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研究成果の概要（和文）：我々は、ヒト膵胆道系腫瘍において、様々な癌の生物学的悪性度とムチン抗原の発現が密接
に関連していることを報告してきた。今回、我々が開発した新規メチル化解析法(MSE法)を用いて主に膵液の解析を行
ったところ、予後不良の膵管癌と予後の良い腫瘍とが鑑別できる可能性が示唆された。また生検検体でのムチン抗原発
現と予後等が相関していることも見いだした。以上、膵液や生検組織等でのムチン検索が、膵胆管型腫瘍での組織型や
予後予測に役立つことを示し、早期発見や治療等の臨床応用に役立つ可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：We had reported that expression profiles of mucins are closely associated with 
biological behavior of human pancreatobiliary neoplasms. We tried to analyse of clinical human samples, 
especially pancreatic juices used by a new method, MSE (methylation specific analysis) developed by us. 
This new tool has a potential for the application to possibility of distinguishing tumor between the 
pancreatic tumors with better prognosis or worse prognosis. In addition, we have found that expression 
profiles of mucin in EUS-FNA specimens are associated with biological behavior. Thus, analyses of mucin 
expression in pancreatic juice or EUS-FNA specimens are useful for pathological diagnosis and/or 
patients' treatment.

研究分野： 医歯薬学
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１. 研究開始当初の背景 
 

膵癌ならびに胆管癌は、予後不良な悪性腫瘍
の一つである。画像診断が発達した今日にお
いても早期発見どころか、治癒を望める段階
での診断も困難であり、膵胆管系腫瘍自体が
高い悪性度を有し早期より浸潤・転移を来し
やすいことなど、複合的要因が考えられる。
一方で、膵・胆管系においても癌と類似した
像を呈する腫瘍様病変あるいは良性腫瘍が
存在するが、他臓器と比較すると、手術前に
病理学的な質的診断を得ることが困難であ
る。それゆえ、侵襲性の高い手術が必要であ
るか、縮小手術の適応であるか、あるいは、
経過観察でよいか、の判断に難渋するのも膵
胆管系の腫瘍の特徴である。さらに、その解
剖学的位置のため、根治的治療である外科的
治療は侵襲が大きく難易度も高く、多大な侵
襲が伴い長期の闘病生活を余儀なくされる
ことが多い。その間の患者本人の身体的・経
済的負担は大きく、それを支える家族の心理
的・経済的負担も大きい。また現在では手術
療法単独ではなく、放射線療法や化学療法も
加えた集学的療法も行われており、予後の改
善が図られているが、他臓器に比較して依然
予後は不良である。そのため、膵胆管系腫瘍
の早期診断あるいはその予後因子の確定が
望まれている。 
 
２. 研究の目的 

 
 難治性腫瘍である膵胆管系腫瘍であるが、
早期発見・早期診断ができれば有効な治療を
積極的に行い予後の改善は見込まれる疾患
群である。本研究では、膵胆管系腫瘍の予後
因子であるムチン抗原発現の検討を基盤と
し、膵液や胆汁などの術前生検材料等の解析
と切除検体を対比し、ムチン抗原発現解析が
腫瘍の質的診断や早期診断に応用可能であ
ることを明らかにする。ムチン抗原の発現状
況を、多数の膵胆管系腫瘍組織において免疫
組織化学的に比較・検討し、その応用可能範
囲を詳細に検索するとともに、組み合わせ評
価も行う。加えて、膵液や胆汁中のムチン性
糖蛋白、ムチン発現に関連する mRNA、
mRNA 発現の制御に関わっているムチン遺
伝子のプロモーター領域におけるエピジェ
ネティクス変化等を総合的に検索したデー
タを蓄積する。最終的には、手術適応や術 
式選択等に直結したマーカーとしての確立
を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
(1)膵液等からの各ムチンコア蛋白遺伝子の
mRNA 検出ならびにムチン蛋白の検出 
 膵胆道系腫瘍患者の、術前あるいは摘出検
体から膵液や胆汁液を採取した。また比較対
象として、非腫瘍性疾患(膵胆管合流異常や
胆管炎など)患者から得られた組織も採取し

た。採取後、 mRNA を抽出し高感度の定量
Real-time PCR 法を用い、各種ムチンコア蛋
白のmRNAに関して解析を行った。また、ELISA
や Western blotting 等も行い、ムチン蛋白
の検出も試みる。同時に DNA 抽出も行い、次
項のメチル化状態の検討に用いる。既に培養
細胞上清からの mRNA 検出を行っており、陽
性対象として使用した。試験的に行った数例
の解析では、全例ではないが mRNA あるいは
DNA の抽出ならびに解析に成功している。な
お、摘出標本本体でのムチン発現並びに予後
データ等も併せて比較検討し、腫瘍の質的診
断を反映しているかどうかは研究代表者・分
担者で判断した。 
 
(2)ムチンコア蛋白遺伝子 DNA プロモーター
領域のメチル化状態の検討 
 我々は培養膵癌細胞を用い、MUC1、MUC2、
MUC4、MUC5AC 等のムチン発現が、プロモータ
ー領域のメチル化によって規定されている
ことを明らかにしてきた。今後は実際の臨床
材料を対象として、人体内での DNA メチル化
状態を検討した。共同研究者である横山は、
従来までの検出限界 5％を超える 0.1％の感
度を有する新規DNAメチル化解析法:MSE解析
法(特許出願中)を開発した。この解析法によ
り、少量の膵液あるいは胆汁液でも解析が行
えるようになり、MUC1, MUC2, MUC4、MUC5AC
に重点を置き DNA メチル化解析を行った。 
 
 (3)病理組織標本の解析 
 本研究期間内には、主として超音波エコー
ガイド下膵生検組織を用いてムチン抗原発
現の検索を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 膵液でのムチンコア蛋白遺伝子の mRNA、

DNA プロモーター領域のメチル化状態発
現の検討結果 

浸潤性膵管癌、膵管内乳頭粘液性腫
瘍(IPMN)、非腫瘍性組織を用いて検
討を行った。 

 
 
 
 

 

 
 

 
 



図 1 膵液の解析と切除組織での比較検討 
 各種ムチンコア蛋白の膵液での発現と膵
組織での発現には相関が認められた。また
MSE 法によるバンドは、各組織型で異なった
発現パターンを示していた。 
 
 図 1に示した通り、膵液での解析と切除膵
での検討は相関があり、膵液の解析を行うこ
とで病理組織学的診断を推測しうる可能性
があることを示した。 
 
(2) EUS-FNA 検体での検討結果 

 
 
図 2 EUS-FNA 検体での免疫組織像 
A. HE, B. MUC1, C. MUC2, D. MUC4, E. MUC5AC, 
F. MUC6, G. MUC16, 細胞質陽性例, H. MUC16, 
細胞膜のみ陽性例 
 
 EUS-FNA 検体を用いて各ムチンコア蛋白に
対する免疫染色を行った。図2に示すように、
切除検体と同様の染色態度を示した。 
 
また、免疫染色でのムチン発現と臨床病理学
的事項との関連について検討した。図 3に示
すとおり、MUC1, MUC4, MUC5AC は早期の状態
から高率に発現していた。MUC2 は殆ど発現が
認められなかった。MUC6 は病期の進行と共に
発現が減少し、MUC16/CA125 の特に細胞質陽
性例は病期の進行とともに発現が増加して
いた。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 各病期におけるムチンコア蛋白の発現
率 
A. MUC1, B. MUC2, C. MUC4, D. MUC5AC, E. 

MUC6, F. MUC16 発現例(細胞質と細胞膜
双方), G. MUC16 細胞質発現例 

 
 
 
 

 
 
 

 

 
 
 
 

 
図 4 進行癌(stage III と IV)における
MUC5AC 発現の生存曲線 
 
図 4に示すとおり、浸潤性膵管癌から採取さ
れた EUS-FNA 検体の MUC5AC 発現群では予後
が良好であった。 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
図 5 全症例におけるMUC16 発現の生存曲線 
 
 浸潤性膵管癌から採取されたEUS-FNA検体
で MUC16が発現している症例では予後が不良
であった。 
 
以上、膵液あるいは EUS-FNA 検体といった術
前検体によって、膵腫瘍の組織型や予後予測
ができる可能性を示した。 
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