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研究成果の概要（和文）：本研究では膵癌におけるGirdinの機能解析を中心に行った．①臨床膵癌検体を用いた
検討では，膵癌におけるGirdinの高発現は膵癌予後（OSおよびRFS）が有意に不良であった．また，Girdinの発
現とTNM分類のT因子とは有意な相関があることも確認した．②膵癌細胞株を用いたin vitro実験では，多くの膵
癌細胞株でGirdinの発現が高いことを確認した．Girdinのノックダウンにより，EGF刺激による遊走能亢進が有
意に抑制され，また，VEGF-Aを介した血管新生能も抑制された．スクテラリンはGirdinリン酸化を阻害し，EGF
刺激による遊走能を抑制しうることを確認した．

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the functional analysis of Girdin in pancreatic
 cancer. (1) In clinical pancreatic cancer specimens, high Girdin expression in pancreatic cancer 
patients was associated with significantly poorer prognosis (OS and RFS). We also found a 
significant correlation between Girdin expression and T factors of TNM classification. (2) In vitro 
experiments using pancreatic cancer cell lines showed that Girdin expression was high in many 
pancreatic cancer cell lines, and knockdown of Girdin significantly suppressed EGF-stimulated 
migration and VEGF-A-mediated angiogenesis. We confirmed that scutellarin inhibits Girdin 
phosphorylation and suppresses EGF-stimulated migration.

研究分野： 消化器外科

キーワード： 膵癌　Girdin　スクテラリン　遊走能　血管新生能　VEGF-A　pGirdin（Tyr-1746）
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Girdinは細胞運動に関与するタンパクとして本邦で発見されたが，一部の癌腫では腫瘍増殖能や遊走・浸潤能，
血管新生能に関与することが報告されている．本研究では，予後の不良な膵癌におけるGirdinの機能解析を通し
て，Girdinが新たな予後マーカーになりうる可能性が示唆された．また，Girdinが膵癌遊走能および血管新生に
関与することが考えられ，Girdinの抑制が新たな治療薬となりうることが検証された．そのうち，フラボノイド
のスクテラリンは，Girdin阻害を通じて腫瘍遊走能を抑制しうる可能性が示唆された．これらの結果が今後の臨
床応用につながり，膵癌予後の改善に寄与することが期待された．

※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 
膵癌は悪性度の極めて高い癌であり，膵癌全体の 5 年生存率は 10％を下回る．その原因とし

て，膵癌は隣接する組織や神経などに容易に浸潤しやすく，また，早期に遠隔転移をきたすこと
が挙げられる．これまでに我々の教室では，膵癌の転移能が血管新生と相関していることを報告
してきた 1)．膵癌における浸潤および血管新生の分子生物学的機序の解明と，それをターゲット
とした新たな治療薬の開発は膵癌の治療成績を大きく改善すると考えられる． 
一方，Girdin は，がん原遺伝子である Akt の基質として 2005 年に本邦で発見されたタンパ

クで，細胞骨格の再構成を経て細胞運動に関与している 2)．近年では，癌腫増殖能や遊走・浸潤
能，血管新生能への関与が報告されている． 我々の教室でもこれまでに，食道癌における Girdin
の機能解析を行ってきた 3)．食道癌よりも予後が悪く，特に隣接臓器への浸潤が著しい膵癌にお
いて Girdin の機能解析に関して研究を進めている． 
最近，フラボノイドの一種であるスクテラリンが，肝細胞癌における STAT3/Girdin シグナル

伝達を阻害し，腫瘍浸潤・転移を抑制することが報告された 4)．スクテラリンは，抗腫瘍効果や
肝擁護・神経保護作用などでも知られ，古来中国では脳血管治療などにも用いられてきた天然化
合物である．膵癌の浸潤および血管新生におけるスクテラリンの効果に着目した報告はこれま
でにない． 
Reference 
1) Matsuo Y, et al. Dig Dis Sci. 2010． 
2) Enomoto A, et al. Dev. Cell. 2005. 
3) Shibata T, Matsuo Y, et al. Oncol Rep. 

2013. 
4) Yang Ke, et al. Biochem Biophys Res 

Commun. 2017. 
 
２．研究の目的 
本研究では，①膵癌における Girdin の役割を腫瘍浸潤および血管新生の両側面から検討し，

②スクテラリンが実際に膵癌における Girdin の機能を阻害し，腫瘍浸潤および血管新生が抑制
されることを解明することを目的とした．これにより，Girdin が膵癌の新たな治療ターゲット
となり，また，スクテラリンが治療的役割を果たすことを示し，臨床応用につながることが期待
される． 
３．研究の方法 
(1) Girdin の臨床意義について，膵癌切除検体を用いて Girdin 抗体にて免疫染色を行い，予後

や臨床組織学的背景との関連について検討した．  
(2) 膵癌細胞株を用いて in vitro 実験を行った． 

① 膵癌細胞株における Girdin の発現を qRT-PCR および Western blotting で検証した． 
② Girdin をノックダウンし，膵癌細胞株の遊走能および血管新生能について検証した． 
③ 膵癌細胞株に対するスクテラリンの効果について検証した． 

i. スクテラリンの膵癌細胞株に対する毒性を検証し，実験濃度を決定した． 
ii. スクテラリン添加による膵癌遊走能および血管新生能を検証した． 

４．研究成果 
(1) 2006 年から 2016 年までに名古屋市立大学病院で手術を行った 90 例の膵癌切除検体に対し

て Girdin の免疫染色を行った．ランゲルハンス島の染色強度を基準として，4 段階に分類
した（-, 6; +, 23;++, 38; +++, 23）．そのうち，「-」，「+」を Girdin 弱染色群，「++」，
「+++」を Girdin 強染色群としてわけた（図 1）． 



 

 

① Girdin の発現と膵癌予後について，Girdin 強発現群と弱発現群における全生存率（OS），
および無再発生存率（RFS）について，Kaplan-Meier 曲線を描画し，Logrank 検定を行
った．OS および RFS ともに，Girdin 染色群では有意に予後が不良であった（図 2）． 

② Web 上のデータベース（KM plotter; https://kmplot.com/analysis/, 2020/9/8 アク
セス）を用いて，mRNA レベルでの Girdin の発現と予後を検討した結果，免疫染色の
結果と同様に，OSおよび RFS ともに Girdin 強発現群で予後不良であった（図 3）． 

③ 臨床組織学的背景の検討では，Girdin 強
染色群において，T因子（T1-3 vs. T4）
および病期（Ⅰ-Ⅲ vs. Ⅳ）が有意に高
いことを確認した．一方，リンパ管や静
脈侵襲に有意差を認めなかったが，神経
浸潤においては，有意差はないものの，
Girdin の高染色群で多い傾向があると
考えられた（表 1）． 

(2) 膵癌細胞株を用いた in vitro 実験を行った． 
① 膵癌細胞株における Girdin の発現を検

証した結果，正常膵管上皮細胞株 H6c7
と比べ，ほとんどの膵癌細胞株において
その発現は亢進していた（図 4）． 

② Girdin の高発現株（MIA PaCa-2, AsPC-
1, PANC-1）に対して，Girdin siRNA を
形質導入し Girdin をノックダウンした
（siGirdin 膵癌細胞株）（図 5）． 

③ Boyden double chamber 法 に よ る
Transwell assay の結果，0.1 ng/mL の
EGF 刺激下では遊走能の亢進を認めた
が，一方で，siGirdin 膵癌細胞株では，
EGF 刺激下においても有意に遊走能は
抑制された（図 6）． 

④ EGF 刺激による膵癌細胞株の形態変化
およびリン酸化 Girdin（Y-1764）の発現



 

 

変化を蛍光免疫染色で検証
した． EGF 刺激により
Lamellipodia の形成が促進
され，同部位にリン酸化
Girdin の発現を認めた（図
7）． 

⑤ フラボノイドの一種である
スクテラリンを用いて実験
を行った．膵癌細胞株の増
殖能に対するスクテラリン
の影響を WST-1 assay で検
証した．いかなる濃度のス
クテラリン濃度においても
膵癌細胞株の増殖能に変化
を認めなかった．以降の実
験濃度を 100µM と設定し
た（図 8）． 

⑥ スクテラリン処理によるリ
ン酸化 Girdin（Y-1764）の
発現変化を蛍光免疫染色で
検証した．リン酸化 Girdin
の発現が抑制されると同時
にLamellipodiaの形成が抑
制された．全細胞数に対す
るLamellipodiaを形成した
細胞数の割合は，EGF 刺激
下で増加し，スクテラリン
処理で有意に抑制された
（図 9）．また，Western 
blotting にて定量的に評価
したところ，MIA PaCa-2 に
おいては，EGF 刺激により
亢進したリン酸化 Girdin の発現はスクテラリ
ン処理下では抑制された（図 10）． 

⑦ スクテラリン処理による膵癌遊走能の変化を
Wound healing assay で検証した．スクテラリ
ンは EGF 刺激下において遊走能を低下した
（図 11）． 

⑧ 膵癌細胞株における血管新生因子 VEGF-A の
発現および分泌を検証した．siGirdin 膵癌細胞
株においてはその発現および分泌が抑制され
た（図 12）． 

⑨ 血管新生能の評価を On 
Matrigel tube formation 
assay で検証した．Control
群と比べ，膵癌細胞株の上
清を用いた場合，不死化ヒ
ト内皮細胞の管腔形成能は
亢進した．一方，siGirdin 膵
癌細胞株の上清では管腔形
成能は有意に抑制された
（図 13）． 

⑩ スクテラリン処理による VEGF-A の発現および分泌は，EGF の投与の有無に関わら
ず変化がみられなかった（図 14）． 

 
今回の研究で，以下のことがわかった． 
① Girdin の発現と全生存期間(OS)および無再発生存期間(RFS)には有意な相関がみられた．

また，Girdin の発現は局所浸潤（T 因子）と特に相関しており，それを反映して進行度
（Stage）とも相関することが示された．一方，リンパ節転移や遠隔転移，また，微小環
境における脈管侵襲では有意な差を認めなかった．今回，神経浸潤において有意差はな
いものの，Girdin の高発現群で多い傾向がみられた．以上より，Girdin は膵癌の悪性度
と関連し，予後のバイオマーカーとなりうることが示唆された． 



 

 

② 膵癌では，EGF シグナルを介
した細胞遊走に Girdin が関与してい
ることが示唆された．  
③ スクテラリンは膵癌細胞株の
増殖能には影響を及ぼさないことが
示唆された．Girdin のノックダウンと
同様に，EGF によって亢進された膵癌
の遊走能はスクテラリン処理により
有意に抑制された． EGF による
Lamellipodia形成の亢進は，Girdinの
Tyr-1764 のリン酸化を介して調節さ
れることが示唆された．また，スクテ
ラリンは Girdinの Tyr-1764 のリン酸
化経路と競合的に相互作用している
と考えられた． 
④ 膵癌微小環境において，
Girdin は膵癌細胞からの VEGF-A の発
現および分泌を制御し血管新生に関
与することが示唆された．一方で，遊
走能の検証では EGFシグナル系を介し
た Girdin のリン酸化(Tyr-1746)によ
って制御されているのに対し，血管新
生能の検証では，EGF 刺激の有無，ま
たは Girdin を阻害するスクテラリン
の有無に関わらず変化がみられなか
った． 

膵癌細胞において，EGF シグナルを
介した遊走能には Girdin が関与して
おり，スクテラリンがそれを阻害する
ことによって癌の遊走を抑制する可能
性が示唆された．また，膵癌細胞にお
いて，Girdin は EGF シグナルを介す
る遊走能の制御とは異なる経路で，膵
癌の血管新生能を制御していると考え
られた（図 15）．膵癌遊走能の制御に
おいて，スクテラリンは Girdin を標的
する新規薬剤として予後の改善につな
がる可能性が考えられた． 
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