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緒緒  言言  

 
膵癌の 5年生存率は未だ 15％に満たず、極めて予後不良である。膵癌に対して唯一根治が望める治療は外科的切除
であるが、切除例の 5 年生存率も 20～40％と満足できるものではなく、局所治療としての手術だけでは膵癌の治療  

成績向上は不可能である。また、膵癌は組織内の不均一性（heterogeneity）が強く、炎症細胞浸潤や間質組織量も個々
の腫瘍で大きく異なる。これらの背景から、膵癌の臨床的特徴も多様性に富み、どの膵癌に対しても一様な治療では  

予後改善のためには不十分である。これまでの当教室での臨床経験から、膵癌の術後進行再発形式は「局所進展タイプ」

と「遠隔転移タイプ」に二分されると考えている。現在主流である術前治療のうち、化学療法は遠隔転移も含む全身に

対する腫瘍制御を目的としているが、化学放射線療法は局所制御により重点が置かれている。したがって、それぞれの

集学的治療の性質が異なることから膵癌の進展タイプに応じた治療選択が個々の症例に応じて適切に選択されること

が膵癌の予後改善に必要不可欠である。 
これまでに様々な癌の上皮間葉転換（epithelial to mesenchymal transition：EMT）が積極的に研究されてきて   

いる。EMT は細胞が上皮の性質を失い、間葉としての性質を新たに得るメカニズムであるが、癌の浸潤・転移に    

おいて極めて重要である。これまで当教室では、消化器癌における EMT の臨床的意義を報告してきた［1，2］。    

これらの研究成果より、消化器癌はEMT status（上皮系腫瘍か間葉系腫瘍か）により分類可能で、間葉系腫瘍は予後
不良であることを見出した。また、膵癌の発癌・進展に関わる遺伝子の中で、TGF-βシグナル伝達に関与する    

SMAD4 の発現が抑制されている腫瘍は遠隔転移を生じやすく、EMT status とも強い相関を認めることを報告した
［3］。さらに、EMT status の強力な調節因子でもある LOXL2 が膵癌の予後と関連することも最近の研究で       

明らかにした［4］。 
解剖学的に組織採取が困難である膵癌のバイオマーカーについて、血液などによる非侵襲的マーカーが切望されてき

た。さまざまな癌種において、血中に分泌される分子を利用する腫瘍マーカー検査（CEA、CA19-9など）は日常臨床
で広く普及し、陽性例においては癌の進行や治療効果を知るための重要な検査である。しかし、癌の早期診断や    

生物学的特性の評価を目的とする検査としては不十分である。近年は腫瘍から血中に分泌される核酸を利用する試みも

されており、我々も膵癌、食道癌において血液中のmicro RNAおよび血液中エクソソーム由来のmicro RNAの解析
による生物学的特性を報告した［5］。 
血小板は腫瘍からタンパク質やRNA分子を取り込むことが最近の研究で明らかになり、さらに腫瘍の増殖や転移に
も関与する可能性も指摘されている。ある種の癌細胞は血小板凝集を惹起し、次のような機序で癌の増殖や転移を促進

すると考えられている［6］。1．活性化血小板から放出されたTGF-βにより、上皮系の癌細胞にEMTが生じることで
浸潤能が亢進する。2．血流中の活性化血小板が癌細胞に粘着し、ずり応力や免疫細胞から癌細胞が保護される。    

3．血管外浸潤の足場となる。4．活性化血小板から放出された血管新生因子や増殖因子が、腫瘍血管新生や癌細胞の  

増殖を促進する。つまり、循環血漿中に多量に存在する血小板は癌組織と相互に作用し、性質の異なる癌においては  

腫瘍によって影響を受けた血小板も異なる分子的特徴を持つことになると考えられる。最近、この tumor-educated 
platelets（TEP）を癌の診断に応用したと報告されており、担癌患者においてもEMT statusを含めた癌の性質を反映
する鏡となる可能性が示されてきている［7］。また、血小板は血液中に多量に含まれるため、これまで積極的に    

行われている循環血漿中の遊離癌細胞を用いた癌のタイプ診断よりも高い精度を得られる可能性がある。 
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本研究では、膵癌患者から採取された採血検体を用い、TEP 中の網羅的遺伝子解析を行うことで腫瘍特異的かつ、
局所進展タイプの膵癌および遠隔転移を有する膵癌それぞれに特徴的な変化を抽出し、EMT statusとの関連を活用し
た新たな TEM 関連バイオマーカーを開発し、非侵襲的に膵癌術前タイプ別分類を可能とすることを最終的な    

目標とした。 
 

方方法法とと結結果果  

 
11．． 膵膵切切除除症症例例かかららのの術術前前血血小小板板検検体体採採取取  
当科で膵癌をはじめとする膵疾患に対して手術を含む集学的治療の予定となった患者から以下の手順で     

多血小板血漿および血小板ペレットを抽出した。 
1） EDTA 2K 添加採血管 5mL 容量２本に血液を採取し、室温・800 RPM、20 分で遠心して多血小板血漿    
（platelet rich plasma：PRP）として上澄みを回収した。 

2） PRPを 1.5 mLチューブに分注し、室温・400 g、20分で遠心して上清を破棄し、0.8％ EDTA 2K添加 PBS  
1,000μLを加え、充分に撹拌後、室温・900 g・5分遠心を行った。 

3） 遠心後の上清を破棄し、再度 0.8％ EDTA 2K添加PBS 1,000μLを加え、充分に撹拌後、室温・900 g・5分  

遠心を行った。 
4） 上清を破棄し、得られた血小板ペレットは EDTA 非添加 PBS 100μL を加え、撹拌・スピンダウンした後に  

－80℃で保存した。 
上記課程で得られた血小板の鏡見像は以下の図1のようになった。 
 

 

 

図1．患者血液由来血小板ペレット鏡見像 
20倍、スケールバー：50μm。 

 
22．． 血血小小板板にに含含ままれれるるRRNNAAののqquuaalliittyy  cchheecckk  
血小板中のRNAを網羅的に解析するため、high-throughput RNA sequencingを行った。 
まず4例のテストサンプルに対してAgilent 2100バイオアナライザ（Agilent、CA、USA）を用いたquality check
を行ったところ以下の表の通りであった（表 1）。Quality check の結果を基に、Nugen kit によるライブラリ調製を  

行った後、RNA-seqを用いた解析を行うこととした。 
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表1．テストサンプルに対するquality checkの結果 

 
RIN：RNA Integrity Number 

 
33．．血血小小板板RRNNAAにに対対すするる網網羅羅的的RRNNAA--sseeqquueenncciinngg解解析析  

1）quality checkを行った4例のテストサンプルに対してDNBseq（BGI、Beijing、China）を用いたmRNA-seq
を行った（PE100）。得られたシーケンス情報はフィルタリングされ、アダプター配列、コンタミネーションおよび   

低品質の配列情報は除外された。データフィルタリングの後のシーケンス情報は以下の通りであり、いずれのサンプル

からも6G reads以上のデータを得ることが可能であった（表2）。 
 
表2．血小板mRNA-seqリード情報フィルタリング処理後の結果 

 
 
2）血小板由来 RNA から充分な mRNA-seq 情報が得られることが確認され、さらに症例を拡張し、膵癌 14 例、

IPMN 5 例、NET 3 例、胆管癌 3 例、SPN 1 例および、疾患のない healthy volunteer 4 例の合計 30 例について    

上記同様の手法で血小板中mRNA-seq解析を実施中である（2020年4月1日現在）。 
 

考考  察察  

 
癌とEMTとの関係はこれまでに多様な癌種に対して積極的に行われている。癌の浸潤・転移に重要な役割を果たす
ことはよく理解されるようになってきているが、その詳細な分子生物学的機構や臨床病理学的特徴との関連は未だ不明

な点も多く、継続的な研究が必要である。当教室でも EMT に以前から注目し、消化器癌における EMT に関連した  

分子生物学的機構や臨床検体における発現検討などに取り組んできており、研究成果を報告している［8，9］。     

さらに最近、当教室において膵癌におけるLOXファミリーの発現状況と予後への関与、膵癌EMTへの関わりを検討
して報告した［4］。また、TEP については比較的新しい概念であり、最も積極的に臨床的な意義を研究発信している
のはオランダのグループである［7，10］。彼らは様々な癌と正常者の血中から血小板を抽出し、その中に含まれるRNA
を high throughput sequencer で解析し、RNA の発現パターンから癌の存在を予測できる手法を開発した。彼らの  

方法によれば96％の正確さで癌の存在とTEP発現が相関するとし、新たなリキッドバイオマーカーの可能性を示して
いる。しかし、膵癌を始めとする個々の消化器癌に関するバイオマーカーについて行われた研究は未だない。     

本研究は個々の膵癌の臨床的特徴に大いに関与していると考えられる EMT status を循環血液中に多量に含まれる  

血小板中のTEPを用いることで、癌の性質診断に利用することを目的とした。 
これまでの膵癌をめぐる研究では、膵癌の進展およびそのタイプ別分類に重要と考えられるEMT statusと、EMT
にも関連し、癌そのものではないものの、血漿中に多量に存在し、癌との相互作用によって癌のタイプで異なる特徴を
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持つと考えられる“TEP 関連 RNA”に焦点をおいたものは認められない。また、消化器癌の中でも浸潤・転移能の  

極めて高い膵癌においては、非侵襲的バイオマーカーとしてのTEP関連RNAを活用し、EMTの見地から治療に有用
な診断法の確立を目指したり、治療経過中のモニタリングとして利用したりすることは臨床的有用性が高いと考えられ

る。血液サンプルから難治性膵癌のタイプ別分類法が可能となれば、膵癌に対する至適集学的治療法を選択し、    

プレシジョン・メディシンを確立できるため、膵癌治療成績の飛躍的な向上に寄与する可能性がある。 
本研究では、膵癌患者から採取された採血検体の遠心分離処理を行い、血小板が多く含まれる血漿（多血小板血漿：

platelet-rich plasma）を分離した。さらに遠心処理し、血小板ペレットが抽出可能であることを確認した。膵関連手術
を予定された膵癌を含む膵疾患患者から採取した血小板ペレットについて、mRNA-seq の解析を行ったが、今後は  

この網羅的シーケンスデータをもとに膵癌特異的かつ、局所進展タイプおよび遠隔転移を有する膵癌それぞれに特徴的

な変化を抽出してバイオマーカーパネル化することを検討している。このシーケンス解析によって抽出されたRNAに 

ついて、腫瘍の性質、予後や臨床病理学的因子と関係するものの特定を目指すため、膵癌細胞株を用いた該当分子   

により制御される miRNA の同定や、影響を受ける転写因子、タンパク質をコードする RNA についても検討し、   

細胞株を用いた機能解析を行う。最終的にはこのTEP関連RNAの非侵襲的バイオマーカーとしての可能性を探索し、  

膵癌の集学的治療を個別化するための臨床応用を検討する予定である。 
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