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研究成果の概要（和文）：本研究において、膵癌のドライバー遺伝子KRAS変異とTP53変異が協調してArf6-AMAP1
経路を高発現させ活性化することにより浸潤・転移等の悪性度進展に関与すること、さらに当該経路が免疫回避
に関与し、その機序の一つとして当該経路が免疫チェックポイント分子PD-L1の細胞膜表面へのリサイクリング
の亢進に関与する新規作用機序を見出した。また、エピジェネティック因子EZH2がArf6及びPD-L1の発現制御に
関与することを見出し、その制御候補分子の同定を行った。引き続き、Arf6経路阻害により、抗PD-1抗体を用い
た免疫チェックポイント阻害療法に対する抵抗性を改善出来ることを見出した。

研究成果の概要（英文）：We previously showed that the small GTPase Arf6 and its downstream effector 
AMAP1 constitute the core signaling machinery that drives cancer malignancy and therapeutic 
resistance in breast and renal cancers. In this project, we showed that mutations in KRAS/TP53, the 
major driver oncogenes of pancreatic cancer, cooperatively cause the overexpression of Arf6 and 
AMAP1 proteins and activation of the Arf6-AMAP1 pathway to promote PDAC invasion, metastasis, 
fibrosis, and immune evasion. Mechanistically, the Arf6-AMAP1 pathway promoted recycling of the 
immune checkpoint molecule PD-L1 to the cell membrane surface. We also found that the epigenetic 
factor EZH2 is involved in the regulation of Arf6 and PD-L1 expression, and identified candidate 
molecules for its regulation. Moreover, we demonstrated that inhibition of the Arf6-AMAP1 pathway in
 cancer cells results in therapeutic synergy with an anti-PD-1 antibody, and is hence a novel method
 for improving the efficacy of anti-PD-1 therapies.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： Arf6　PD-L1　免疫チェクポイント　免疫回避　癌免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、膵癌のドライバー変異がArf6-AMAP1経路を高発現活性化することにより、膵癌の悪性度進展を促
進し、悪性予後因子となる重要な知見を得た。さらに、エピジェネティック因子EZH2はArf6経路因子及びPD-L1
の遺伝子発現に関わること、Arf6-AMAP1経路はPD-L1の細胞内動態制御にも関わり，免疫回避を駆動しているこ
とを見出した。実際、Arf6-AMAP1経路阻害は免疫チェックポイント阻害療法に対する抵抗性を改善し、奏功性を
相乗的に高めることを実証した。本研究成果により、Arf6-AMAP1の高発現は膵癌の適用バイオマーカーとして有
効であり、新規治療戦略の創出が期待出来る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
	 癌の最大の脅威は転移性及び治療抵抗性にある。癌悪性化に伴う治療抵抗性の誘導はゲ

ノム変異とエピゲノムの変化と共に腫瘍組織内の微小環境の多様な変化に起因する。個体

発 生 や 創 傷 治 癒 の 過 程 で 見 ら れ る 上 皮 － 間 充 織 形 質 転 換

（Epithelial-mesenchymal transition; EMT）に類似した現象により誘導される間充織形質が、
癌細胞の転移性、癌幹細胞性、放射線療法や抗癌剤療法に対する抵抗性の誘導に関連する

ことが明らかになっている(1)。腫瘍組織内の微小環境においては、低酸素環境等の変化に
加え、さまざまな免疫システム及び代謝リプログラムにより、免疫エフェクター細胞の機

能が抑制されていることが知られている。免疫チェックポイント分子 PD-1/PD-L1 は免疫
細胞の抑制シグナルとして機能し、阻害抗体を用いた免疫治療法が癌治療に新たなパラダ

イムシフトを起こしている。 
	 免疫チェックポイント阻害による治療法は、悪性リンパ腫や、肺がん、悪性黒色腫など

様々な癌種において顕著な治療効果を示し、特に、転移を伴った末期の患者においてもし

ばしば高い奏功性を示すことが明らかとなっている(2)。さらに、癌に対する免疫監視機構
が癌の悪性度進展に伴って抑制されており、治療戦略としてその抑制機構を解除すること

により、従来の治療法では困難であった末期のがん患者を救うことができる可能性が強く

示唆された。しかしながら、免疫チェックポイント阻害による治療法は、約 70%で治療抵
抗性を示すことが明らかとなっている。最近の解析により、そのような癌細胞の特徴の１

つに、間充織形質を獲得していることが指摘されている(3)。さらに、乳癌細胞において
EMT誘導に伴い、MHCクラスⅠと細胞障害性 T細胞（CD8陽性 T細胞、CTL）受容体と
の細胞膜表面上での免疫シナプス形成能及び CTL の細胞傷害活性が減弱する現象が報告
されている(4)。しかしながら、癌細胞の間充織形質獲得と CTL の機能障害に関する分子
機序や治療抵抗性の分子機序は不明である。 
	 申請者は、これまでに、低分子量Ｇ蛋白質 Arf6を基軸としたシグナル経路(Arf6経路)が
乳癌、非小細胞肺癌、頭頸部癌の浸潤・転移性に根幹的役割を果たしていることを明らか

にしてきた(5-9)。最近、乳癌や腎癌において、Arf6 経路が EMT に伴い誘導される間充織
特異的分子 EPB41L5を必須因子として含み、Arf6のエフェクター分子 AMAP1と複合体を
形成すること、EPB41L5の発現抑制により浸潤・転移性や薬剤抵抗性が顕著に抑制される
ことを見出した(10,11)。さらに、乳癌において癌幹細胞誘導に関わる EMT 制御転写因子
ZEB1が EPB41L5の遺伝子発現に関与することを見出した(12)。従って、Arf6経路が進行
癌特異的な間充織形質を担うシグナル経路であることが強く示唆された。また、機能獲得

型変異 p53による細胞内メバロン酸代謝経路の亢進が Arf6経路の活性化、メバロン酸経路
阻害剤であるスタチンが Arf6経路による乳癌の浸潤・転移及び薬剤抵抗性を減弱出来るこ
とを明らかにした(11)。 
	 最近、転移性及び薬剤抵抗性の高い種々の癌種において Arf6経路を構成する分子群の発
現亢進と PD-L1の発現亢進が相関していること、幹細胞性制御に関わるエピジェネティッ
ク因子 EZH2が関与する知見を得た。EZH2は、乳癌において TGFβによる EMT誘導を介
した間充識形質の維持に関与することが報告されている(13)。一方、Arf6 は形質膜及びリ
サイクリングエンドソームに局在し、MHC クラスⅠや接着分子インテグリンなどの細胞
表面レセプター分子のリサイクリングを担う因子である(14)。故に、EZH2は間充識形質を
有する癌細胞において、PD-L1 と Arf6 経路構成因子の発現誘導に関わり、Arf6 が PD-L1
の細胞内動態を制御することにより、免疫回避を誘導している可能性が推察され、検証を

進めた。 
 
２．研究の目的 
	 本研究は、Arf6-AMAP1 経路が間充織形質獲得に関わる膵癌を研究対象とし、膵癌にお
けるArf6-AMAP1経路の機能、悪性膵癌において Arf6-AMAP1経路を高発現する分子機序、
エピジェネティック因子 EZH2 による PD-L1 及び Arf6 経路因子の遺伝子発現機序、
Arf6-AMAP1経路による PD-L1の細胞内動態制御機構、さらに Arf6経路阻害による免疫チ
ェックポイント阻害療法の改善効果を検討することにより、進行癌の免疫チェックポイン

ト分子の作動機序の解明、免疫チェックポイント分子治療抵抗性の理解、並びに癌治療向

上に繋がる基礎的知見を提示することを目的とする。 



 

 

３．研究の方法 
(1) 膵癌における Arf6経路の機能及び高発現する分子機序の解析	
	 ヒト膵癌細胞株及び膵癌モデルマウス由来の細胞を用いて，Arf6-AMAP1 経路因子の発
現及び浸潤転移性の解析，ヒト膵癌組織を用いた組織染色により予後との関連について解

析を行った。また，ヒト膵癌細胞株 MIAPaCa-2を用いたショ糖密度勾配遠心法による分画
法，in vitro translationによる translationに関する評価，TCGA及び RNA-seq.解析による Arf6
の発現に関わる転写因子の同定を行った。 
	

(2) EZH2による PD-L1及び Arf6経路因子の遺伝子発現機序の解析  
	 遺伝子発現の負の制御に関わるヒストンメチル化酵素 EZH2の発現をレンチウイルスベ
クターを用いた shRNA を発現させることにより抑制した細胞株を樹立し、RNA-Seq によ
る網羅的解析を行い、変動の見られた候補転写因子のリストアップを行った。候補分子に

ついて、遺伝子プロモーター上（転写開始点から約 5kbp上流）に結合配列を有するか否か、
解析ソフト JASPAR及び MEMEを用いて査定を行い、続いて、EZH2抑制で２倍以上の発
現減少を示し、TCGA database 解析により遺伝子発現と正の相関が見られるものを活性化
候補、その逆パターンを示すものを抑制候補として絞り込みを行った。 
 
(3) Arf6経路による PD-L1の細胞内動態制御の解析  
	 Arf6経路が PD-L1の細胞内へのインターナリゼーション、あるいは細胞膜へのリサイク
リングプロセスに関与しているか解析を行った。具体的には、PD-L1の細胞外領域を認識
する抗体を用い、冷温にて PD-L1 と結合させた後、37°C で培養することにより PD-L1 を
細胞内にインターナリゼーションさせ、固定する。蛍光色素が付加した２次抗体と反応後、

イメージングシステム機器 ODESSEYにて細胞内の取り込みを評価する。リサイクリング
に関しては、インターナリゼーションを冷却により停止させた後、細胞表面に残存してい

る PD-L1に結合した抗体を酸性溶液にて解離し、細胞内の PD-L1を 37°Cで培養すること
により細胞膜にリサイクリングさせ、上記と同様の方法により、細胞表面の蛍光色素の割

合を評価する。さらに、PD-L1の細胞内動態に Rabが関与しているか siRNAを導入して解
析を行った。 
 
(4) Arf6経路阻害による免疫チェックポイント阻害療法効果の検討  
	 ヒト膵癌に対する代表的モデルマウス (Pdx-Cre, LSL-KrasG12D/+, LSL-p53R172H/+)か
ら樹立した KPC細胞を、同系野生型マウスに移植する実験系を用いた。Arf6-AMAP1経路
阻害法としてまず shAMAP1を用い、KPC細胞における本経路阻害が PD-1抗体に対して相
乗効果を発揮するか否かを検討した。続いて、Arf6の発現を抑制する eIF4A阻害剤 Silvestrol
を用いて、同様な相乗効果が見られるか検討した。 
	
４．研究成果	

	 ヒト膵癌細胞株及び膵癌モデルマウス由来の細胞において Arf6-AMAP1経路因子が高発
現し、浸潤転移性等、膵癌の悪性度に関与していることを見出した。病理標本解析からも、

Arf6-AMAP1 経路因子群の発現が高くなることにより膵癌悪性予後因子となることを見出
している。Arf6-AMAP1経路因子と膵癌の悪性度に関する分子メカニズムを解析した結果、
膵癌のドライバー遺伝子 KRAS 変異と TP53 変異が協調して Arf6-AMAP1 経路の発現を高
くさせ活性化することを新たに見出した。即ち、膵癌細胞株 MIAPaCa-2を用いたショ糖密
度勾配遠心法による分画により、KRAS変異は Arf6及び AMAP1の翻訳制御に関与してい
ることを見出した。その制御機構を解析するために、Arf6 及び AMAP1 の 5’-非翻訳領域 
(5’-UTR)を調べると、Arf6 の 5’-UTR には eIF4A 依存的ながん遺伝子の翻訳に関与してい
ることが知られている G-quadruplex構造が存在すること、一方、AMAP1の 5’-UTRには、
mTORC1 依存的な翻訳に関わる mRNA に共通する配列 5’TOP モチーフが存在することが
分かった。そこで、eIF4A阻害剤 Silvestrol処理を行うと、Arf6蛋白質発現が減少すること、
その抑制効果は KRAS変異を有する膵癌細胞で顕著であることを見出した。一方、mTORC1
複合体のサブユニット Raptor の発現抑制、mTOR 阻害剤 Rapamycin 及び Torin1 処理を行
うと、AMAP1 蛋白質の発現が減少した。これらのことから、KRAS 変異は翻訳開始因子
eIF4A依存的に Arf6の発現を促進すること、また、mTORC1の下流では 4EBPのリン酸化
を介し翻訳開始因子 eIF4E が機能していることから、eIF4E 依存的に AMAP1 の発現を促
進することが明らかとなった。一方、TP53変異は膵癌においてもメバロン酸代謝経路を介



 

 

して Arf6経路を活性化することを見出している。 
	 次に、遺伝子発現の負の制御に関わるヒストンメチル化酵素 EZH2による PD-L1遺伝子
発現制御の分子機序について解析を進めた。EZH2 の発現をレンチウイルスベクターを用
いた shRNA を発現させることにより抑制した細胞株を樹立し、RNA-Seq による網羅的解
析を行い、変動の見られた候補転写因子をリストアップした。また、候補分子について、

PD-L1遺伝子プロモーター上（転写開始点から約 5kbp上流）に結合配列を有するか否かに
関して、解析ソフト JASPAR及び MEMEを用いて査定を行い、EZH2抑制で２倍以上の発
現減少を示し、TCGA database解析により PD-L1との発現と正の相関が見られるものを活
性化候補、その逆パターンを示すものを抑制候補として絞り込みを行った。引き続き、

PD-L1 の遺伝子発現に与える影響を生化学的に解析し、抑制因子の候補を同定した。Arf6
に関しても同様の方法により解析を進め、候補分子の絞り込みを進めている。膵癌ドライ

バー遺伝子との関連等の詳細な分子機序は今後の課題である。 
	 引き続き、膵癌モデルマウス(Pdx-Cre, LSL-KrasG12D/+, LSL-p53R172H/+)由来の KPC細
胞を用いた動物実験において、Arf6-AMAP1 経路が膵癌の免疫回避に重要であることを示
す結果を得た。そこで、免疫回避に関わる免疫チェックポイント分子 PD-L1の細胞内動態
と Arf6-AMAP1 経路との関連について解析を行った。膵癌細胞株 MIAPaCa-2 を用い IFNγ
刺激を行うと、PD-L１の発現が誘導されるが、Arf6シグナル因子の発現を抑制しても、IFNγ
刺激依存的な PD-L1の発現量に大きな変化は見られなかった。一方、PD-L1の局在を調べ
ると、Arf6及び AMAP1の発現抑制において、細胞表面の PD-L1が減少しているのが観察
された（図１）。次に、PD-L1 のンターナリゼーション/リサイクリングについて解析を行
った。PD-L1の細胞外領域を認識する抗体を用い、冷温にて PD-L1と結合させた後、37°C
で培養することにより PD-L1を細胞内にインターナリゼーションさせ、固定し、蛍光色素
が付加した２次抗体と反応後、イメージングシステム機器 ODESSEYにて細胞内の取り込
みを評価した。その結果、インターナリゼーションに関して有意な差は見られなかった。

続いて、PD-L1 のリサイクリングについて解析を行った。インターナリゼーションした
PD-L1を冷却により停止させた後、細胞表面に残存している PD-L1に結合した抗体を酸性
溶液にて解離し、細胞内の PD-L1 を 37°C で培養することにより細胞膜にリサイクリング
させ、上記と同様の方法により、細胞表面の蛍光色素の割合を評価した。その結果、Arf6, 
AMAP1 の発現を抑制すると、PDGF 刺激依存的な PD-L1 のリサイクルが阻害されるこ
とが分かった（図 2）。さらに、PD-L1の細胞内動態の分子機序を解析する目的で Rabの関
与について解析を行った。その結果、PD-L1 のリサイクリングに関わる複数種の Rab を
見出し、その分子機序について解析を進めている。	

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 Arf6-AMAP1 経路阻害により、免疫チェックポイント阻害療法に対する抵抗性を改善出
来るかについて膵癌モデルマウスを用いて検討を行った。膵癌モデルマウス由来 KPC細胞
を用い、Arf6-AMAP1経路阻害として、まず shAMAP1細胞をシンジェニックマウスの皮下
に移植し、抗 PD-1抗体を投与した際の腫瘍抑制効果に与える影響を検討した。その結果、
AMAP1発現阻害と抗 PD-1抗体との併用によって腫瘍増殖に対する著しい抑制効果を示す
ことが観察された（図３）。さらに、Arf6の発現抑制効果を見出した eIF4A阻害剤 Silvestrol
と抗 PD-1抗体の併用によっても、同様の相乗的な抗腫瘍効果が観察された（図４）。 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 本研究により、膵癌のドライバー変異 KRAS 変異と TP53 変異が Arf6-AMAP1 経路を高
発現活性化することにより、浸潤転移等の膵癌の悪性度進展を促進すること、エピジェネ

ティック因子 EZH2 は PD-L1 及び Arf6 経路因子の遺伝子発現制御に関わり間充織形質の
獲得に関与している可能性を見出した。さらに、Arf6-AMAP1経路は PDGF刺激に依存し
た PD-L1の細胞膜表面へのリサイクリングの亢進に関わり、免疫回避を駆動していること
が明らかとなった。また、Arf6-AMAP1経路阻害との併用により抗 PD-1抗体による免疫チ
ェックポイント阻害療法の奏功性を相乗的に高めることを実証し、その際、Arf6-AMAP1
の高発現が適用バイオマーカーとして有効である可能性を示した。 
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