関連膵癌の切除標本を用い（n=107）、異なる上皮亜型（胃型、腸型、胆膵型、オンコサイ
ト型）の分布を調べた。66％に単独、34％に複数の上皮亜型が混在することが分かった（文献 1）。
また、全体の 83%で胃型形質が確認され、上皮亜型が混在するタイプにも多く観察された。上皮
亜型の混在が見られた例において、遺伝子変異をトレースした結果を用いて「progressive」
「divergent」「independent」の 3タイプに分類したところ、前者 2 つにおいて低異型度の胃型
病変をベースとした多様性進化が多く観察されること、また「progressive」では腸型へ、
「divergent」では胆膵型へのシフトが生ずる傾向が見られた。また、「independent」タイプで
は各上皮亜型の高異型度病変がランダムに発生していた。 
 
 次に胃型からその他の上皮亜型へのシフトがどのように生ずるのかを同様に検証した。GNAS変
異はヒト IPMN の 40-70％に認められ、その割合は特に腸型において高い。そこで胃型及び腸型
亜型が混在する例において、転写因子 CDX2 と MUC2 のタンパク発現、さらに Alcian Blue 染色
による硫酸基を含む粘液多糖類の産生を組織学的に確認したところ、IPMN標本において GNAS 変
異を有する腫瘍では胃型から腸型への移行部分において CDX2、MUC2、Alcian Blue の順に発現上
昇が確認され、変異型 GNAS による胃型から腸型への進化促進の可能性が資されてた（文献 2）。
また、一方で IPMN の一部で Peutz-Jeghers 症候群の原因遺伝子である STK11/LKB1 の発現低下
が見られることが報告されていることから、IPMN 切除標本を STK11 免疫染色により評価したと
ころ、同タンパク発現低下を有するサブセットが全体の約 14%にみられ、その約 6 割に STK11 の
機能欠失型変異を認めた。これら STK11 の発現異常を有する IPMN のほとんどの例で KRAS また
は BRAF 変異を伴っていたが GNAS 変異例はなく、その多くが胆膵型またはオンコサイト型の形
質を有し、予後不良な患者集団に集積する異常であることが分かった（文献 3）。 
 
 現在、同一の腫瘍関心領域から特に浸潤先進部と考えられる領域を選別し、Visium 空間トラ
ンスクリプトーム解析を行い、遺伝子変異の分布との対比を進めている。 
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