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rds the prognosis improvement of a biliary tract cancer
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研究成果の概要（和文）：胆道癌材料を用いたclaudin-18, mapsin, p53の免疫染色を行い、その評価を行った。その
結果、いずれの交代も腫瘍部での良好な染色性を示した。3抗体の組み合わせで腫瘍・非腫瘍を判別可能であることが
確認された。胆道癌細胞株を用いた実験では、claudin-18が増殖・浸潤に関与するシグナル伝達系で調節を受けている
事、その発現が細胞株の増殖能、浸潤能に関与している可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：We exam the expression of claudin-18, maspin and p53 in biliary tract cancers, and
 benign biliary epithelium using immunohistochemistry and complex statistical analysis.e fhound that the a
bove panel was sensitive and specific for differentiating in situ and invasive lesions from reactive bilia
ry epithelium. In biliary cancer cell-lines, gene knockdown of claudin-18 suppressed tumorigenicity,invasi
ve capability and tumor-initiation of cancer cells.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

日本における胆道癌(胆嚢癌・肝内胆管

癌・肝外胆管癌・乳頭部癌)の年間罹患患者

は 1.8 万人、年間死亡者数は 1.6 万人、部

位別がん死亡数では国内 6番目である。胆

道癌は発生頻度が低い癌であったが、日本

を含む先進国では増加傾向にある。その罹

患数と死亡数はほぼ同数であり、膵癌と並

びきわめて予後不良な癌腫である。しかも、

この 30 年間で治療成績に大きな改善は得

られていない。外科的な完全切除が重要な

予後因子であることから、少量かつ

artifact の加わった生検材料による早期

診断の精度が更に向上することが望まれて

おり、診断・治療に寄与する胆道癌に特異

的な診断マーカーの確立は急務かつ最重要

課題である。本研究ではその有力候補とし

てclaudin-18およびmaspinの解析を行う。 

 膜貫通タンパク質claudinは、上皮系細胞

間に形成されるタイト結合関連タンパク質

であり、細胞間隙の物質透過性制御(バリア

機能)や細胞極性維持(フェンス機能)、シグ

ナル伝達や受容体としての機能を担い、上

皮組織固有の生理機能に極めて重要な分子

である。近年、膵癌手術材料の網羅的解析

により、claudin-18が上皮内腫瘍性病変を

含め膵癌の診断マーカーおよび予後因子と

なりうることが報告された(Am J Surg 

Pathol, 2008;32:188-196)。申請者らは、

以前よりタイト結合に注目した解析を進め

ており、ヒト膵癌細胞株およびヒトテロメ

ラーゼ逆転写酵素(hTERT)遺伝子導入正常

膵管細胞を用いたclaudin-18の発現調節機

構について報告した(業績4)。最近では、申

請者とKuopio大学(Finland)のY. Soini教

授が行った膵癌手術材料および生検材料を

用いた共同研究から、claudin-18が診断感

度・特異度ともに高く、膵癌細胞のマーカ

ーとなりうることを確認した。 

申請者は膵臓と器官発生の部位が近接する

正常胆管上皮および胆管癌においても、

claudin-18 は同様の発現調節を受けてい

る可能性が高いと考えた。予備的検討とし

て、肝内・肝外胆管癌で claudin-18 免疫染

色を行い、選択性高く病変部が陽性になる

事を複数症例で確認した。2011 年に他のグ

ループから胆管癌において claudin-18 が

陽性となるとの報告がなされた(Virchows 

Arch, 2011;459:73-80)が、腫瘍性病変を主

体とした検討であり、臨床上重要となる正

常上皮や炎症性変化との比較、生検材料を

用いた有用性の検討はいまだ十分とは言え

ない。 

近年、Mammary specific serpin(以下 

maspin)の免疫染色が膵癌の診断に有用で

あることが報告され(Clin Cancer Res 

2001;7:812-817)、一部施設では実診療で診

断補助にも利用されている。胆道癌生検材

料でも、診断に苦慮する場面では、maspin

の免疫染色が行われる事がある。しかし、

胆道癌における maspin の染色態度を評価

した報告はごく少数であり、生検材料を用

い診断マーカーとしての有用性を検討して

いる研究は、現在まで報告されていない。

maspin は、正常乳腺上皮で同定された

serpin family に属する serine protease 

inhibitor で、細胞質および核内に存在す

る。発現は乳腺に特異的ではなく、乳癌・

大腸癌・前立腺癌などでは、maspin が核内

に存在することで、浸潤・転移を抑制する

ことが明らかとなっている。胆道癌におい

ても局在と腫瘍の性質に関連があることが

示唆されるが、未報告である。 

 

２．研究の目的 

これまでの背景と申請者らの研究成果を

踏まえ、本研究では 

・ 胆道癌手術材料における claudin-18、

maspin および他の診断マーカー候補の

免疫染色を行い、局在を含む発現様



式・態度を解析することで、診断マー

カーとしての有用性を評価する。また、

両者をパネルとして併用した場合の有

用性についても評価する。 

・ ヒト正常胆嚢上皮細胞培養法を確立し、

正常上皮細胞と胆道癌細胞株における

claudin-18、maspin の発現調節機構の

解析を行う。更にさまざまな条件下で、

正常上皮細胞と癌細胞の細胞遊走能・

浸潤能・増殖能・造腫瘍能・転移能の

変化を比較検討することにより、

claudin-18、maspin の発癌および癌悪

性化への関与について明らかにする。 

・ 胆道癌生検材料に対して、claudin-18、

maspin の免疫染色を行い、発現様式・

態度を解析する。生検材料・手術材料

を症例ごとに対応させて、診断マーカ

ーとしての妥当性、予後予測因子とし

ての有用性を評価する。 

以上によって、胆道癌の診断精度の更な

る向上に貢献し、予後改善に寄与する事を

目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 手術材料・生検材料を用いた免疫組織

化学的検討 

・ 胆嚢癌、肝内・肝外胆管癌の手術症例を

集め、claudin-18、maspin, p53の免疫

染色を行い、腫瘍・非腫瘍それぞれにつ

いて陽性強度・面積をスコア化する。特

に、炎症反応が高度な領域を含む非腫瘍

成分と上皮内腫瘍性病変(BilIN)を含む

腫瘍成分に注目し、両者間での差異を検

討する。 

・ 正常上皮での免疫染色の結果と比較し、

得られる感度・特異度から診断マーカー

としての有用性、他の診断マーカーと比

較した優位性を明らかにする。

claudin-18、maspinをパネルとして併用

した場合の有用性についても評価する。 

(2) 各種胆道癌細胞株における

claudin-18、maspinの発現比較、発現調節

機構の解析 

・ 癌細胞株を各種サイトカインや増殖因

子、物理的ストレス負荷などで刺激し、

claudin-18、maspin の発現誘導または

抑制に関与する物質・刺激を検索する。 

(3) claudin-18 の発癌過程、癌悪性化へ

の関与の解析 

・ claudin-18、maspin をsiRNAによるノッ

クダウンあるいは発現ベクターによる

強制高発現系を用い、発癌過程や癌悪性

化への関与を解析する。ヌードマウスを

用いたin vivo 造腫瘍能・転移能の変化

を解析する。 

 

４．研究成果 

(1) 手術材料・生検材料を用いた免疫組織

化学的検討 

 胆道癌切除材料を用いてclaudin-18, 

maspin, p53の免疫染色を実施した。いずれ

の抗体も腫瘍部での良好な染色性を示した。

3種の抗体を組み合わせることで、感度、特

異度ともに高く、腫瘍・非腫瘍を判別可能

であることが確認された。更に、claudin-18

とmaspinの二重免疫染色を実施した。二重

免疫染色は腫瘍/非腫瘍の鑑別方法として

有用である可能性が示唆された。 

 

(2) 胆道癌細胞株での各種刺激における

claudin-18, maspinの発現変化を検討した。

maspinは各種刺激に対して、顕著な発現変

図 1. 肝外胆管癌の浸潤部。(A)claudin-18 免疫
染色では細胞膜に強陽性、(B)maspin 免疫染色で
は核・細胞質に強陽性となる。 

A B 



化は確認されなかった。claudin-18はEGF, 

TFGβ等により著明な発現増加が確認され

た。また、DNAの脱メチル化剤処置により、

claudin-18の発現は増加した。maspinに変

化は見られなかった。阻害剤による実験で

は、claudin-18の発現調節には ERK1/2の活

性化の関与が示唆された。 

(3) claudin-18 の発癌過程、癌悪性化へ

の関与の解析 

Claudin-18 のノックダウンにより、細胞株

における増殖能、浸潤能が抑制される事を

確認された。また、ヌードマウスを用いた

in vivo 造腫瘍能を確認したところ、

claudin-18 のノックダウンにより造腫瘍

能が抑制される事を確認した。 

 

＜まとめ＞ 

本研究により、claudin-18, maspin, p53

を併用することで、感度、特異度ともに高

く、胆道上皮と胆道癌が判別可能であるこ

とが明らかとなった。更に症例を加えて診

断への有用性を確認する予定である。また、

胆道癌細胞株の実験において、claudin-18

が増殖能などに関与することが示唆された。

今後は、その調節機構や claudin-18 を標的

とした増殖抑制の可能性などについて検討

していく予定である。 
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