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研究成果の概要：（和文）

浸潤・転移能の高い膵癌は ORP5 を発現しており、ORP5 発現症例は予後不良であることが

判明した。ORP5 はコレステロール合成経路を活性化することでその下流遺伝子である

HDAC5 を制御し、PTEN の発現を誘導することで浸潤・転移能を獲得していることが判った。

また、高コレステロール血症治療薬であるスタチンと HDAC inhibitor である TSA を併用する

ことで相乗的な抗腫瘍効果が得られた。

研究成果の概要：（英文）
The expression of oxysterol binding protein related protein (ORP) 5 is related to

invasion and a poor prognosis in pancreatic cancer patients. ORP5 induced the expression
of sterol response element binding protein (SREBP) 2 and activated the downstream gene
of sterol response element (SRE). Chromosomal immunoprecipitation (ChIP) using SREBP2
antibody revealed that HDAC5 was one of the downstream genes of SREBP2. The effect of
HMG-CoA reductase inhibitors (statins) were analyzed according to the expression level
of ORP5. The invasion rate, growth was suppressed in cells that strongly expressed ORP5
in a time and dose dependent manor, but had less effect in cells weakly expressing ORP5,
thus suggesting that when the potential of invasion and growth relies on the cholesterol
synthesis pathway, it becomes sensitive to HMG-CoA reductase inhibitor. Furthermore, HDAC
inhibitor, tricostatin A (TSA), induced the expression of phosphatase and tensin
homologue (PTEN) as well when ORP5 was suppressed or the cells were treated with statin.
Treatment with both statin and TSA showed a synergistic anti-tumor effect in cells that
highly expressed ORP5. Therefore, in some pancreatic cancers, continuous ORP5 expression
enhances the cholesterol synthesis pathway and this signal transduction regulates PTEN
via HDAC5 expression. This is the first report of a detail mechanism of how the signal
transduction of cholesterol synthesis is related to cancer invasion and why statins can
suppress invasion and growth.
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１．研究開始当初の背景

膵臓癌は世界でも予後不良の悪性腫瘍で

ある。検診の超音波によって発見されたと

きは既に進行していることが多いだけでは

なく、早期に発見され、根治術を施行され

たとしても肝転移や腹膜播種を起こす症例

が多い。さらには有効な化学療法剤もない

ことから膵臓癌の生物学的な特徴、特に浸

潤転移機構を解明しない限り有効な治療手

段を確立することは困難と考えられ、更な

る治療成績の向上は望めない。

２．研究の目的

予後不良である膵臓癌の転移、浸潤の
メカニズムを解析することにより、標的
となる分子、シグナル伝達経路を解明し、
新規治療法、分子標的治療薬開発の一助
とすることを目的とする。

３．研究の方法

(１)ハムスター実験膵癌モデルから作成し

た高転移細胞株特異的に発現する分子（

ORP5）を単離し、この分子を細胞内に導入

あるいは抑制することで浸潤・転移能を検

討する。

(２)ヒトORP5を単離し、ヒト膵癌細胞株で

もORP5の抑制、導入によって浸潤能に違い

が出ることを確認する。

(３）ORP5の抗体を用い、膵癌切除症例56

例を免疫染色し、ORP5発現の有無と臨床病

理学的因子との関係を検討。

(４)ORP5が強く発現しているヒト膵癌細胞

株を使用し、siRNAで抑制した場合と、ORP5

がほとんど発現していない細胞株にORP5を

導入したときのmRNAの発現の違いをcDNA

microarray（浸潤、転移に関連する遺伝子

130種類）で検討。

(５)コレステロール合成経路、膵癌浸潤・

転移との関連について検討。ORP5の発現、

抑制により、コレステロール合成の鍵であ

るSREBP2の発現を検討。さらに、SREBP2は

特定のDNA配列（SRE）に結合するため、

microarrayで検出された分子のゲノム領域

にこの配列が存在するかどうか、結合する

かどうかを検討する。

(６)高コレステロール血症の治療薬である

HMG-CoAR inhibitor（statin類）を使用し

た膵癌増殖抑制の検討。また、新規抗がん

剤であるHDAC inhibitorを併用することで

相乗効果が得られるかどうかの検討も行う

。

４．研究成果
(１)ハムスターの実験膵癌の高転移株
(PC-1.0)特異的に発現する分子の断片を
RDA法で検出し、これをプローブとして
PC-1.0のcDNA libraryをスクリーニング
。ハムスターのORP5を単離した。これを
低転移株（PC-1）に発現させると浸潤能
は上がり、siRNAで抑制すると浸潤能は抑
制された。

(２)ヒトORP5の全長をクローニングし、
ヒト膵癌細胞株でもORP5の発現は検討し
た5種類中4種類に認められた。ヒトORP5
をハムスター細胞株での実験と同様に抑
制、導入したところ、浸潤能に違いが出
ることを確認した。
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（3)平成19年9月に同分子の抗体（ヒト）
が発売となり、これを購入。ヒト正常組
織を免疫染色したところ、脾臓、膵臓の
一部、脳のプルキンエ細胞に発現が認め
られ、さらに、肝臓では非常に強く染ま
った。膵癌切除症例56例を免疫染色し、
臨床病理学的因子と検討したところ、
ORP5を発現している膵癌患者の予後は有
意にORP5を発現していない患者より悪か
った。特に1年生存率はORP5陰性群が
73.9%に対してORP5陽性群が36.4%であ
った



（Cancer Sci. 99, 2387-94, 2008）。

C
um

ul
at

iv
e

su
rv

iv
al

Overall survival (months)

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

0 10 20 30 40 50 60

ORP5 Positive  (all stages)
ORP5 Negative (all stages)

P = 0.02

C
um

ul
at

iv
e

su
rv

iv
al

Overall survival (months)

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

0 10 20 30 40 50 60

ORP5 Positive  (all stages)ORP5 Positive  (all stages)
ORP5 Negative (all stages)ORP5 Negative (all stages)

P = 0.02

しかし、肝臓で非常に強く、しかも全
体的に発現しているため、この分子を直
接の標的とした場合、肝障害が出現する
ことが容易に想像できるため、この分子
を直接抑制するような治療は困難である
と考えられた。そこで、この分子のシグ
ナル伝達経路の解明（下流遺伝子の検索
）を行うこととした。

(４)ORP5が強く発現しているヒト膵癌細
胞株を使用し、siRNAで抑制した場合と、
ORP5がほとんど発現していない細胞株に
ORP5を導入したときのmRNAの発現の違い
をcDNA microarrayで検討。HDAC5、TGF
beta 1に発現の違いが認められた。

(５) ORP5 が肝臓で強く発現しているこ

と、名前のとおり、oxyxterol と関連が

あるはずの分子であることから、コレス

テロール合成経路と関わりがあると考え、

ORP5 の抑制、導入のサンプルを使用し、

SREBP2, HMG-CoA reductase の発現を

mRNA レベルで検討した。ORP5 を抑制する

と SREBP2, HMG-CoAR の発現が減少し、

ORP5 の導入で発現が上昇した。このこと

は、ORP5 の発現がコレステロール合成促

進に働くことを示唆している。

HDAC5 のプロモーター領域を検索した

ところ、3 箇所の SRE（SREBP2 が結合す

る配列）を認め、そのうちの一箇所で

SREBP2が結合することをChIPで証明し

た。また、経路はまだ不明であるが、癌

抑制遺伝子である PTEN が ORP5 発現で抑

制され、ORP5 抑制で発現が増強すること

が判った。つまり、ORP5 はコレステロー

ル合成経路を活性化し、その下流には

HDAC5 が存在し、これを制御することで

PTEN の発現をも調節、結果的に浸潤能が

変わると考えられた。

SREBP2

GAPDH

SREBP2

actin

Semi-quantitive RT-PCR

Western blotting

Capan2
cont.si-ORP5

Hs700T
+ORP5 +LacZ

Capan2
cont.si-ORP5

Hs700T
+ORP5 +LacZ

Untranslated region
Coding region

HDAC5 genomic regions : NC-000017.9

Three putative SRE sites
1. ggaatccag accaccccac attttcttc

2. ctgctgccc atcaccccac tgatggagac

3. cacccatgt atcatcccac aaaccttat

Capan2

a b c a b c a    b    c
site 1 site 2 site 3

Hs700T

a b c a    b    c a    b    c
site 1 site 2 site 3

PTEN

actin

0 24 48 72 hr

PTEN

actin

0 50       100     150       200 ng/ml 

PTEN

actin

Capan2

cont.si-ORP5

Hs700T

+ORP5 +LacZ

PTEN

actin

0 2.5 5.0 10 µM

(６)以上より、10年以上解明されていなか
った、高コレステロール血症治療薬であ
るスタチンが膵癌の浸潤抑制効果を持
つ理由が解明された。事実、ORP5を強
発現している膵癌細胞株にスタチンを
投与したところ、dose dependentに浸
潤能が抑制され、ORP5の発現が弱い膵
癌細胞株では低濃度のスタチンでも強
い浸潤抑制が観られた。そして、ORP5
をほとんど発現していない膵癌細胞株
では5μMのスタチン投与まで浸潤に
影響がなかった。
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ORP5 がコレステロール合成経路に
強く関連しており、正常では肝臓で強
く発現していることから、この分子を
治療の直接のターゲットにすることは
危険である。そこで、上記結果から、
スタチンと HDAC inhibitor の併用に
よる治療を考案。これらは同じ経路の
別な箇所で作用するため、治療の相乗
効果が期待できると考えた。両者を併
用したところ、浸潤能には明らかな相
乗効果は認められなかったが、増殖能
は強く抑えられ、相乗効果を認めた
（Cancer Sci. 2010. in press）。
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これまで疫学的な研究から生活習慣と癌

との関連が報告されているが、我々は世界

で初めてそのメカニズムの一つ（コレステ

ロール合成経路と膵癌浸潤）を科学的に証

明した。さらに、その経路を、既に製品化

されている薬剤を二種類使用することで相

乗的な抗腫瘍効果が得られることをも見出

した。現在、国が推し進めている生活習慣

病対策が癌の進行をも抑制する可能性が認

められただけでなく、高価な分子標的治療

薬を使用せずとも、安価な薬剤で予後不良

な膵癌の進展を抑えることが出来る可能性

も見出しているため、医療経済にも貢献で

きる結果である。このようにシグナル伝達

が判明し、使用すべき薬剤の選定も出来て

おり、臨床試験での検討も可能である。
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