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研究成果の概要（和文）：本研究では膵神経内分泌腫瘍(PNET)のがん幹細胞性の分子メカニズムを明らかにする
ことを目的とした。PNETで遺伝子変異の頻度が高く、変異群で予後が悪いことが報告されているエピゲノム構成
因子Xについて、PNET細胞株に遺伝子Xのノックダウン、ノックアウトを行ってin vitro、in vivoで幹細胞性と
の関連性を調べた。XはPNETにおいて腫瘍抑制的に機能し、X/H3.3複合体はH3K9me3を亢進させることで標的遺伝
子Yの発現を抑制していた。Xの低発現と標的遺伝子Yの高発現の組み合わせはPNETの有用なバイオマーカーとな
り、治療の標的になりうると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to investigate the molecular mechanism of cancer 
stemness in pancreatic neuroendocrine tumors (PNET). Frequent somatic mutations and loss of an 
epigenetic gene ‘X’ protein expression with malignant progression have been found in PNET. We 
evaluated the relationship between X expression and clinicopathological features in PNET. 
X-knockdown and X-knockout PNET cells were analyzed for in vitro and vivo. X plays as a tumor 
suppressor and X/H3.3 complex suppresses target genes by promoting H3K9me3 in PNET. Combination of X
 loss and its target gene Y overexpression might be effective biomarkers and therapeutic candidates.
 

研究分野：肝胆膵領域の悪性疾患
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１．研究開始当初の背景 
 癌難治性の原因の一つはその多様性にあ
る。癌組織にも幹細胞性を示す細胞群の内在
が示されheterogeneityの根源となることが
報告されているものの、その動態や局在には
不明な点が多い。 

 我々はユビキチン非依存のプロテアソー
ム標的部位である ODC-C 末端 37 アミノ酸
（degron sequence）と蛍光蛋白(ZsGreen)の
融合遺伝子をウイルスベクターを用いてヒ
ト膵癌細胞株に導入した。セルソーターによ
り ZsGreen 陽性細胞(以下 CSChigh)を抽出する
ことで様々な実験への応用が可能となった
(Gastroenterology 2012)。 
 膵癌は難治性の代表的な悪性腫瘍として
早急に新治療の開発が望まれているが、膵神
経内分泌腫瘍(以下 PNET)も全膵臓腫瘍の
1-3％を占める悪性度の高い腫瘍である。
PNETの遺伝子解析により、MEN1などの
遺伝子異常が検出されたが、PNETにおけ
るこれら遺伝子異常の分子機構は未だに解
明されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では(A)膵癌と PNETの幹細胞性の分
子メカニズムを明らかにすること、さらに
(B)PNET で遺伝子変異の頻度が高く、変異群
で予後が悪いことが報告されているエピゲ
ノム構成因子X(Gastroenterology 2014)につ
いて、幹細胞性との関連性を調べることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
 (A)上記の可視化システムをPNET細胞株に
導入した。 
 (B)X の免疫組織化学染色(IHC)を行い、蛋
白質発現と臨床病理学的因子との関連を検
討した。発現低下した症例は遺伝子 Xの変異
についてシークエンス解析した。さらに Xの
siRNA をトランスフェクションしてノックダ
ウン(KD)、また CRSPR/Cas9 システムを用い
てノックアウト(KO)させた PNET 細胞株を用
いて機能解析を行い、microarray 解析および
X、ヒストン H3.3、H3K9me3 のクロマチン免

疫沈降法(ChIP)にて標的遺伝子を探索した。 
 
４．研究成果 
 (A)PNET の癌幹細胞モデルとして CSChighを
抽出した。現在実験継続中であり、in vitro
で CSChighと CSClowに対して、膵癌での実験系
同様に遺伝子発現やDNAのメチル化解析を行
う。結果を統合し、PNET の幹細胞特異的遺伝
子候補を抽出し、Western blotting および免
疫細胞染色によって蛋白発現および局在を
解析し特異的分子群を同定する。in vivo で
は NOD SCID マウスに CSChigh細胞を接種し、
膵腫瘍モデルを作成する。CSChigh細胞とCSClow

細胞での腫瘍造成能力を比較検討する。 
 
 (B)IHCでXは腫瘍細胞の核と非腫瘍部の腺
房細胞、ランゲルハンス島などに発現してい
た。(Figure 1.) 

 
 44例中12例(27.3%)はX低発現(Figure 2.)
であり、これらは非機能性腫瘍に多く、Ki67
値が高く、WHO 分類 G2 が多かった(p<0.05)。 

 
 X 低発現症例では無増悪生存期間(PFS)が
悪く(p=0.03)、同時性肝転移が多い傾向であ
った。よって X 低発現の PNET はより悪性度
が高い可能性が考えられた。また X低発現 12
例中 4例(変異 3例とヘテロ接合性消失１例)
で遺伝子変異が認められた。(Figure 3.4.)



 
 X-KD 細胞はコントロール(NC)細胞に比べ
て細胞増殖、移動能、浸潤能に差を認めなか
ったが、スフェア形成能が亢進していた
(P<0.01)。Microarray 解析では KD 群で 81 遺
伝子が NC 群より 2 倍以上発現亢進し、96 遺
伝子が 2倍以下に発現低下していた。 
 樹立した X-KO1、KO2 株は野生(WT)株と比
べてスフェア形成能が亢進した。さらに X-KD
細胞で発現上昇した上位 15遺伝子中 13遺伝
子は KO 株でも同様に発現上昇を認めた。
KD/KO 細胞で共通した 13 遺伝子における
ChIP 解析の結果、X は X-WT 株において全 13
遺伝子のプロモーター領域に結合していた
が、X-KO 株では認められなかった。7遺伝子
のプロモーター領域で H3.3 レベルは WT株で
高く、KO株で低かった。この領域でのH3K9me3
レベルは、5遺伝子において WT 株で高かった
が、KO 株では低かった。 
 上記 5遺伝子中 4遺伝子について siRNA を
用いて KD した結果、X欠失によって亢進した
スフェア形成能は Y の KD のみで減少した。
皮下腫瘍モデルでは X-KO 群で腫瘍造成能を
亢進させた。また皮下腫瘍では Xと Yの蛋白
質発現は逆相関を示した。ヒト臨床検体にお
ける Y蛋白質発現は 44例中 32例で陽性であ
った。X発現との有意差は認めなかったが、X
発現が低かった 12例中 11例で Yは高発現で
あった。X 低発現かつ Y 高発現の症例は他の
症例に対し再発率が高かった(p=0.018)。 
 X は PNET において腫瘍抑制的に機能し、
X/H3.3複合体はH3K9me3を亢進させることで
標的遺伝子の発現を抑制していた。X と標的
遺伝子 Y は PNET の有用なバイオマーカーと
なり、治療標的になりうると考えられた。現
在雑誌論文投稿準備中である。 
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