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研究成果の概要（和文）：オートファジーの抑制因子であるRubiconの臨床的意義を評価するために、化学放射
線療法後の膵癌患者から切除された検体を用いて免疫組織化学的解析を行い、Rubiconの発現を解析したとこ
ろ、Rubicon高発現群がRubicon低発現群よりも有意に予後不良であった。
またゲムシタビン耐性(GR)膵癌細胞株を樹立し、Rubiconの発現を測定したところ、GR 膵癌細胞株は親株よりも
発現量が有意に高かった。GR株にRubiconを標的としたsmall interfering RNA（siRNA）を用いてノックダウン
したところ、ゲムシタビンの感受性には影響しなかったが、浸潤能と細胞生存率は低下した。

研究成果の概要（英文）：To evaluate the clinical significance of Rubicon, immunohistochemistry was 
performed, and Rubicon expression was analyzed in specimens resected from pancreatic ductal 
adenocarcinoma (PDAC) patients after neoadjuvant chemoradiotherapy. We established 
Gemcitabine-resistant (GR) PDAC cell line, estimated Rubicon expression and Autophagy Flux, and 
evaluated gemcitabine (GEM) sensitivity, invasion ability, and cell viability, using small 
interfering RNA (siRNA) targeting Rubicon.
Rubicon expression in resected PDAC after chemoradiotherapy samples revealed significantly worse 
overall survival and recurrence-free survival  in the Rubicon-high expression than in the 
Rubicon-low group. In vitro, GR PDAC cell lines had higher expression and lower autophagy flux than 
parent PDAC cell line. Transduction with siRNA downregulated Rubicon, which did not affect on GEM 
sensitivity but did reduce invasion ability and cell viability in GR PDAC cell line.

研究分野： 膵癌

キーワード： Rubicon　膵癌　autophagy　化学療法　Gemcitabine
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Rubiconの高発現は、化学放射線療法後の膵癌患者において予後不良な因子であり、細胞実験でRubiconを抑制す
ることでゲムシタビン抵抗性膵癌細胞株の浸潤能と細胞生存率を改善することが示された。以上より、化学放射
線療法後の膵癌において、Rubicon高発現が予後不良因子であり、またRubiconをターゲットとした治療が、癌治
療後の膵癌において有効な治療法の選択肢の一つになりうる可能性が示唆された。

※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 

難治癌である膵癌に対して手術に化学療法/放射線療法を組み合わせた集学的治療の有用

性が示されつつあるが、上記治療に抵抗性を示す症例の予後は依然として不良である。一般

的に癌細胞は化学療法や放射線治療といった癌治療を受けると、オートファジーという代

謝機構を利用して、ダメージを受けたオルガネラを処理していると考えられている。クロロ

キンやハイドロキシクロロキンといった抗マラリア薬は、リソソーム経路を阻害し、オート

ファジーを抑制することで、癌細胞を細胞死へと誘導する。このことから、抗マラリア薬が

癌治療における新規薬剤の可能性を期待されたが、膵癌における臨床試験では十分な効果

が得られていない。そこで我々は内因性のオートファジー抑制因子である Rubicon に着目

した。Rubicon はオートファゴソームとリソソームの融合を抑制するタンパクで、老化や

様々な生活習慣病との関連について報告されているが、癌との直接の関連についてはほと

んど報告されていない。 

 

２．研究の目的 

内因性の Autophagy 制御因子である Rubicon に着目し、膵癌の治療抵抗生のメカニズムを

解明し、新規治療法への応用およびオートファジー関連タンパクをターゲットとした新規

治療法の開発を目指すことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

①当院において2007年 3月～2015年 5月に術前化学放射線療法後に根治切除を施行した膵

癌 81 例を対象とし、抗 Rubicon 抗体を用いて切除標本の免疫組織化学染色をおこなった。

Rubicon の発現強度を High 群と Low 群の 2 群に分け、臨床病理学的因子および予後との相

関を解析した。 

②細胞実験では、膵癌細胞株である MiaPaCa2 を用いて、Rubicon の発現を Western blot

法と qRT-PCR 法で確認した。また MiaPaCa2 のゲムシタビン耐性株(MiaGR)を樹立し、

Rubicon の発現を評価した。さらに MiaPaCa2 および MiaGR の Autophagy Flux を評価し

た。 

③MiaGR において siRubicon 株を作成し、Autophagy Flux、MTT assay で GEM 感受性の変

化を、proliferation assay で増殖能の変化を、invasion assay で浸潤能の変化を評価し

た。 

 

４．研究成果 

①全症例の全生存期間(OS)および無再発生存期間(RFS)はそれぞれ 3.7±3.0 年および

2.8±3.0 年であった。Rubicon 発現の High 群は 48 例で、Low 群は 33 例であった。2 群間

で臨床病理学的因子に有意差を認めなかった。OSの検討では、Rubicon 発現の High 群の方

が Low 群に比べて有意に短い結果であった (中央値 2.0 年 vs 3.2 年; p = 0.036)。その

他に単変量解析にて有意差を認める因子は認めなかった。RFS の検討では、Rubicon 発現の

High 群の方が Low 群に比べて有意に短い結果であった(中央値 0.9 年 vs 1.9 年; p = 



0.015)。その他に単変量解析にて有意差を認める因子は認めなかった。 

②Western blot 法と qRT-PCR 法ともに、MiaGR の方が MiaPaCa2 より高い Rubicon の発現を

認めた。また MiaGR は MiaPaCa2 より Autophagy Flux が低い結果であった。 

③MiaGR において siRubicon により Rubicon ノックダウンすることで、GEM 感受性に変化は

認めなかったが、Autophagy Flux は上昇し、増殖能・浸潤能の低下を認めた。 

 

以上より、化学放射線療法後の膵癌において、Rubicon 高発現が予後不良因子であり、また

Rubicon をターゲットとした治療が、癌治療後の膵癌において有効な治療法の選択肢の一つ

になりうる可能性が示唆された。 
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