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研究成果の概要（和文）：膵癌は予後不良な疾患であり、予後改善のために新規治療法の開発が急務である。本
研究では、膵癌におけるDclk1に注目し、Dclk1をターゲットとした膵癌術後における新規治療法の開発を進め
る。
　Dclk1阻害薬であるLRRK2-IN-1(LRRK)によって、p-Chk1の発現がLRRKによって有意に減少した。GEMとLRRKの併
用はGEM単剤に比べて有意に細胞生存率を減少させた。当科で手術を行った膵癌症例でのDclk1の発現を免疫染色
で評価した。OSではDclk1高値群で有意に予後不良だった。膵癌においてDclk1はMAPキナーゼ経路を介した増殖
に関与し、予後不良因子となり得ると思われた。

研究成果の概要（英文）：Recent studies have revealed that doublecortin-like kinase 1 (Dclk1) 
positively regulates tumor growth, invasion, metastasis, and anti-apoptosis in pancreatic cancer 
cells. Therefore, Dclk1 is a potential therapeutic target for pancreatic cancer. Consistent with 
this finding, the GEM-induced p-Chk1 expression was significantly decreased by treatment with LRRK. 
Combined treatment with GEM and LRRK significantly reduced cell survival compared to individual 
treatment with GEM. These results indicate that Dclk1 inhibition in combination with GEM treatment 
offers a novel approach to treat pancreatic cancer cells.
To investigate the expression of Dclk1 in resected specimens of pancreatic cancer and its prognostic
 significance. Patients in the high Dclk1 group exhibited significantly shorter survival times than 
those in the low Dclk1 group (P < 0.05). Dclk1 may be a marker for poor prognosis in patients with 
resected pancreatic cancer.

研究分野：消化器外科学
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１． 研究開始当初の背景 
 
膵癌は予後不良な疾患であり、根治が可能
な唯一の手段は外科手術だが、術後に再発す
る症例も多く、予後改善のために新規治療法
の開発が急務である。また治療が困難な原因
として、化学療法や放射線治療に抵抗性を有
する癌幹細胞の存在が挙げられており、膵癌
に限らず癌幹細胞に対する治療が研究され
ている。 
 Dclk1 は大腸癌において癌幹細胞マーカー
として同定され（Nakanishi Y, et al. Nat 
Genet 2013）、小腸や大腸において Dclk1陽
性細胞は長期生存し、炎症により増殖が促さ
れることが明らかになった(Westphalen CB, 
Takemoto Y, et al. J Clin Invest 2014)。膵癌
においても様々な報告がなされており、膵癌
前駆病変として知られる膵上皮内腫瘍病変
(pancreatic intraepithelial neoplasia, 以下
PanIN)において高発現し、同時に幹細胞能を
有していることが明らかになった(Bailey, et 
al. Gastroenterology 2014)。しかし、浸潤性
膵癌において、Dclk1陽性細胞が癌幹細胞か
否かは結論が出ていない。 
 
２． 研究の目的 

 
本研究では、膵癌におけるDclk1に注目し、

Dclk1が膵癌細胞を増殖させる機序の解明お
よびDclk1をターゲットとした膵癌術後にお
ける新規治療法の開発を進める。Dclk1は膵
癌において癌幹細胞マーカーである可能性
が示唆され、外科手術後の Dclk1陽性膵癌細
胞の増殖や幹細胞能に関する報告はこれま
でになされておらず、本研究によって膵癌に
おける Dclk1の役割が明らかになれば、術後
再発の予防および予後の改善につながると
考えられる。 
 
３． 研究の方法 

 
(1)膵癌の癌幹細胞の特徴の一つとして、化
学療法に対して抵抗性を有することが知ら
れている。膵癌に対する化学療法では
gemcitabine（GEM）がしばしば用いられる。
核酸アナログ製剤であるGEMにより細胞周期
は S期で停止し、checkpoint kinase 1 (Chk1) 
のリン酸化が引き起こされる。ヒト膵癌細胞
株である MiaPaca2 と PANC-1 を培養し、siRNA
や Dclk1 の キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 で あ る
LRRK2-IN-1(LRRK)を用いて、膵癌細胞におけ
るChk1のリン酸化、DNA損傷、アポトーシス、
細胞生存に対する GEM、LRRK 単剤、GEMと LRRK
の併用による効果を比較・検討し、GEMと LRRK
の併用の有用性を検証した。 
 
(2)Dclk1 によってリン酸化される基質候補
蛋白質を同定するため、Dclk1 を LRRK によっ
て阻害した膵癌細胞株 MiaPaca2 を用いた癌

関連リン酸化蛋白質マイクロアレイ解析を
行う。その結果を参考にし、当科の膵癌手術
標本に免疫染色を行い、組織学的に Dclk1 お
よび Dclk1に影響を受ける因子の発現を評価
し、Dclk1 高発現症例と予後の評価を行う。 
 
４． 研究成果 
 

研究① 
Dclk1 によってリン酸化される基質候補蛋白
質を同定するため、Dclk1 を Dclk1 阻害薬で
ある LRRK2-IN-1(LRRK)によって阻害した膵
癌細胞株 MIA Paca2 を用いた癌関連リン酸化
蛋白質マイクロアレイ解析を行ったところ、
ATR経路に属するリン酸化cdc25Aおよびリン
酸化 Chk1 の発現レベルの減少が認められた
（図１）。この結果から、Dclk1 は ATR 経路に
関与していることが示唆された。この結果に
一致して、GEM誘導性の p-Chk1 の発現が LRRK
によって有意に減少した（図２）。GEM 単剤で
は細胞周期が S期で停止したが、GEM と LRRK
の併用では細胞周期はS期で停止せず進行し
た（図３）。加えて、GEM と LRRK の併用は GEM
またはLRRK単剤に比べてγ-H2AX陽性細胞数
を増加させた（図 3）。さらに、LRRK 単剤、
GEM と LRRK の併用は GEM 単剤に比べて、
caspase-3の活性化とPARP1の切断を誘導し、
GEMとLRRKの併用はGEM単剤に比べて有意に
細胞生存率を減少させた（図 4）。これらの結
果は、Dclk1 阻害と GEM との併用は膵癌細胞
の新規治療法となり得ることを示している。 

図１ Dclk1 阻害 MIA Paca2 細胞において 50%
以上発現レベルが低下した癌関連リン酸化
蛋白質 
 



図 2 DMSO、GEM 単剤、LRRK 単剤、GEM と LRRK
の併用で 48時間処理した MiaPaCa2 細胞から
作製した cell lysate を用いてウェスタンブ
ロッティングを行い、total Chk1、p-Chk1、
β-actin の発現を検出した。 

 
図 3 GEM、LRRK 単剤、または GEM と LRRK の
併用処理による細胞周期とDNA損傷への影響 

図４ GEM、LRRK 単剤、または GEM と LRRK の
併用処理による細胞生存率への影響 
 
研究② 
 研究①と同様にDclk1によってリン酸化さ
れる基質候補蛋白質を同定するため、Dclk1
をDclk1阻害薬であるLRRK2-IN-1(LRRK)によ
って阻害した膵癌細胞株 MiaPaca2 を用いた
癌関連リン酸化蛋白質マイクロアレイ解析
を行ったところ、ATR 経路に属するリン酸化
cdc25A およびリン酸化 Chk1 の発現レベルの
減少が認められ、WB でも Dclk1 抑制に伴い、
pMEK の低下を確認した。 
 2005年 4月から2017年 12月にかけて当科
で手術を行った膵癌症例のサンプルを使用
して、Dclk1・Ki67・pMEK の発現を免疫染色
で評価した。Histoscore を用いて定量化した。
Dclk1 発現の中央値を cut-off 値とし、Dclk1
高値群・Dclk1 低値群に分けた。PFS は両群
間に有意差はなかったが、OS では Dclk1 高値
群で有意に予後不良だった（図 5）。pMEK お
よび Ki67 の発現も Dclk1 高値群で高値だっ
た。結果をまとめると、膵癌において Dclk1
は MAP キナーゼ経路を介した増殖に関与し、
予後不良因子となる可能性があると思われ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5  
当科手術症例におけるDclk1高値群と低値群
の予後評価 
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