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研究成果の概要（和文）：Wnt signalのactivatorとして膵癌細胞の上皮間葉移行に機能するLRRFIP1の機能解
析、特に抗癌剤の感受性、殺細胞効果への関与について検討を行なった。膵癌細胞のLRRFIP1の発現を抑制させ
ることで、ゲムシタビン投与時のJNKのリン酸化が亢進、アポトーシスが強く促進され、感受性が増強した。
LRRFIP1の発現が膵癌のゲムシタビン感受性に関与することを示した報告はなく、新たな知見が得られた。ま
た、JNKのリン酸化亢進には、JNK/SAPKシグナルの活性化が深く関与していることが示され、上皮間葉移行によ
る抗癌剤耐性獲得メカニズムとしても重要である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Wnt signal activator LRRFIP1 is important in regulation of EMT in pancreatic
 cancer cells. LRRFIP1 has been suggested to implicate in gemcitabine sensitivity by regulating EMT.
 In this project, we revealed LRRFIP1 silencing accelerates gemcitabine-induced  cell death in 
pancreatic cancer cells. It was also revealed that gemcitabine-induced phosphorylation of JNK and 
c-Jun were increased in LRRFIP1 knockdown cells. The activation of JNK/c-Jun in LRRFIP1-knockdown 
cells was significantly diminished by the inhibition of Rac activity. It was confirmed that the 
acquisition of gemcitabine sensitivity by LRRFIP1 silencing largely depends on the stimulation of 
JNK/SAPK signaling. Our findings suggest that reversing EMT and transient activation of JNK might be
 essential for the gemcitabine sensitivity in LRRFIP1 knockdown pancreatic cancer cells. Our 
discoveries highlight the potential role of LRRFIP1 in the chemosensitivity related to the 
regulation of EMT signaling.

研究分野： 消化器外科学

キーワード： LRRFIP1　膵癌　Wnt signal　EMT　gemcitabine　JNK

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、膵癌細胞においてLRRFIP1の発現を抑制することによりゲムシタビン抗癌剤感受性が増強すること
を解明した。LRRFIP1発現抑制癌細胞ではJNK/SAPKシグナルの活性化が亢進していたことから、そのシグナルを
制御することでゲムシタビン感受性に深く関与していると考えられた。LRRFIP1の発現、機能亢進はEMTの制御に
深く関与することから、癌微小環境下におけるその発現量の変化が、抗癌剤感受性に影響している可能性が示唆
される。癌微小環境下におけるLRRFIP1の発現制御、EMTの制御と抗癌剤感受性についてさらに詳細に解明するこ
とで、新たな分子標的治療開発など臨床応用が期待される。

※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 
LRRFIP1/GCF2（以下 LRRFIP1）は、actin 関連蛋白質 Flightless-1 の Leucine Rich Repeat

（LRR）領域に結合する蛋白質としてクローニングされた蛋白質であり、actin を中心とした細
胞骨格の調節に関与することが示唆された（Fong, K.S. and H.G. de Couet, Genomics, 1999）。
また、LRRFIP1 と相同性を有する LRRFIP2 は Wnt signal 系の Dishevelled との相互作用か
ら Wnt の activator として機能し、胎生期体軸形成に関与することが報告された（Liu J et al, 
PNAS 2005）。申請者はこれまで、とくに癌細胞における LRRFIP1 の発現とその機能解析に従
事、細胞骨格、運動調節機構に関して、以下のような興味深い知見が得られている。 
(1) LRRFIP1 は、癌の浸潤先進部（invasion front）で高く発現し、その浸潤能に深く関与する。 
(2) LRRFIP1 は Dishevelled(Dvl)を介して Wnt signal の activator として機能する。 
(3) LRRFIP1 は、small-GTPase 蛋白 RhoA の活性化を介して細胞骨格調節に深く関与する。 
(4) LRRFIP1 は癌細胞の上皮間葉転換（EMT）を強く促進する。 
(5) LRRFIP1 発現抑制膵癌細胞では、ゲムシタビン投与時のアポトーシス誘導が促進され、そ
の薬剤感受性が増強する。 
これらの知見より、LRRFIP1 の発現は、Wnt signal を介した癌細胞の上皮系から間葉系への

形質転換に深く関与し，癌の移動・浸潤能の獲得にきわめて重要であることが明らかになるとと
もに、その形質転換は抗がん剤感受性にも深く関与し、その抑制は感受性を著明に亢進させるこ
とが示唆されている。 
近年、乳癌細胞株と血管内皮細胞との共培養系で mRNA 発現をマイクロアレイにて検討した

ところ、癌細胞で LRRFIP1 mRNA 発現が著明に上昇することが報告された（Buess M, et al. 
Neoplasia 2009）。また、LRRFIP1 が血小板の血栓形成能に深く関与するとの報告（Goodall AH, 
et al. Blood 2010）もあり、血管内皮あるいは細胞外基質との相互作用など癌微小環境において、
LRRFIP1 が細胞接着能、骨格調節等の機能を有し、その形質転換を制御することで浸潤促進・
転移形成能、あるいは抗がん剤感受性に深く関与することが示唆される。さらに LRRFIP1 遺伝
子の癌組織における発現に関して、2006 年に Sjöblom らは乳癌および大腸癌で高率に変異を認
める遺伝子として 189 の遺伝子を同定したが、GLRRFIP1 も Cancer associated gene の１つと
して報告されている（Sjöblom T, et al. Science 2006）。前述のように LRRFIP1 は多くの消化
器癌で高発現が認められており、癌細胞における LRRFIP1 の機能解析は重要な意味を持つもの
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、癌の微小環境下、細胞外基質との相互作用における LRRFIP1 の発現調節機構を

解析し、その悪性化、特に浸潤・転移能への関与を解明するとともに、その Wnt を介した EMT
促進機構より、抗癌剤投与時の薬剤感受性メカニズムにどのように関与するか、明らかにするこ
とを目的とする。 
 上述のように、SiRNA をもちいて LRRFIP1 の発現を低下させることで、癌細胞の上皮系へ
の形質転換が起こり、細胞の移動・浸潤能が抑制される。また、その発現は癌微小環境下、周囲
間質組織や血管内皮などとの相互作用の中で制御されていることが強く示唆されており、癌細
胞の転移浸潤に、極めて重要な役割を果たしていることが予想される。これらの点について
LRRFIP1 の機能を解析することは、癌の浸潤転移機の新たな解明へ結びつくきわめて重要な研
究と考える。さらに、我々は、LRRFIP1 が抗癌剤の薬剤感受性に関与するという新たな知見に
ついて、その可能性を示唆するデータが得られている。LRRFIP1 はその発現を抑えることで、
抗がん剤添加時のアポトーシスを誘導、その感受性を促進すること可能性があることから、その
シグナル伝達メカニズムの解明は、あたらしい癌の分子標的治療の標的となる可能性を秘めて
いるとかんがえられる。 
 
３．研究の方法 
(1) 膵癌細胞株における LRRFIP1 発現量及びゲムシタビン感受性 
4 種類の膵癌細胞株 (PANC-1, MIA-PaCa2, AsPC-1, BxPC-3) を用いて、その LRRFIP1 発現量を

ウエスタンブロット法により半定量解析するとともに、それぞれの細胞株のゲムシタビン感受
性を MTT アッセイにより解析した。 
(2) LRRFIP1 発現抑制によるゲムシタビン感受性の変化の検証 
 LRRFIP1 発現量の多い細胞株で、SiRNA の手法により、その発現を抑制し、ゲムシタビン感受
性の変化について検証する。ゲムシタビン感受性の変化は、細胞障害性試験（MTT アッセイ）に
より生存細胞の変化を検証するとともに、カスパーゼアッセイにより、ゲムシタビン添加時に誘
導されるアポトーシス の変化について検証する。 
(3) ゲムシタビン添加時の JNK/SAPK signal 活性化における LRRFIP1 の関与に関する検証。 
 ゲムシタビン添加時のアポトーシス誘導における JNK/SAPK signal の活性化に LRRFIP1 が
どのように関与するか、JNK 及び c-Jun のリン酸化を、リン酸化物特異的抗体を用いて検証す
る。さらに、JNK/SAPK signal の初期段階で活性化する small GTPase、Rac の阻害薬を用いるこ



とで、その signal 伝達経路が JNK/SAPK signal であることを検証する。 
 
４．研究成果 
(1) 膵癌細胞株における LRRFIP1 発現量及びゲムシタビン感受性 
 ウェスタンブロット法を用い、4種類の膵癌細胞株 (PANC-1, MIA-PaCa2, AsPC-1, BxPC-3) 
の LRRFIP1 発現量を比較した。PANC-1 は最も LRRFIP1 発現量が高く BxPC-3 は最も発現量が低い
細胞株であった。MIA-PaCa2 及び AsPC-1 の LRRFIP1 発現量は PANC-1 と BxPC-3 の中間程度であ
った。次いで各細胞株におけるゲムシタビン感受性を明らかにするために細胞障害性試験を行
った。PANC-1 は 1000μMのゲムシタビンを投与しても 50%以上の細胞が生存しており、ゲムシタ
ビン感受性が最も低い細胞株であった。一方、BxPC-3 は IC50 値が最も低値であり、ゲムシタビ
ン感受性が最も高い細胞株であった。以上の結果より、これら4種の膵癌細胞株においてLRRFIP1
の発現量とゲムシタビン感受性との間に負の相関関係の存在が示唆された。 
PANC-1 及び MIA-PaCa2 は間葉系マーカーであるビメンチンの発現量が高く、上皮系マーカーで

ある E-カドヘリンの発現量が低い細胞株であることが文献的に示されており、特に PANC-1 では
LRRFIP1 の発現抑制によって“Reverse EMT”を起こすことが以前の検討で明らかにされている
ことから、SiRNA による LRRFIP1 の発現抑制実験には、これらの２種の細胞株を用いる方針とし
た。 
(2) LRRFIP1 発現抑制によるゲムシタビン感受性の変化の検証 

 LRRFIP1 を発現抑制させた膵癌細胞において、ゲムシタビンによる細胞死の評価を行うべく、
Propidium Iodade (PI)での展開により、生細胞と死細胞の割合を検討した。PANC-1 及び MIA-
PaCa2 において、配列の異なる 2種類の LRRFIP1 特異的 SiRNA を用いて、LRRFIP1 を発現抑制さ
せた。次いで、これらの細胞にゲムシタビンを投与し、フローサイトメーターを用いて生細胞及
び死細胞の割合を検討した。PANC-1、MIA-PaCa2 共に LRRFIP1 発現抑制細胞で、PI 陽性の死細胞
の割合が増加しており、膵癌細胞において LRRFIP1 の発現抑制がゲムシタビンによる細胞死を
より多く誘導することが確認された。 
 LRRFIP1 の発現抑制によるゲムシタビン感受性の変化を比較するため、細胞障害性試験を行っ
た。ゲムシタビン投与から 72 時間後、LRRFIP1 発現抑制細胞の IC50 値は、PANC-1, MIA-PaCa2
共にネガティブコントロールの細胞よりも低値となり、LRRFIP1 の発現抑制により PANC-1 のゲ
ムシタビン感受性が上昇することが示唆された。 
 LRRFIP1 を発現抑制させた膵癌細胞において、ゲムシタビン投与によって誘導された細胞死が
アポトーシスによるものであることを示すため、カスパーゼアッセイを行った 。ゲムシタビン
非投与細胞を基準とした際のゲムシタビン投与によるカスパーゼ活性の増加度は、LRRFIP1 を発
現抑制させた PANC-1 ではネガティブコントロールと比較して約 2倍、 MIA-PaCa2 では約 1.4 倍
と、いずれの細胞株においても有意に上昇していた。以上より、LRRFIP1 を発現抑制させた膵癌
細胞ではゲムシタビン投与時にカスパーゼ活性が上昇しており、細胞死はアポトーシスが誘導
されて起こることが明らかとなった。 
(3) ゲムシタビン添加時の JNK/SAPK signal 活性化における LRRFIP1 の関与に関する検証。 
 LRRFIP1 の発現抑制が JNK/c-Jun 経路に及ぼす影響を明らかにするため、リン酸化 JNK 及び c-
Jun を、特異的抗体を用いて評価した。LRRFIP1 を発現抑制させた細胞では、ゲムシタビン投与
時に JNK 及び c-Jun のリン酸化がコントロールと比較し有意に亢進していた。ゲムシタビン投
与の有無によって JNK 及び c-Jun の発現量に明らかな変化を認めなかったことから、LRRFIP1 の
発現抑制によりゲムシタビン投与時の JNK/c-Jun 経路の活性化が亢進し、アポトーシスの誘導
が促進されていると考えられた。JNK/c-Jun 経路の活性化が亢進していることを確認するため、
その target となる Bim の発現量の変化について RT-qPCR を用いて検証した。Bim の増加度をコ
ントロール細胞と比較したところ、LRRFIP1 発現抑制細胞で約 1.6〜1.8 倍と有意に上昇してい
ることが確認された。 
さらに、ゲムシタビン添加時のアポトーシス誘導における LRRFIP1 の関与が、JNK/SAPK signal

を介して行われていることを確認するため、JNK/SAPK signal の初期段階で機能する small 
GTPase Rac を阻害する実験を行った。LRRFIP1 発現抑制細胞にゲムシタビン及び Rac 阻害剤を
投与したところ、JNK 及び c-Jun のリン酸化が、Rac 阻害薬の濃度依存性に抑制されることが示
された。即ち、LRRFIP1 発現抑制によるゲムシタビン感受性獲得には JNK/SAPK シグナルが深く
関与していることが示唆された。 
 

 本研究は、膵癌細胞の LRRFIP1 の発現を抑制させることでゲムシタビン投与時の JNK のリン
酸化が亢進し、ゲムシタビン感受性が上昇することを示した。そのメカニズムとして、LRRFIP1
の発現抑制による JNK/SAPK シグナルの活性化亢進が重要であると考えられた。LRRFIP1 による
JNK の機能制御が EMT とゲムシタビン感受性に深く関与していることが示唆され、EMT による薬
剤耐性獲得メカニズムを解明する一助となることが期待される。また、LRRFIP1 が膵癌のゲムシ
タビン感受性に関与することを示した報告はなく、新規の知見であると考えられる。 
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