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緒   言 

 

 肝外胆管癌 (extrahepatic cholangiocarcinoma: EHCC) の発生頻度は 1.02 /100,000人と

されている。人種間で発症頻度に差があり、アメリカ合衆国では白人 1に対して黒人は

0.93と少なく、日本人を含むアジア系で 1.38、ヒスパニック系で 1.31と多い (Saha et al., 

2016)。また、性差もあり、男性 1.2 /100,000人に対して女性 0.8 /100,000人と男性に多く、

年齢は 70歳代に多い (Aljiffry et al., 2009)。 

また EHCCは、いまだ予後不良な悪性腫瘍の一つである (Nagino et al., 2013)。予後不

良である要因の一つに比較的診断が困難である点が挙げられる。臨床症状は早期ではほ

とんどなく、あっても非特異的である。閉塞性黄疸で発症することがあるが、病期が進行し

ていることが多い。近年では画像診断が向上しており、腹部超音波 (US) の感度は 89%、

magnetic resonance cholangiography (MRCP) で感度 88%、特異度 95%、内視鏡的逆行性

胆道造影 (ERCP) で感度 75-85%、特異度 70-75%、超音波内視鏡 (EUS) で感度 78%、

特異度 84%、intraductal ultrasonography (IDUS) で感度 90%、特異度 93%と報告されてい

る (Aljiffry et al., 2009)。組織生検の技術も向上し、腫瘍組織を得られるようになってきた

が、EHCCでは胆汁うっ滞により正常胆管上皮にも炎症性変化を伴うことが多いため、細胞

診や病理組織診断の正確性は十分とは言えず、ERCPによる擦過細胞診の感度は 30-

88%、超音波内視鏡下穿刺吸引術 (EUS-FNA) による組織診の感度は 84%と報告されて

いる (Miyazaki et al., 2015; Selvaggi, 2004; Wu et al., 2011)。血清腫瘍マーカーについて

も、臨床応用されているものは carcinoembryonic antigen (CEA) や carbohydrate antigen 19-

9 (CA19-9) など消化器癌で広く使用されているマーカーのみで、EHCCに特異的なもの

はない (Aljiffry et al., 2009; Khan et al., 2002)。 

EHCCの根治を得られる治療法は手術のみであるとされる。標準治療となる術式は、胆

嚢管合流部より肝臓側に腫瘍の主座がある肝門部領域胆管癌では肝外胆管・尾状葉切除

を伴う肝葉切除、胆嚢管の合流部より十二指腸側に主座がある遠位胆管癌では膵頭十二

指腸切除であり、肝門部ならびに遠位胆管に両領域へ広範囲に癌は進展している場合に

は肝葉切除と膵頭十二指腸切除を同時に必要とする術式も適応される。いずれも極めて侵

襲の大きな術式であり、肝不全などの重篤な術後合併症や手術関連死は他の消化器外科

手術の中でも最も高率である (Nakanishi et al., 2016)。近年、手術手技や周術期管理の進

歩により合併症は減少傾向にあり、肝門部胆管癌の国内の high volume centerの報告 

(Nagino et al., 2013) では、術後肝不全は 2000年以前の 80%程から、2006-2010年には

39.8%まで改善している。この報告では合併症率は 43.1%、手術関連死は 1.4%とされ、海

外ではUSAの high volume center10施設による報告 (Schimizzi et al., 2018) においても

合併症率 69%、術後 30日死亡率 8%と報告されており、やはり他臓器癌の手術と比べ危
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険性は高いと言える。 

EHCCにおいては腫瘍遺残のない完全切除 (R0)、リンパ節転移陰性 (N0) であること

が術後予後良好な因子とされている (Lim et al., 2012)。肝門部胆管癌の報告 (Nagino et 

al., 2013) では、5年生存率はM0R0症例のうちN0症例が 67.1%であったのに対して所

属リンパ節転移陽性 (N1) 症例は 22.1%であった。遠隔転移なし、組織学的または肉眼的

断端陽性 (M0R1-2) 症例は 18.0%であり、リンパ節転移は腫瘍遺残に匹敵する予後不良

因子と考えられる。また遠位胆管癌の報告でも、リンパ節転移を認めた症例で予後不良で

あり、その個数が多くなるほど不良であった (Kiriyama et al., 2015)。よって、進行EHCCで

は、遠隔転移がない症例でも所属リンパ節転移を伴う症例では、外科的切除を回避すべき

と考えられるが、現在術前にリンパ節転移の有無を正確に診断する技術はない。すなわち

EHCC患者個々において最良の治療方針を決定するため、術後予後やリンパ節・遠隔転

移の予測因子となりうる新規バイオマーカーの開発が期待されている。 

 このことから、北海道大学大学院医学研究院消化器外科学教室 IIでは新規胆道癌バイ

オマーカー同定を目的として Liquid chromatography mass spectrometry (LC-MS) -based 

proteomicsの手法を用いて、EHCCの手術検体より得た同一患者の胆管癌組織と非腫瘍

性胆管組織に発現している蛋白の差異を網羅的に検索し、胆管癌組織で発現が亢進して

いる蛋白を 38種類拾い上げた。そのうち種類の蛋白については、さらに臨床検体を用い

た免疫組織学的染色によって、腫瘍組織での発現を確認しており、その一つがDJ-1であ

る。(Kawase et al., 2009) 

 DJ-1遺伝子は 1番染色体の短腕 (1p36.12-1p36.33) に位置し、家族性パーキンソン病

の原因遺伝子である PARK7と同一であることが明らかになっている。DJ-1蛋白は 189個

のアミノ酸からなる 20kdaの蛋白で、その配列は原核細胞および真核細胞で保存されてい

る。二次構造は 7の β-strandsと 9の α-helicesを持ち、二量体を形成している。正常組織で

は上皮細胞、平滑筋、血管、神経細胞で発現し、細胞質や核、ミトコンドリアに存在している 

(Ariga et al., 2013; Cao et al., 2015; Le Naour et al., 2001)。DJ-1蛋白は複数の機能について

報告があるが、現在もっともよく知られている機能の一つは、酸化ストレスから神経細胞を保

護するというものである (Biosa et al., 2017) 。パーキンソン病における神経変性の機序は

明らかになっていないが、酸化ストレスとミトコンドリア機能不全が原因と考えられている。

DJ-1蛋白の持つ抗酸化作用は、superoxide dismutase (SOD1) に対する copper chaperone

として働くこと、SOD1や Trx1などの抗酸化能を持つ遺伝子の転写を促進すること、あるい

は蛋白凝集を防ぐ chaperoneとして働くことなど、単一ではなく複数の機序を介していること

が明らかになっている。そのため、DJ-1遺伝子の抗酸化ストレス能の機能不全がパーキン

ソン病発症の原因である可能性が示唆されている (Ariga et al., 2013; Biosa et al., 2017)。 

乳癌、非小細胞肺癌、膵癌、食道扁平上皮癌、喉頭癌など、多くの腫瘍細胞でDJ-1蛋

白の過剰発現が報告されている (He et al., 2012; MacKeigan et al., 2003; Shen et al., 2011; 



4 

 

 

Tian et al., 2008; Tsuchiya et al., 2012; Yuen et al., 2008; Zeng et al., 2011)。DJ-1蛋白の各悪

性腫瘍の発癌における役割については Table 1に示すように複数の報告があるが、その詳

細についてはいまだ不明である (Cao et al., 2015)。また、DJ-1蛋白の発現と EHCCの臨床

病理学的因子や術後予後との関連について検討した報告はない。 

 

Table 1. DJ-1蛋白の癌化における役割 

PTEN: phosphatase and tensin homolog, Bax: Bcl-2 associated X, MAPK: mitogen-activated protein kinase, 

MEKK1: mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated kinase kinase 1, HIF-1: hypoxia-

inducible factor-1 

因子 機序 文献 

PTEN DJ-1が PTENに結合し抑制することで PI3K/AKT 

pathwayを介して、survivinの発現が増加し、細胞増

殖が誘導され、アポトーシスを阻害する。 

Kim et al., 

2015; Kim et 

al., 2005; Kim 

et al., 2009 

p53 DJ-1が p53に結合することで p53の promoter DNA

へ結合を阻害し、アポトーシス促進因子である Bax

の転写を抑制する。 

Fan et al., 2008 

Daxx DJ-1が核内でDaxxと結合し細胞質への移動を阻

害することで、Daxxが細胞質でMAPK pathwayを

介して誘導するアポトーシスを抑制する。 

Junn et al., 2005 

MEKK1  細胞質でDJ-1がMEKK1と結合し、核内への移動

を阻害することでMEKK1が細胞質に留まり、アポト

ーシスを亢進する SEK1-JNK1の下流シグナルを

抑制する。 

Mo et al., 2008 

ERK/SRC 

phosphorylation 

cascade  

DJ-1が ERK/SRC phosphorylation cascadeを活性化

し、細胞の遊走や浸潤を促進する。 

He et al., 2012 

Nrf2 酸化ストレスによりDJ-1が Keap1によるNrf2分解

を阻害し、転写を活性化する。 

Clements et al., 

2006 

HIF-1  低酸素によりDJ-1が PI3K/Aｋｔ/mTOR pathwayを

活性化し、HIF-1αを安定化することで、細胞死を防

ぐ。 

Kim et al., 

2005; Vasseur et 

al., 2009 

 

 一方、悪性腫瘍患者における血清DJ-1蛋白濃度に関しては、乳癌や胃癌、子宮体癌、
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ブドウ膜黒色腫など複数の癌腫において、健常者と比較して高値であったことが報告され

ている (Di Cello et al., 2017; Le Naour et al., 2001; Pardo et al., 2006; Shimwell et al., 2012)。

さらに、Kawateらの報告では乳癌において血清DJ-1高値がリンパ節転移や遠隔転移と関

連していた (Kawate et al., 2015)。また、乳癌では乳汁中の (Oda et al., 2012)、膵癌では膵

液中の (Tian et al., 2008)DJ-1蛋白濃度が高値であることも示されており、血清中やこれら

の液性検体に含まれるDJ-1蛋白値が新たな診断マーカーや予後予測因子として期待さ

れている。担癌患者におけるDJ-1の血清や乳汁、膵液中への蛋白高発現となる機序とし

ては、腫瘍細胞からの細胞外分泌によると考えられている (Oda et al., 2012; Tian et al., 

2008)。DJ-1分泌の機序は明らかにされていないが、乳癌由来細胞株では培養細胞抽出

蛋白と培地の両方にDJ-1蛋白が含まれていることが確認されており、培養細胞からDJ-1

蛋白が分泌されていることは確かである (Le Naour et al., 2001)。また、細胞外分泌には、N

末端にシグナルペプチドを持つ蛋白が分泌顆粒や分泌小胞を介して分泌される経路 

(classical pathway) と、リン脂質やコレステロール、スフィンゴ糖脂質、カベオリンで構成さ

れるカベオラ、もしくはラフトからなるmicrodomainを介して分泌される経路 (non-classical 

pathway) があるが、DJ-1蛋白はシグナルペプチドを持たず、一部の細胞株抽出蛋白では

microdomainと同じ分画に含まれていることから、後者の non-classical pathwayにより細胞

外に分泌されている可能性が示唆されている (Tsuboi et al., 2008)。 

本研究では、多数例の浸潤性EHCC組織から作成された tissue micro array (TMA) を

用いて免疫組織学的 (immunohistochemical: IHC) 染色を行うことにより、浸潤性EHCC組

織におけるDJ-1発現を score化し評価した。さらに scoreの高低による臨床病理学的特

徴、ならびに術後予後の差異について評価した。また、血清DJ-1蛋白値についても現在

まで EHCCとの関連性は報告されておらず、本研究では血清DJ-1値を健常者と浸潤性

EHCC患者で測定・比較し、DJ-1が新たな血清バイオマーカーとして臨床応用可能かの

検討を行った。 

上記の検討の結果、非腫瘍性胆管上皮細胞と比較して浸潤性EHCC細胞の細胞質に

おけるDJ-1蛋白の発現頻度が高値であることが示された。また、浸潤性EHCC症例群に

おいて、DJ-1細胞質低発現群は、高発現群と比較して予後不良であった。さらに、血清

DJ-1蛋白値は EHCC患者と健常者との間に差はなかったが、リンパ節もしくは遠隔他臓器

に転移を有する患者では転移のない患者よりも高値である傾向があった。以上より、浸潤

性EHCC組織での細胞質におけるDJ-1低発現と血清DJ-1値の高値が、EHCCでの予

後不良や転移の予測因子として有用なバイオマーカーとなりうると考えられた。 
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略語集 

 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 

 

EHCC  extrahepatic cholangiocarcinoma 

LC-MS  liquid chromatography mass spectrometry 

ELISA  enzyme-linked immune sorbent assay 

FFPE  formalin fixed paraffin embedded tissue 

HE  hematoxylin and eosin 

IHC  immunohistochemical 

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate – poly-acrylamide gel electrophoresis  

TMA  tissue micro array 

WB  Western blot 

HRP  horse radish peroxidase 
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実験方法 

 

 本研究は Figure 1に示した過程で検討を行った。 

 

Figure 1. 本研究における検討の過程 

 

 

1. 細胞株の蛋白発現と抗DJ-1抗体の検出力についての検討 

immunohistochemical (IHC) 染色での検討に用いる抗DJ-1抗体とその手法を決定するた

め、同一の細胞株に対してWestern blot (WB)と IHC染色を行い、D-J1蛋白の検出の有無

について比較した。 

 

1.1. 細胞株 

ヒト胆道癌由来細胞株は TFK-1, RBE, HuCCT-1, HuH28, TKKKの 5種 (RIKEN 

BioResource Center Cell Bank, Japan) を、ヒト胎児腎細胞由来細胞株はHEK293の 1種 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) を用いた。各細胞株は 5%CO2下、37.1℃のインキュベー

ター内で培養を行った。細胞培地として、TFK-1, RBE, HuCCT-1, HuH28にはRPMI 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) を、TKKKとHEK293にはDulbecco's Modified 

Eagle Medium (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) を使用し、 それぞれにウシ胎児血清

抗DJ-1抗体の検出力の検討

健常者、EHCC患者
転移の有無との関
連について検討

血清DJ-1値の測定
(ELISA)

臨床病理学的因子、
予後との検討

TMAでのIHC染色

WB セルブロックIHC染色

抗体とIHC染色手法の選択

細胞株
での検討

臨床検体
での検討



8 

 

 

10% , ペニシリンストレプトマイシン 1% を添加した。 

抽出した蛋白でWBを行い、培養細胞からセルブロックを作製し、IHC染色を行った。 

 

1.2. Western blot 

シャーレで培養した細胞株を Protease inhibitor (phenylmethansulfonyl fluoride 2 μl, 

aprotinin 2 μl) を含む triple detergent buffer 2 mlで浸し、4℃で 20分間の処理を行った。

12,000 rpm, 20分間の遠心分離を行い、得られた上清を-80℃ で冷凍保存した。 

細胞株からの上清は、蛋白 12μg/18μlで調整し、15% sodium dodecyl sulfate-poly 

acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) で分離し、nitrocellulose membrane (Amersham, 

Aylesbury, UK) に転写した。DJ-1に対する抗体はDJ-1 mouse monoclonal antibody (MBL, 

Nagoya, Japan) (以下DJ-1A抗体)、DJ-1 mouse monoclonal antibody (Invitrogen, Waltham, 

MA, USA) (以下DJ-1B抗体) を使用した (Table 2)。それぞれの希釈率は、DJ-1A抗体を

1:1,000 dilution、DJ-1B抗体を 1:20 dilutionでとし、controlとしてAnti-beta Actin mouse 

monoclonal antibody (Millipore, Tokyo, Japan) を 1:1,000で使用した。二次抗体は

peroxidase-conjugated goat anti-mouse immunoglobulin G (Jackson ImmunoResearch, West 

Grove, PA) を 1:10,000 dilutionで用い、反応はそれぞれ室温, 60分間で行った。結合の検

出は ECL-Plus Western Blotting detection system (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, 

NJ, USA) により化学発光法で行った。  

 

Table 2. 一次抗体と希釈率 

抗体略称 一次抗体  希釈率  

   WB IHC染色  

DJ-1A DJ-1 mouse monoclonal antibody 

(MBL, Nagoya, Japan) 

 1:1,000 1:20,000  

DJ-1B DJ-1 mouse monoclonal antibody 

(Invitrogen, Waltham, MA, USA) 

 1:20 1:5,000  

 

 

 

1.3. セルブロックの作製 

各細胞株の培養細胞をスクレイパーで機械的に回収し、3,000 rpm, 3分間で遠心分離し

て得られたペレットをホルマリン固定パラフィン包埋 (formalin fixed paraffin embedded 

tissue: FFPE) しセルブロックを作製した。4 μmで薄切し、hematoxylin and eosin (HE) 染色

と IHC染色を行った。 
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1.4. Immunohistochemical staining 

薄切した FFPE切片をキシレンとエタノールで脱パラフィン処理した後、citrate buffer (pH 

6.1) を用いた熱処理により抗原賦活処理を行い、自動免疫組織染色装置 Autostainer 

Link 48 (Dako, Santa Clara, CA, USA) にて免疫組織染色 (ポリマー法) を行った。抗体は

Table2に示すように、DJ1-A抗体を 1:20,000 dilution, DJ1-B抗体を 1:5,000 dilutionで用

い、WBとセルブロックによる IHC染色を対応させて検討した 

 

 

2. 浸潤性胆管癌組織と非腫瘍性上皮でのDJ-1蛋白発現についての検討 

2.1. Tissue micro array (TMA) 対象症例 

1995 - 2005年に北海道大学病院消化器外科 II教室で初回手術を受け、外科的切除さ

れた EHCC (浸潤癌) 症例を対象とし、FFPE標本の状態が tissue micro array （TMA）作製

に適しない症例は除外した。96例が対象症例となり、背景は男性 76例、女性 20例で、年

齢は中央値 69歳 (44 - 84歳)、histopathological gradeはG1; 16例、G2-3; 80例、pT stage

は pT1; 32例、pT2-4 ; 64例、pN stageは pN0; 49例、pN1-2 ;47例、脈管侵襲はリンパ管

で 67例、静脈で 62例に認めた。 

 

Table 3. TMA対象EHCC患者の背景 

Sex   male 76   

    female 20   

Age (years)     44-84 (median 69) 

Histopathological grading G1 28   

    G2, G3 68   

pT   T1 32  

  T2 1  

  T3 44  

    T4 19   

pN   N0 49  

    N1 47   

pM  M0 91  

  M1 5  

Lymphatic invasion Absence 29  

    Presence 67   
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Venous invasion  Absence 34  

    presence 62   

 

 

 

2.2. TMAの作製 

対象症例の FFPE標本の状態や HE染色標本の所見を確認し、TMA作製に適してい

る部位を選定した。1症例あたり腫瘍部分 (浸潤癌) を 4か所選定し、非腫瘍性胆管上皮

が含まれる症例では正常部分として 3か所まで選定した。 

manual tissue microarrayer (Tokyo Instruments, Tokyo, Japan) を用いて、HE染色標本で

選定した部位を、coreとして FFPE標本のパラフィンブロックから径 0.6 mm、深さ 3 - 4 mm

にて採取し、レシピエントパラフィンブロックに 0.5 mm間隔で配列した。 

作製したレシピエントブロックは、通常の FFPE標本と同様、4 μmで薄切し、HE染色と

免疫染色を行った。 

 

 

Figure 2. TMAの作製例 (HE染色) 

coreとして FFPE標本のパラフィンブロックから径 0.6mm、深さ 3-4mmにて採取し、レシピ

エントパラフィンブロックに 0.5mm間隔で配列した。A: coreの径 0.6mm, B: coreの間隔 

0.5mm。 

 

 



11 

 

 

2.3. TMA検体の IHC染色および評価 

 セルブロックでの検証により選択した方法で IHC染色を行った。コントロールにセルブロ

ックを用いた。 

評価はH scoreを用いた。染色強度を 4段階 [grade 0, 1 (week), 2 (moderate), 3 (strong)]

とし、各 coreの腫瘍細胞に占める割合を掛け合わせ scoreとした。各 coreの平均値を症例

の scoreとし、10以上を陽性とした。例として染色強度 grade 0, +1, +2, +3が、それぞれ

10%, 30%, 35%, 25%の coreでは、 (0×10 + 1×30 + 2×35 + 3×25) = 175が scoreとなる。 

 

 

3. Enzyme-linked immune sorbent assay (ELISA) による血清DJ-1蛋白の発現について

の検討 

EHCC患者と健常者の血清DJ-1 蛋白濃度を enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) の手法を用いて比較した。対象として健常者 10例、EHCC患者 28例の血清を

用いた。EHCC患者をさらに、手術時にリンパ節もしくは遠隔臓器に転移を伴う症例を転移

陽性群 （n = 12）、いずれにも転移を認めない症例を転移陰性群 (n = 16) に亜分類した。

EHCC患者は 2015 - 2016年に北海道大学病院消化器外科 IIで外科的に切除された初

回手術例のみであり、血清は手術室で執刀直前に採血し、-80℃ で凍結保存し、血清検体

については、北海道大学治験審査委員会のガイドラインに従い、術前に患者の同意を得た

方のものを使用した。 

 

ELISAはCirculex TM Human DJ1/PARK7 ELISA kit (MBL, Nagano, Japan) を使用し、製

造会社のプロトコールに準じて施行された。すなわち、希釈されたサンプルと段階的に希

釈されたHuman DJ1/PARK7 standard solutionを、ELISA plate上の適切なwellに加え、イ

ンキュベートした。次に、well内で固定された一次抗体である anti-DJ1/PARK7 monoclonal 

antibodyとサンプル中のDJ1蛋白に結合させた。洗浄した後、horse radish peroxidase 

(HRP) -conjugated anti-DJ1/PARK7 antibody (二次抗体) を各wellに加えて静置し、一次

反応でwell内に補足されたDJ-1蛋白と結合させた。洗浄した後、HRPに対する比色サブ

ストレートを各wellに加えて反応させ、stop solutionを添加し発色を停止させた。450 nmの

吸光度を測定し、同時に定量したDJ1/PARK7 standard solutionの吸光度を用いて血清検

体のDJ-1値を計算した。 

 

 

4. 統計学的解析 

 臨床検体での IHC染色と臨床病理学的因子との関連はカイ二乗検定とMann-Whitney 

U検定を用いた。生存解析は Kaplan-Meier 法を用い log-rank testにて検定を行った。血
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清DJ-1蛋白による転移予測については receiver operating characteristic (ROC) 曲線を用

いて血清DJ-1蛋白の cut off値を設定し、Fisher’s exact testで検証した。予後因子の単変

量・多変量解析は Cox比例ハザードモデルにて検討した。上記には JMP Pro for Mac 

version 12.0.1 software (SAS Institute, Cary, NC) を使用した。 
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実験結果 

 

1. 細胞株の蛋白発現と抗DJ-1抗体の検出力についての検討 

 TFK-1, RBE, HuCCT-1, HuH28, TKKKのヒト胆道癌由来細胞株 5種と、HEK293のヒト

胎児腎細胞由来細胞株 1種でのD-J1蛋白の発現について、2種の抗DJ-1抗体を用いた

WBと IHC染色で比較した。 

 

1.1. Western blot (WB) 

 WBでは、DJ-1はすべての細胞株で、28kDaに検出された。RBEでの発現は乏しく、他

の細胞株では明らかな陽性であった。陽性の細胞株の中でも TFK-1とHEK293でより強く

陽性を示した。TFK-1はDJ-1B抗体でより強く検出していたが、2種の抗DJ-1抗体は、お

おむね同様の結果であった。 

 

 

Figure 3. Western blot.  

 DJ-1A, DJ-1Bの両抗体ともに、28 kDaで検出した。6種の細胞株で発現していたが、

RBEでの発現は乏しく、HEK293で特に強く発現していた。 

 

 

1.2. 細胞株セルブロックでの IHC染色 

DJ-1A, B両抗体とも TFK-1, HuCCT-1, HuH28が陽性、RBEが陰性であり、染色パター



14 

 

 

ンは大まかに一致していたが、HEK293はDJ-1A抗体の方がより強く陽性を示した。 

細胞株でのWBと IHC染色の対応する結果に基づき、DJ-1A抗体を臨床検体での

IHC染色検索に用いる抗体として選択した。 

 

 

Figure 4. 細胞株セルブロックでの IHC染色 

DJ-1A, DJ-1Bの両抗体でおおむね同様の染色態度であったが、HEK293はDJ-1A抗

体でより強く陽性であった。WBと IHC染色の結果がより一致していたことから、DJ-1A抗

体を臨床検体での IHC染色に用いる抗体とした。 

 

 

2. 浸潤性胆管癌組織と非腫瘍性上皮でのDJ-1蛋白発現 

 細胞株で検証した結果より選択したDJ-1A抗体を用いて、臨床検体で作製した TMAで

の IHC染色を行い、浸潤性胆管癌組織と非腫瘍性上皮でのDJ-1蛋白の発現頻度を調

べ、臨床病理学的因子や予後との関連を検討した。 

 

2.1. TMAでの IHC 染色 (EHCCと非腫瘍性上皮の比較) 

 非腫瘍性上皮 66検体でのDJ-1 H scoreは、細胞質で中央値 0 (0-90)、核で中央値 0 (0-

160) であった。EHCC 96検体では、細胞質で中央値 0 (0-120)、核で中央値 4 (0-108) で

あった。この結果から、細胞質、核共に score 10以上を陽性と定義した。 
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Figure 5. TMAでの IHC染色による DJ-1発現の検討 

 DJ-1蛋白は核と細胞質に発現していた。評価にはH scoreを用いた。例を 3つの coreで

示す。左から、同一 coreに対するHE染色、DJ-1A抗体での IHC染色、IHC染色の腫瘍

細胞の強拡大、H scoreでの評価を示す。 

 

 

 score 10を cut off値とすると、非腫瘍性胆管上皮細胞で IHC染色は核で陽性が 18例  

(27.3%)、細胞質で陽性が 7例 (10.6%) であった。一方、EHCCでは核で陽性が 39例 

(40.6%)、細胞質で陽性が 28例 (29.2%) だった。EHCCで非腫瘍性上皮細胞よりも核で

陽性となる頻度が高かったが、有意な差ではなかった (p=0.095)。一方、細胞質における

発現は、EHCC細胞は非腫瘍性胆管上皮細胞と比較して有意に陽性頻度が高い結果であ

った (p=0.006)。 
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Figure 6. 浸潤性EHCCと非腫瘍性上皮での DJ-1蛋白発現頻度 

Score 10以上を陽性とした。核、細胞質ともに、EHCCで非腫瘍性上皮よりも発現頻度が

高かった。 

 

 

2.2. EHCC症例における DJ-1発現と臨床病理学的因子の関連性 

 EHCC症例 96例を、核と細胞質のDJ-1の IHC染色の発現強度をH score 10以上を基

準に、それぞれに陽性群・陰性群の 2群に分けた。核での陽性群が 39例、陰性群が 57

例であり、細胞質での陽性群が 28例、陰性群が 68例であった。 

この核、細胞質における染色強度による 2群間について、臨床病理学的因子との関連

を検討した。核、細胞質ともにDJ-1陽性群と陰性群の間に臨床病理学的因子の差はなか

った。 
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Table 4. EHCC 96 例の DJ-1 蛋白発現と臨床病理学的因子との関連 

    Nucleus   Cytoplasm 

IHC staining of DJ-1 Positive Negative p  Positive Negative p 

    n=39 n=57     n=28 n=68   

Sex         

 Male 32 44 0.618  21 55 0.584 

  Female 7 13    7 13  

Age (years)        

 <70 21 29 0.837  14 36 0.825 

  ≥70 18 28    14 32  

Histopathological grade        

 G1 10 6 0.092  3 13 0.382 

  G2, G3 29 51    25 55  

pT         

 pT1 14 18 0.666  9 23 >0.999 

  pT2-pT4 25 39    19 45  

pN         

 pN0 16 33 0.146  13 36 0.655 

  pN1 or pN2 23 24    15 32  

Lymphatic invasion        

 Absence 10 19 0.5  6 23 0.328 

  Presence 29 38    22 45  

Venous invasion        

 Absence 14 20 >0.999  8 26 0.483 

  Presence 25 37    20 42  

 

 

 

2.3. EHCC細胞における IHC染色によるDJ-1発現と予後の関連 

2.2 で分類された核、細胞質それぞれにおける IHC染色によるDJ-1陽性・陰性群間の

予後についてKaplan-Meier法で比較した。細胞質ではDJ-1陽性群で全生存率が陰性群
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よりも良好だった (p=0.0257)。核ではDJ-1陽性群と陰性群に差はなかった (p=0.492)。 

 

 

 

Figure 7. IHC染色での DJ-1発現と予後. 

核染色における陽性群と陰性群に全生存率の差はなかったが、細胞質染色においては

陰性群で陽性群よりも不良であった。 

 

 

2.4. 予後因子の検討 

予後とDJ-1発現を含む各因子との関連を、cox比例ハザードモデルで検討した。多変

量解析で、リンパ節転移陽性、遠隔転移陽性、細胞質でのDJ-1陰性が独立した予後不良

因子であった。 

 

Table 5. EHCC 96 例の overall survivalと各因子との関連性 (単変量、多変量解析) 

MST, median survival time; HR, hazard ratio; CI, confidence interval; *pM, distant metastasis found by 

postoperative pathological examinations. 

          Univariate       Multivariate   

   
MST 

(months) 

       

    n HR 95% CI p   HR 95% CI p 

Sex           

 Male 76 26.8 0.92 0.54-1.55 0.75     
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  Female 20 24.7               

Age (years)          

 <70 50 26.4 1.04 0.67-1.61 0.861     

  70 46 27               

Histopathological grade          

 G1 28 54.4        

  G2, G3 68 19.8 1.71 1.05-2.81 0.032   1.23 0.72-2.13 0.45 

pT           

 pT1 32 45.5        

  pT2-pT4 64 20.2 1.9 1.17-3.09 0.009   1.56 0.93-2.63 0.094 

pN           

 pN0 49 48.4        

  pN1 or pN2 47 17.1 2.19 1.41-3.42 <0.001   1.86 1.14-3.03 0.012 

pM*           

 pM0 91 27.9        

  pM1 5 8.9 6.73 2.54-17.84 <0.001   5.58 2.04-15.28 <0.001 

Lymphatic invasion          

 absence 29 45.2        

  presence 67 21.1 1.57 0.96-2.56 0.074         

Venous invasion          

 absence 34 46.8        

  presence 62 21.7 1.64 1.03-2.63 0.039   1.6 0.98-2.60 0.058 

DJ1 protein expression 

in nucleus 

         

         

 negative 57 22.1        

  positive 39 27 1.17 0.75-1.82 0.493         

DJ1 protein expression 

in cytoplasm 

         

         

 negative 68 22.4        

  positive 28 42.1 0.57 0.34-0.94 0.028   0.47 0.28-0.78 0.004 
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3. 血清DJ-1蛋白の発現についての検討 

 健常者の血清と EHCC患者から手術直前に採取された血清に含まれるDJ-1蛋白につ

いて、ELISA法で検討した。 

 

3.1. 健常者と EHCC患者での血清DJ-1蛋白発現 

血清DJ-1値の中央値は、健常者 10例では 27.0 (3.2-118.7) ng/ml、EHCC患者 28例で

は 28.7 (13.0-83.3) ng/mlであった。健常者と EHCC患者の間で、血清DJ-1値に有意差は

なかった (p=0.353)。 

EHCC患者 28例のうち、転移陰性群 12例では 27.6 (13.1-83.3) ng/ml、転移陽性群 16

例では 40.9 (17.6-75.4) ng/mlであり、転移陽性群で血清DJ-1が高い傾向にあった

(p=0.137)。 

 

Table 6.  ELISA 対象症例 28例の臨床病理学的背景と血清DJ-1値 

* p: perihilar. d: distal. x: unkown 

Patient 
Age 

(years) 
Sex 

Predominant 

site* 
G pT pN pM 

Serum 

DJ-1 

(ng/ml) 

         

1 80 M d 2 1 0 0 34.6 

2 75 F d 2 3 0 0 13.1 

3 74 M d 3 3 0 0 19.6 

4 70 M d 3 3 0 0 17.7 

5 71 M p 2 2 0 0 27.2 

6 68 M p 2 2 0 0 28.9 

7 66 M p 2 2 0 0 28.0 

8 74 M p 3 2 0 0 22.5 

9 73 M p 3 2 0 0 28.5 

10 52 M p 3 2 0 0 83.3 

11 73 M p 3 2 0 0 60.7 

12 72 M p 3 2 0 0 17.2 

13 64 M p 3 2 0 1 (liver) 17.6 

14 71 M d 3 3 1 0 40.6 
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15 81 M d 3 3 1 0 27.8 

16 67 M d 3 3 1 0 22.1 

17 71 M d 3 2 1 0 48.8 

18 62 M p adenosquamous 2 1 0 45.3 

19 66 M p 2 2 1 0 27.9 

20 62 F p 2 3 1 0 42.1 

21 70 M p 2 2 1 0 28.3 

22 79 F p 2 2 1 0 18.9 

23 67 M p 3 3 1 0 43.5 

24 63 F p 3 2 1 0 41.2 

25 65 M p 3 2 1 0 75.4 

26 65 F p 3 2 1 0 30.2 

27 78 M p x x 1 x 50.3 

28 63 F p x x x 1 (peritoneum) 47.4 

 

 

3.2. EHCC患者での血清DJ-1値による転移予測 

EHCC患者での転移予測について血清DJ-1値の最適な cut-off値を検討した。ROC曲

線より、optimal cut off pointは血清DJ-1値 40.6 ng/ml (area under the curve = 0.667) であ

った。cut off値を 40 ng/mlに設定すると、感度 56.3%、特異度 77.3%であった。血清DJ-1 

>40.0 ng/mlの症例は、転移陰性例が 12例中 2例 (16.7%)、転移陽性例が 16例中 9例 

(56.3%) であり、転移陽性の頻度が高い傾向にあった (p=0.054, Fisher’s exact test)。 
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Figure 8. 血清DJ-1値の検討 

A: 血清DJ-1値による転移予測についての ROC曲線： optimal cut off pointは血清DJ-1

値 40.6 ng/mlであった。(area under the curve = 0.667). 

B: 各群の血清DJ-1値: 血清DJ-1値が 40.0 ng/ml以上の EHCC患者は、転移陽性で多

い傾向にあった (p = 0.054, Fisher’s exact test). 
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考察 

 

EHCC細胞におけるDJ-1蛋白の発現の有無や局在は明らかにされておらず、本研究

では IHC染色で浸潤性EHCCと非腫瘍性胆管上皮での発現の頻度と局在を検討した。し

かし、DJ-1蛋白の IHC染色の手法は確立されておらず、臨床検体でのDJ-1蛋白の発現

をより正確に検出するために、はじめに細胞株を用いて IHC染色の手法を検証した。同一

の細胞株について、WBによるDJ-1蛋白発現の検出の有無とセルブロックでの IHC染色

によるDJ-1蛋白発現の検出の有無を比較し、より再現性の高い抗DJ-1抗体と染色条件を

用いて臨床検体での IHC染色を行った。さらに、臨床検体の IHC染色を行う際に、はじめ

の検討で用いた細胞株のセルブロックを染色のコントロールとすることで、IHC染色の精度

をより高めた。また、すべての検体を同一条件で染色するため、TMAの手法を用いて多数

の臨床検体を同一のパラフィンブロックに載せ、同一のプレパラートで IHC染色を行った。 

 

細胞株の検討で決定した IHC染色の手法と TMAを用いて、96症例の浸潤性胆管癌

組織とそれらの症例に対応する非腫瘍性胆管上皮 66検体におけるDJ-1蛋白の発現頻度

と局在について検討した。DJ-1は核と細胞質に発現していたが、細胞膜での発現は認め

なかった。EHCCでは非腫瘍性胆管上皮と比較して細胞質でDJ-1陽性となる頻度が高か

ったが、核では両者の発現頻度に有意な差はなかった。一方、細胞質での発現頻度に差

はあったが、EHCCでの陽性率は 29%であり、良悪性の判別に用いる診断マーカーとして

の感度は高くなかった。 

 

 血清DJ-1蛋白の検討では、転移陰性群と健常者には差は認めなかったが、転移陽性群

は転移陰性群よりも血清DJ-1値が高値となる傾向があった。乳癌、子宮体癌、膵癌など他

臓器癌での報告には、健常者よりも担癌患者で血清DJ-1値が高値となる報告が散見され

る (Chen et al., 2012; Di Cello et al., 2017; Kawate et al., 2015; Le Naour et al., 2001)が、本研

究では EHCC患者と健常者に差はなく異なる結果であった。一方で、転移の有無と血清

DJ-1との関連については、Kawateら (Kawate et al., 2015)が乳癌で血清DJ-1値がリンパ

節もしくは遠隔転移のある患者で転移のない患者よりも高値であったと本研究と同様の報

告をしており、転移陽性群のみ血清DJ-1が高値となった結果より、血清DJ-1蛋白は発癌

よりも転移にとの関わりが強い因子であると推測した。血清DJ-1は転移の予測因子として

期待され、さらに行った検討では EHCCにおいて血清DJ-1値の cut-off値を 40ng/ml と設

定すると、術前に転移を予測できる可能性が示唆された。 

 

IHC染色でのDJ-1蛋白発現の有無と臨床病理学的因子との検討では、いずれの因子
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とも関連は認めなかったが、生存解析では細胞質のDJ-1陽性群は陰性群と比較して全生

存率が良好であった。また、多変量解析でも細胞質でのDJ-1陰性が独立した予後不良因

子であった。浸潤性乳管癌において本研究と同様に IHC染色でDJ-1陰性患者は陽性患

者よりも有意に予後が不良との報告がある (Tsuchiya et al., 2012)。乳癌ではさらに Tsuchiya

ら (Tsuchiya et al., 2012) が、IHC染色にて腫瘍組織でのDJ-1蛋白低発現の患者では高

発現の患者よりも平均血清DJ-1値が有意に高値であったと報告している。本研究では

IHC染色での細胞質陰性は独立した予後不良因子であり、転移の有無との相関は確認さ

れなかったが、転移陽性の症例で血清DJ-1が高値であったことから、間接的に血清DJ-1

高値と浸潤癌組織でのDJ-1蛋白低発現、予後不良の 3因子に関連が推測された。具体

的には、①EHCC組織からDJ-1蛋白が細胞外分泌されており、分泌を反映して IHC染色

で EHCC組織にDJ-1蛋白が低発現かつ血清DJ-1蛋白が高値となっている、②分泌され

た血清中のDJ-1蛋白が転移や再発に関連している、と推測した。しかし、血清中のDJ-1

蛋白が浸潤性EHCC患者の転移にどのように影響しているかは不明であり、単純に転移

がある患者の腫瘍量増加を反映して血清DJ-1値が高値となっているだけで、腫瘍の転移

などの活動性とは関連がない可能性も否定はできず、EHCCにおけるDJ-1蛋白の動態や

機能について、より詳しい検討が必要である。 

 

また、EHCC細胞からDJ-1蛋白が細胞外分泌されているのであれば、胆汁にもDJ-1蛋

白が含まれている可能性がある。乳癌では乳汁中DJ-1蛋白発現についての検討がされ

ており、良性、非浸潤癌 (ductal carcinoma in situ)、浸潤性乳管癌の順に、乳頭分泌のDJ-

1蛋白量が増加すると報告されている。また、IHC染色で乳癌細胞でのDJ-1蛋白発現が

少ない症例で乳汁中DJ-1蛋白が高値であり、乳癌細胞からの細胞外分泌により乳汁中

DJ-1が高値になっている可能性が示唆され、有用なバイオマーカーとして期待されている 

(Oda et al., 2012; Tsuchiya et al., 2012)。胆汁は術前でも検体として得ることが可能であり、胆

汁中DJ-1についても EHCCにおける新規バイオマーカーとして期待される。 

 

今後、同一症例の EHCC細胞と血清での DJ-1蛋白発現の有無を対応させて検討する

ことで、DJ-1が EHCC細胞からの分泌蛋白であると証明されれば、腫瘍組織でのDJ-1発

現や血清DJ-1値が EHCCでの予後予測や転移予測におけるバイオマーカーとして有用

となる可能性が期待される。 
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総括および結論 

 

 本研究では、下記の事項が明らかになった。 

① 浸潤性EHCC組織では非腫瘍性胆管上皮と比較して細胞質でのDJ-1蛋白陽性とな

る頻度が高い。 

② 浸潤性EHCC組織の細胞質の IHC染色でのDJ-1蛋白 陰性は、多変量解析で独立

した予後不良因子である。 

③ リンパ節もしくは遠隔臓器に転移のある浸潤性EHCC患者は転移のない患者よりも血

清DJ-1値が高値となる傾向がある。 

 

上記①より浸潤性EHCCでは非腫瘍胆管上皮よりDJ-1蛋白産生がより多いことが示唆

される．一方②より、浸潤性EHCCでの細胞質におけるDJ-1蛋白の発現は良好な予後の

予測因子となり得ることが示され、また③より、術前血清DJ-1値はリンパ節もしくは遠隔臓

器への転移の予測因子となり得ると考えられた。 

今後の展開としては、浸潤性EHCC組織でのDJ-1発現や血清DJ-1値は、EHCCでの

予後予測や転移予測に有用なバイオマーカーとして臨床応用の可能性が挙げられる。し

かし、本研究では症例数が少数かつ組織内DJ-1タンパク発現が TMAによる検討であっ

た。よって、 浸潤性EHCC対する臨床応用のためには、大規模な浸潤性EHCC患者コホ

ートによるwhole section検体、血清を使用した研究が必要と考える。 

また、さらなる課題として、EHCCにおけるDJ-1蛋白が予後や転移に関連する機序につ

いては本研究では検討されなかった。本研究の結果ならびに乳癌に関する多施設からの

研究結果より、DJ-1蛋白が細胞外分泌された結果を反映して、IHCでの細胞質陰性かつ

血清DJ-1高値となっていると推測し、それに基づいて浸潤性EHCC細胞からDJ-1蛋白

が細胞外分泌され、血清中に存在するDJ-1蛋白が転移に関わっているとの仮説を立て

た。仮説の検証のためには、乳癌で検討されているように、細胞株と細胞培地内、さらには

浸潤性EHCC 患者のwhole sectionと血清でのDJ-1蛋白発現の有無を対応させた検討

が必要である。  
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