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研究成果の概要（和文）：ゲムシタビン耐性株MIA-PaCa2-GEMでは、親株であるMIA-PaCa2に比較しMAST4発現が
亢進していた。MAST4発現はヒト膵管癌において癌の進行、予後不良、および、ゲムシタビン耐性と相関してい
た。耐性株においてMAST4をノックダウンするとゲムシタビン耐性は消失した。MAST4は核内においてAKT3と相互
作用を示し、AKT3活性化によりFoxO3などを介してゲムシタビン耐性を誘導すると考えられた。また、MAST4発現
亢進はmiR582-5p発現抑制により誘導されると考えられた。MAST4は膵管癌における新規ゲムシタビン耐性遺伝
子・予後不良因子であり、新規分子標的として期待される。

研究成果の概要（英文）：In the gemcitabine resistant strain MIA-PaCa2-GEM, MAST4 expression was 
enhanced compared to the parent strain MIA-PaCa2. MAST4 expression has been correlated with cancer 
progression, poor prognosis, and gemcitabine resistance in human pancreatic ductal carcinoma. When 
MAST4 was knocked down in MIA-PaCa2-GEM, gemcitabine resistance disappeared. MAST4 interacts with 
AKT3 in the nucleus, and it is thought that AKT3 activation induces gemcitabine resistance via the 
AKT3-target genes, such as FoxO3. Moreover, it was thought that MAST4 upregulation was induced by 
miR 582-5p downregulation. MAST4 is a novel gemcitabine resistance gene in pancreatic ductal cancer 
and a prognostic factor, and is expected as a novel molecular target in pancreatic ductal cancer.

研究分野：人体病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膵管癌は、早期診断・早期治療が困難で生物学的悪性度も高く、最も悪性度の高い難治癌である。治療困難の要
因の一つが有効な抗がん剤の少なさと耐性獲得による抗がん剤の無力化である。ゲムシタビンは膵管癌に有効性
な数少ない抗がん剤の一つであるが、多くの症例では投与中に耐性を生じ効果が失われる。本研究ではゲムシタ
ビン耐性を解除する新たな分子標的を見出すことに成功しており膵管癌の治療の改善につながると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
膵癌は、増加を続けているがんの一つであり、2014年には男女がん死亡の第 4位に達している。
一方、膵癌は予後不良の難治癌として知られ、診断時 80%の症例は stage IVであり、治癒切除
率は低く、化学療法が膵癌の治療においては特に重要性が高い。しかし、化学療法は有効な
regimen の少なさや抗がん剤耐性が問題となっており、膵癌の 5 年生存率は担癌患者を含めて
も 10%程度である。このため、新規抗がん剤、あるいは、抗がん剤耐性の検出による適切な抗
癌剤の選択および抗癌剤耐性機序の解明による耐性阻害物質の発見が急務とされる。 
 
２．研究の目的 
MIA-PaCa2からゲムシタビン長期持続処理によりゲムシタビン耐性株MIA-PaCa2-GEMを樹立
したが、両細胞株における遺伝子発現パターンの差異をアレイ解析により比較したところ、耐
性株 MIA-PaCa2-GEMにおいて発現が親株の 7倍に増強しさらにこれまでがんとの関連を含め
その機能についての報告が乏しい遺伝子であるMAST4が抽出された。本研究では、MAST4に
対して、そのゲムシタビン耐性成立機序の解明を主眼に検討を行い、膵管癌の化学療法の有効
性を向上することにつながる知見を得ることを目標とした。 
 
３．研究の方法 
これまで、抗癌剤耐性機序としては、抗癌剤の細胞外汲み出し、抗癌剤代謝経路の亢進、DNA
修復能の亢進などが知られるが、MAST4は Ser/Thrキナーゼ活性を有する以外に機能的な手掛
かりがない。本研究では、親株MIA-PaCa2と耐性株MIA-PaCa2-GEMを比較しつつ、キナーゼ
の基質、physical associationを行うタンパク、免疫染色において核局在を示す意味などから機序
を解明した。 
 
４．研究成果 
(1) 膵管癌症例におけるMAST4発現 
MAST4発現を 91例の膵管癌切除例で検討すると、45例 49%に高発現が見られ、発現の程度は、
組織学的 grade、T 因子、M 因子、stage、および、予後不良と相関していた。さらに、MAST4
高発現例で有意に予後は不良であった。また、ゲムシタビン使用例 42例では、MAST4高発現
を認めた 21例ではゲムシタビン(GEM)耐性が認められた。 
 
(2) 耐性株MIA-PaCa2-GEMにおけるMAST4の GEM耐性への関与 
MAST4の GEM耐性への関与を確認するためMIA-PaCa2-GEMにおいてMAST4をノックダウ
ンしたところ、GEM感受性は親株と同等に改善された。さらに、両株における5-FUおよびCDDP
に対する感受性を検討したところ、MIA-PaCa2-GEMにおいては 5-FUに対し約 8倍の耐性を示
したが、CDDP への感受性は親株と同等であった。また、膵管癌における既知の GEM 耐性遺
伝子であるMRP1, RRM1, RRM2, hENTなどの発現を検討したが、両株に有意差は認められなか
った。 
 
(3) MAST4細胞内局在と GEM耐性 
ヒト膵切除標本を用いた免疫染色を行ったが、MAST4 は正常膵管上皮では細胞質に、膵管癌
細胞では細胞質と核に発現しており、核への染色性は予後と逆相関を示していた。
MIA-PaCa2-GEM において、MIA-PaCa2 に比較し細胞質・核ともに MAST4 タンパクレベルの
亢進が認められた。このように、核内MAST4が GEM耐性機序に関与することが示唆された。 
 
(4) 阻害剤スクリーニングアッセイを用いたMAST4関連シグナルの検討 
阻害剤スクリーニングセット(先端動物モデル支援プラットフォームより供与)を用いて約 400
種の阻害剤で MIA-PaCa2-GEM における GEM 耐性を抑制するものを検討した。その結果、
AKT-mTor、Jak-Stat3、GSK-3 などのシグナル系の阻害が抽出された。このうち、AKT の発現
を各 isoform について検討すると、MIA-PaCa2-GEM においては AKT1/2 の発現は MIA-PaCa2
と同等であったのに対し、AKT3 の発現が亢進していた。また、MAST4 ノックダウンにより
AKT1/2タンパクは変化しなかったが、AKT3タンパクは減少した。このことから、MAST4関
連シグナルとして AKT3 が有望視された。さらに、MAST4 ノックダウンにより AKT3 の標的
タンパクである FoxO3のリン酸化レベルが低下した。また、AKT3をノックダウンすることに
より GEM耐性が親株以下に低下した。さらに、Duolink PLAを用いて、MAST4と AKT3タン
パクの共局在を検討したところ、核内に共局在シグナルが認められた。 
 
(5) MAST4発現に対する microRNAの関与 
耐性株におけるMAST4過剰発現に関して、MAST4を標的遺伝子とする miR582-5pについて検
討した。miR582-5pの inhibitorを用いてMIA-PaCa2を処理すると、MAST4発現は亢進し GEM
感受性は約 1/2倍に低下した。 
 
上記のように、MAST4 は miR582-5p 発現低下により発現誘導され、核内において AKT3 のシ
グナル伝達プラットフォームとしてその作用を促進し、GEM耐性を誘導する可能性が示唆され



た。 
 このように、MAST4 はこれまでにない機序を有する新規耐性遺伝子として注目される。新
規ゲムシタビン耐性機構を解明することは、ゲムシタビンのみならず今後開発される化学療法
剤の耐性阻害を可能にすると考えられる。 
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