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研究成果の概要（和文）：肝内胆管癌の前癌病変の一つとして考えられている、biliary intraepithelial neoplasia(
BilIN)におけるLI-カドヘリンおよび胃腸型の粘液形質発現頻度は異型度が高くなるにつれ有意に高くなることが判明
した(p<0.001)。ロジスティック回帰分析により、LI-カドヘリン陽性病変群とBilIN高異型度病変群の間に有意な相関
が認められた(オッズ比 25.9, p=0.002)。ELISA法による血清LI-カドヘリン値測定検出症例は、全例進行例であった。
LI-カドヘリンは前癌病変からの関与が示唆された。一方、血清診断では進行症例のマーカーになる可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：In the present study, immunohistochemical analysis demonstrated that stepwise incr
ease in LI-cadherin expression and incidence of gastrointestinal phenotype (one of mucin phenotypes) was o
bserved with increasing the grade of biliary intraepithelial neoplasia (BilIN) (p<0.001). Logistic regress
ion analysis revealed that the high grade BilIN (BilIN-2/3) was the only independently significant factor 
associated with LI-cadherin expression (odds ratio 25.9, p=0.002). The serum level of LI-cadherin was dete
cted in 3 patients from patients with 14 intrahepatic cholangiocarcinoma (ICC). These 3 patients were TNM 
stage III in 1 case and TNM stage IVB in 2 cases. The results in this study suggest that the expression of
 LI-cadherin and gastrointestinal phenotype in high grade BilIN may be a serious lesion in the multistep p
rocess of ICC carcinogenesis, while the serum detection of LI-cadherin in ICC may be a marker for predicti
ng late-stage disease.
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１．研究開始当初の背景 
 肝内胆管癌はわが国おいて年々増加して
おり、その予後は肝細胞癌と比べて不良であ
る。肝内胆管癌の予後改善のためには、発癌
過程を理解し、早期診断法の確立を目指すこ
とが重要である。最近、胆管上皮内異型病変 
biliary intraepithelial neoplasia (BilIN) 
という概念が提唱され、細胞異型の程度から、
BilIN-1, 2, 3 の 3 段階に分類されている。
BilIN は肝内胆管癌の先行病変の一つとし
て注目されているが、新しい概念であり詳細
な解析は進んでいない。 
 一方、我々はカドヘリンスーパーファミリ
ーに属する LI-カドヘリンの肝内胆管癌 
(進行癌) における重要性を報告してきた 
(Takamura et al. Int J Oncol, 2010)。関
連分子を含めた LI-カドヘリンの BilIN に
おける発現解析は、本疾患の発癌過程の理解
をする上で重要であると考えられる。また、
カドヘリンはその細胞外領域がプロテアー
ゼにより切断され周囲に放出されるシェデ
ィングという現象を起こすことが知られて
いる。LI-カドヘリンも同様にシェディング
されることを予備的検討で確認しており、そ
の切断断片を検出することで、本疾患におけ
るバイオマーカーとしての可能性も検討す
ることができると考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、BilIN を用いて肝内胆管癌の発
癌過程における LI-カドヘリンおよび関連
分子の発現解析を行い、本分子の役割を解明
する一方、ELISA 構築の前段階として、シェ
ディング誘導剤による切断部位の同定を行
う。最後に ELISA 法で血清 LI-カドヘリン値
測定を行い、肝内胆管癌バイオマーカーとし
ての有用性を検討することである。 
 
３．研究の方法 
(1) BilIN における LI-カドヘリンおよび関
連分子の発現解析 
 BilIN はもともと肝内結石症でみられる
異型上皮を対象として提唱された概念であ
るが、我々は予備的検討で、肝内結石を伴わ
ない肝内胆管癌でも同様な病変が存在する
ことを確認した。対象は肝内結石非合併肝内
胆管癌 16 症例で、168 病変の肝内胆管異型上
皮 (reactive change 42 病変、BilIN-1 10
病変、BilIN-2 40 病変、BilIN-3 76 病変) で
ある。 BilIN 分類別に LI-カドヘリンおよ
びその関連分子 (発現制御分子として報告
されている CDX2)、粘液形質関連分子、p53、
Ki-67 の発現を免疫染色法により解析した。
LI-カドヘリンは対象病変の 5%以上染色され
た病変を LI-カドヘリン陽性病変とした。他
の分子は既報にならい評価した。 
 
(2) シェディングによる LI-カドヘリン切
断部位の同定 
 シェディング誘導剤 TPA 添加後の LI-カ

ドヘリン高発現培養細胞株より、シェディン
グ後に残った細胞内領域側を免疫沈降法で
濃縮し、エドマン分解法によって N 末端アミ
ノ酸配列解析を行った。 
 
(3) LI-カドヘリン断片を検出するための 
ELISA の構築と測定の臨床的意義の検討 
 肝内胆管癌症例 (2011 年から 2014 年まで
の当院における 12 症例で、男性 8名、女性 4
名、平均年齢63.8歳) の血清を用いて ELISA 
法による測定を行った。測定値は症例の臨床
病理学的データをもとに解析し、その臨床的
意義を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) BilIN 分類別の LI-カドヘリンおよび関
連分子の発現解析 
 LI-カドヘリン陽性病変の割合は、
reactive change (1/42=2.4%) 、 BilIN-1 
(0/10=0%)、BilIN-2 (9/40=22.5%)、BilIN-3 
(35/76=46.1%) と、異型度が高くなるにつれ
有意に上昇することが判明した (p<0.001)。
粘液形質に関しては、胃型、胃型形質に MUC2 
または CDX2 発現が加わる胃腸型、Null 型は
みられたが、腸型はみられなかった。胃型は
reactive change (21/42=50%) 、 BilIN-1 
(4/10=40%)、BilIN-2 (28/40=70%)、BilIN-3 
(44/76=57.9%) と全ての群で高頻度にみら
れたが、胃腸型は reactive change (0/42=0%)、
BilIN-1 (0/10=0%)、BilIN-2 (5/40=12.5%)、
BilIN-3 (20/76=26.3%)と異型度が高くなる
につれ頻度が高くなることが判明した 
(p<0.001)。逆に Null 型は胃腸型と逆の傾向
を示した。一方、p53 蛋白過剰発現頻度や
Ki-67 標識率は、低異型度病変群 (reactive 
change/BilIN-1) に比し高異型度病変群 
(BilIN-2/3) で、有意に上昇していることが
判明した (p<0.001) (図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 単変量解析では、LI-カドヘリン陽性病変
は陰性病変に比して、BilIN-2/3 (97.8 vs. 
58.5%, p<0.001)、胃腸型 (28.9 vs. 9.8%, 
p=0.006)、CDX2 陽性病変 (26.7 vs. 7.3%, 
p=0.002) が有意に多かった。ロジスティッ

(図 1) BilIN 分類別の Ki-67 標識率 



ク回帰分析では、BilIN-2/3 が LI-カドヘリ
ン陽性病変との間に有意な相関が認められ
た (オッズ比 25.9, p=0.002)。 
 
(2) シェディングによる LI-カドヘリン切
断部位の同定 
 解析当初得られたサンプルでは、解析不能
であった。原因として、①サンプルの純度の
問題、②N 末端アミノ酸がブロックされてい
ることなどが考えられた。①については、ケ
ラチン等の人為的なコンタミネーションを
さけるために試薬や器具を配列解析専用と
し、サンプルの高純度化をはかり、②につい
ては、デブロッキング処理を行うことで再解
析したが、配列の決定が困難であった。 
 
(3) LI-カドヘリン断片を検出するための 
ELISA の構築と測定の臨床的意義の検討 
 血清LI-カドヘリン値は12症例中3症例で
検出された。3 症例の内訳は、男性 1 名、女
性2名、平均年齢62.3歳、平均腫瘍径3.0cm、
TNM 分類 (UICC7th) III 期 1 例、IVB 期 2 例
であった。血清 LI-カドヘリン値検出症例と
非 検 出 症 例 の 生 存 率 の 2 群 比 較 
(Kaplan-Meier 法) では、2 群間に有意差は
みられなかった (Log-rank検定 0.594)。種々
の臨床病理学的因子とのカイ 2 乗検定では、
有意差のみられた因子はなかったが、検出例
は全例進行例であった。 
 
(4) 考察と今後の展望 
 本研究により、細胞増殖能が高い BilIN 高
異型度病変群 (BilIN-2/3) は、p53 蛋白過剰
発現・腸型形質への形質転換・LI-カドヘリ
ン発現を経た病変が浸潤癌へ移行していく
ことが推定され、LI-カドヘリンの前癌病変
からの関与が示唆された。 
 シェディングによる切断部位の同定が困
難であった原因として、修飾アミノ酸の存在
や蛋白質N末端の不均一化などがあげられた。
今後、MALDI-TOFMS を用いた N 末端アミノ酸
配列解析等新たな解析の検討が必要であろ
う。 
 血清診断に関しては、早期症例ではなく、
進行症例を予知するマーカーになりうる可
能性が示唆されたが、現段階では少数例での
検討であり、今後多数例での検討を行う必要
がある。 
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