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研究成果の概要（和文）：神経内分泌腫瘍（NET）の起源や発生、そして浸潤・転移機序については不明な点が
多い。我々は、癌幹細胞マーカーDCLK1が膵NET組織に強くびまん性に発現している所見を見出した。ヒト膵NET
細胞株においては、DCLK1がFAK-Tyr925残基のリン酸化を促進し、EMT regulatorであるSLUGの発現を上昇させる
ことを初めて示した。DCLK1自体の詳細な機能が不明な中、FAKを介したEMT制御に関わる点を今回明らかにし
た。“高率に転移する”NETの臨床的特徴や、NETに対する新規治療標的分子をDCLK1-FAK-SLUG軸に沿って考案す
る上で重要な知見であると考える。

研究成果の概要（英文）：DCLK1 is a marker for intestinal and pancreatic cancer stem cells. This 
study was conducted to assess DCLK1 expression levels in pancreatic neuroendocrine tumor (PNET) 
tissues and to explore the roles of this molecule in PNET. Immunohistochemically, all PNET tissues 
highly and diffusely expressed DCLK1. A DCLK1-overexpressing PNET cell(QGP1-DCLK1) exhibited 
EMT-related gene signatures, and upregulation of Slug, N-Cadherin, and Vimentin was validated by 
real-time PCR and immunoblotting. QGP1-DCLK1 cells had increased cell migration and proliferation. 
The factors involved in the formation of the fast-growing tumors included p-FAK (on Tyr925), 
p-ERK1/2 and p-AKT. In conclusion, robust and ubiquitous expression of DCLK1 was demonstrated in 
human PNET tissues and cells. DCLK1 characterized the PNET cell behavior, inducing p-FAK/ 
SLUG-mediated EMT. These findings suggest the possibility of developing novel therapeutic strategies
 against PNETs by targeting DCLK1.

研究分野：消化器一般

キーワード： DCLK1　NET　FAK　SLUG　EMT
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１．研究開始当初の背景 
神経内分泌腫瘍（neuroendocrine tumor, 
NET）とは神経内分泌細胞に由来する腫瘍で
あり、ペプチドホルモン・アミン産生能を有
し、神経内分泌マーカーを発現するものと定
義 さ れ て い る 。 現 在 で は Diffuse 
Neuroendocrine System; DNESという概念
により、NETは全身諸臓器に発生するとされ
ている。従来カルチノイド腫瘍や内分泌腫瘍
と呼称されてきたものは、2000年以降WHO
分類で NET として統一された。消化器領域
における、膵・消化管 NETは 2010年より新
たなガイドラインによる分類がなされてい
る。近年、NETの患者数は、欧米のみならず
本邦においても増加傾向にある。さらに膵領
域においては、糖尿病治療薬である DPPⅣ阻
害薬による発病の可能性も指摘されており
（Alexandra et al., Diabetes 2013）、糖尿病
患者数の増加に伴う NET 患者数の増加が懸
念されている。 
NET の発生や増殖メカニズムに関しては多
くの研究があるが、いまだ不明な点が多く、
患者予後を改善するには、NETの悪性ポテン
シャルの詳細な解析と、新規標的分子の同定
およびその治療への応用が必要である。申請
者は最近、消化管 NETにおいて DCLK1 が
高発現していることを報告した（Oncol Lett 
2014）。DCLK1 は microtubule-associated 
proteinであり、元来、神経系細胞の増殖（細
胞周期）や分化、遊走、アポトーシス等を制
御する蛋白である（Shu et al., Neuron 2006）。
ところが最近、DCLK1は神経系のみならず、
大腸癌・膵癌の癌幹細胞にも発現しているこ
とが報告され（Nakanishi et al., Nat Genet 
2013; Bailey et al., Gastroenterology 2013）、
さらに DCLK1 の knockdown や特異的阻害
剤による抗腫瘍効果も報告されるようにな
り(Nathaniel et al., Mol Cancer 2014)、消化
器病学領域においても大変注目される分子
の一つとなってきている。免疫組織化学的方
法を用いた我々の予備実験では、DCLK1 は
ヒト膵・消化管 NET 組織において、ほぼ全
症例で高発現を認めた。 
また膵 NET 細胞株（CM 細胞）においても
DCLK1 の強い発現を確認した。さらに、そ
の発現を sh-RNA-レンチウイルス・システム
を用いて knockdown し、恒常的に DCLK1
発現を最小化した細胞株の樹立に成功して
いる。興味深いことに、同実験系においては
DCLK1 の糖代謝への関与も示唆された。こ
のような我々の予備実験結果および既報の
知見より、膵・消化管 NET において高発現
している DCLK1 は、何らかの機序で NET
細胞の増殖、低酸素耐性（spheroid形成能）、
あるいは特異な糖代謝や autophagy 調節機
構（Kantara et al., Cancer Res 2014）に関
与している可能性が高いと考えられる。した
がって、DCLK1 がそのような癌幹細胞の基
本的形質の制御に深く関与しているのであ
れば、その発現ないしキナーゼ機能をブロッ

クすることで強い抗腫瘍効果が期待される。
本研究では上記の考えを基盤とし、膵・消化
管 NET に対する新規分子標的治療戦略を提
案し、早期に実臨床に寄与しうるエビデンス
を構築することを目標としたい。 
 
２．研究の目的 
Doublecortin-like kinase 1（DCLK1）の機
能については未だ不明な点が多いが、腫瘍細
胞増殖亢進作用やアポトーシス抵抗性、低酸
素耐性への関与が報告されている。本研究の
目的は、膵神経内分泌腫瘍における DCLK1
発現の意義とその機能を解明し、分子標的治
療への応用を検討することである。そこで、
以下の 3点を中心に検討したい。 
①ヒト膵神経内分泌腫瘍組織における
DCLK1 発現を、免疫組織化学的染色により
検討する。 
②ヒト膵神経内分泌腫瘍細胞株を用いて、
DCLK1①の発現およびその新規機能を探索
する。 
③DCLK1 を knockdown あるいは過剰発現
させた膵神経内分泌腫瘍細胞株を用いて、
xenograft モデルにおいて DCLK1 が腫瘍増
殖や周囲組織への浸潤に及ぼす影響を検討
する。また、DCLK1 kinase inhibitorを用い
て臨床における治療学的アプローチが可能
か否かを検討する。 
 
３．研究の方法 
①ヒト膵・消化管 NET 組織を用いて、DCLK1
染色をおこなう。腫瘍の病理学的情報と臨床
情報（転移の有無や予後など）を参照し、
DCLK1 の予後因子としてのポテンシャルを決
定する。 
②膵 NET 細胞株を用いて、細胞増殖の他、癌
幹細胞の stemness を支える特異な糖代謝や
低酸素耐性、活性酸素種（ROS）に対する防
御機構などについて、DCLK1 が果たす役割を
詳細に検討する。 
③ Xenograft モ デ ルを用いて、 DCCLK1 
knockdown がもたらす抗腫瘍効果や既存の分
子標的治療薬（mTOR 阻害剤）への上乗せ効果
を検討する。DCLK1 過剰発現系でも同様の実
験をおこなう。 
④DCLK1 特異的阻害剤（LRRK2-IN-1 など）を
用いて、in vitro、in vivo でその抗腫瘍効
果を検討する。 
 
４．研究成果 
1.ヒト膵 NET組織を用いた免疫組織化学的染
色とその解析 
1997 年～2012 年に久留米大学病院にて外科
切除された膵神経内分泌腫瘍組織全 15 症例
において免疫染色によるDCLK1の発現を検討
した．全 15症例の内訳は男性/女性; 8/7例，
平均年齢; 56(17-77)歳，平均最大腫瘍径; 
30.2(12-93)mm，NETG1/G2; 10/5 例，機能性/
非機能性; 3/12 例であった。 全 15 症例で腫
瘍部にびまん性に DCLK1 の発現が確認され、



一般的な神経内分泌マーカー（シナプトフィ
ジン、クロモグラニン A、CD56）よりも陽性
率が高い結果であった。 染色強度と面積で
スコア化し, 腫瘍因子（悪性度、腫瘍径、転
移の有無など）との関連性を検討したが、そ
の関連性に有意差は認められなかった。
DCLK1 には大きく 2 つのアイソフォームを有
することが知られているが、 今回肝臓原発
の NET の凍結標本より蛋白を抽出し WB 法に
て行った解析では、そのアイソフォームは
Long-form であることが分かった。 
2.膵 NET 株における DCLK1 発現の決定と、そ
の新規機能の追求 
(1),(2) DCLK1 を発現している膵神経内分泌
腫瘍細胞株 CM 細胞を用いて、 siRNA により
DCLK1 ノックダウン細胞を作製した。 DCLK1
ノックダウン細胞はコントロールと比較し
細胞増殖が有意差をもって低下し , 
Wound-healing assay においてその遊走能は
有意に低下した。WB 法による解析では DCLK1
ノックダウン細胞で STAT3 及び AKT のリン酸
化が低下し、PTEN 脱リン酸化の上昇が確認さ
れた。 
(3)上記結果が得られたがやや変化に乏しい
ため、 DCLK1 のより主となる機能は別にある
のではと判断した。 次に DCLK1 を発現して
いない膵神経内分泌腫瘍細胞株 QGP1 細胞に
プラスミドベクターを導入し, DCLK1 過剰発
現細胞株（QGP1-DCLK1）を作製した。 コン
トロールであるQGP1-EVと比較しその細胞形
態に著明な変化が認められた。【図 1】 次に
これらをマイクロアレイ法により網羅的に
解析を行ったところ、 EMT に関連する幾つか
の分子に有意な変化が認められた。【図 2】 さ
らに詳細にリアルタイム PCR 法、 WB 法を用
いてメッセンジャーRNA レベル、 蛋白レベル
での解析を行った。 最も変化したものは EMT
の regulator とされる SLUG であった。それ
に伴い 間葉系マーカーである N-CADHERIN, 
VIMENTIN は上昇し、 また AKT、Erk、FAKty925
のリン酸化の上昇、 CYCLIN D1 の上昇も認め
られた。 細胞増殖は有意な差は認めなかっ
たが、 Wound-healing assay では有意にその
遊走能は上昇した。  
3.  Xenograft モデルを用いて、dclk1 過剰
発現がもたらす効果を解析した。 
(1) DCLK1 過剰発現細胞株(QGP1-DCLK1)、コ
ントロール細胞株をヌードマウスへ移植し、
腫瘍の形成能を比較したところ、QGP1-DCLK1
は有意に大きな腫瘍を形成した。【図 3】 
(2) 腫瘍組織を免疫組織化学染色にて評価
を行った。in vitro の結果同様に QGP1-DCLK1
の腫瘍組織には SLUG および p-FAKTy925 の発
現が上昇した。また核分裂像では有意に
QGP1-DCLK1 で増加した。 
(3) QGP1細胞は細胞カウントが非常に難しい
細胞であり、エベロリムスの上乗せ効果の評
価は困難であった。しかしながらスフィア形
成を比較したところ QGP1-DCLK1 で有意に大
きなスフェアを形成した。 

4. DCLK1 特異的阻害剤である小分子化合物
LRRK2-IN-1 や XMD8-92 を用いて、その抗腫瘍
効果を in vitro および in vivo で検討する。 
(1) 膵NET細胞株に上記の阻害剤を投与しin 
vitro で検討を行った。 
QGP1-DCLK1 に LRRK2-IN-1 および XMD8-92 を
投与したところ SLUG および p-FAKTy925 の発
現が低下した。また DCLK1 を元々発現する CM
細胞においても阻害剤の投与にて同様の結
果が得られた。更に、FAK と SLUG の関係性を
詳細に検討するために QGP1-DCLK1 細胞に
siRNA をもちいて FAK の発現をノックダウン
したところ、SLUG の発現も低下した。つまり
FAKはSLUGの上流にある分子であると示唆さ
れ、DCLK1 はこの FAKTy925 のリン酸化を促す
ことで、増殖においては MAPK pathway を中
心とした分子が関与し、転移・遊走に関して
は EMT の regulator である SLUG を中心とし
た分子が関与していると考えられた。 
(2) Xenograft モデルを用いて、同阻害剤の
抗腫瘍効果を検討する。 
Xenograft モデルでの阻害剤の抗腫瘍効果に
関しては、十分な検討ができなかったため今
回は行わなかった 
 
 
 
 
 
 

 
【図 1】 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
【図 2】 
 
 
 
 
 
 

 
【図 3】 
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