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研究成果の概要（和文）：当初我々はオートファジーの活性化に老化・ストレス耐性及び代謝を司るsirtuinが
関与しているとの仮説を考えた。しかし、膵星細胞のオートファジー活性化に関与する遺伝子群をマイクロアレ
イで網羅的に探索したところ、小胞体関連遺伝子がよりオートファジー活性に関わっていると考えられたため、
これらの遺伝子を対象に、オートファジーを介して癌間質相互作用に関わる影響を検証した。
その結果、小胞体関連遺伝子をノックダウンした際に、有意にオートファジーの抑制を介して膵星細胞の活性化
を抑制することを発見した。小胞体関連遺伝子が膵癌において、癌間質相互作用を標的とした治療の新たなター
ゲットとなる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：At first, we hypothesized that sirtuin, which controls aging stress 
tolerance and metabolism, was involved in the activation of autophagy. However, when we 
comprehensively searched for genes involved in autophagy activation of pancreatic stellate cells 
using a microarray, it was thought that endoplasmic reticulum-related genes were more related with 
autophagy activity. We examined the effects of cancer interstitial interactions via autophagy.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膵癌の微小環境において中心的な役割を果たしている膵星細胞は、その活性化を抑制し休眠状態（Quiescent 状
態）へと誘導することが膵癌細胞の悪性化を抑制すると考えられているが、これまでに、膵星細胞をQuiescent 
状態にする有効な方法は見つかっていない。本研究では、オートファジーにおける隔離膜形成の起源でもある小
胞体に関連する遺伝子群が、オートファジーを介して膵星細胞の活性化に関与していることを明らかにした。小
胞体関連遺伝子が膵癌において、癌間質相互作用を標的とした治療の新たなターゲットとなる可能性が示唆さ
れ、停滞を続ける膵癌治療において新たなブレイクスルーとなると期待される。

※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 

これまでの研究で、我々は膵星細胞との相互作用が膵癌の悪性化を増加させることを報告し、
膵星細胞の活性化を減弱させることが膵癌の有望な治療法となる可能性に関して以前から示唆
してきた。しかし癌関連線維芽細胞や癌間質を治療標的とすることは逆に癌細胞の悪性度を高
めるとの報告があり（Cancer Cell 2014, Ozdemir et al . ）、膵癌における間質の役割について
のさらなる解明が必要である。我々は、膵癌微小環境中における主要な間質細胞である膵星細胞
のオートファジーの役割を解明し、膵星細胞の活性化にはオートファジーが必要であることを
報告した（ Gastroenterology, 2017, Endo et al . ）しかしながら、オートファジーがどのよう
な機序で膵星細胞の活性化を誘導するのか、その詳細な機序は未だに不明な点が多い。今回我々
は、膵星細胞のオートファジー活性化メカニズムを解明する事が膵癌制御のブレイクスルーに
つながると考え、そのメカニズム解明に老化・代謝などヒトの多様な生命活動に関与している
sirtuinの活性の制御に着目し、本研究の着想に至った。 

 

２．研究の目的 

豊富な間質細胞および細胞外基質による癌間質相互作用は膵癌の特徴の一つであり、膵癌の
浸潤・転移及び治療抵抗性に関与する因子として注目が集まっている。我々は以前より、膵癌の
微小環境で中心的な役割を果たしている膵星細胞に着目しており、2017 年には膵星細胞の活性
化にオートファジーが関与していることを報告した。しかし、オートファジーが膵星細胞の活性
化を誘導する詳細な機序は未だ解明されていない。今回我々はオートファジーを介した膵星細
胞の活性化に、様々なタンパクの発現を制御し生物の生体内環境の調整を行う sirtuin が関与
しているかという問いをたてた。オートファジーを介した膵星細胞の活性化の機序を解明する
ことで、膵癌において、癌間質相互作用を標的とした新規治療を開発することが本研究の目的で
ある。 

 

３．研究の方法 

当初は sirtuin のみを標的遺伝子として考え、オートファジーを介して活性化状態にある膵
星細胞と、オートファジー活性が低く静止化状態にある膵星細胞の両方の細胞株をヒト手術検
体から樹立した。これらをマイクロアレイに提出して遺伝子発現を比較することで膵星細胞に
おけるオートファジーを介した活性化に関与する遺伝子の網羅的解析を行うこととした。 

 
① マイクロアレイによる膵星細胞の活性化に関わる遺伝子群の網羅的解析 
② 同定遺伝子のノックダウン実験 
③ 遺伝子をノックダウンした際の In vitroでの遊走能、浸潤能の評価 
④ In vivoでの腫瘍形成能の評価 

 
４．研究成果 
① マイクロアレイによる膵星細胞の活性化に関わる遺伝子群の網羅的解析 

オートファジーを介して活性化状態にある
膵星細胞と、オートファジー活性が低く静
止化状態にある膵星細胞をヒト手術検体か
ら樹立し、マイクロアレイによる mRNA 発現
解析を行った。その結果、活性化膵星細胞
では有意に小胞体関連遺伝子群の発現が上
昇していた。 

  
 
② 同定遺伝子のノックダウン実験 

マイクロアレイの結果から得られた上位
遺伝子群をターゲットとし、それらを
siRNAを用いてノックダウンした際の PSC
の活性化、オートファジーの活性化を評
価した。PSCの活性化についてはα-SMAや
細胞外基質の発現、IL6などの炎症性サイ
トカインの発現を WBで評価し、さらに脂
肪滴の蛍光染色も行って活性化を評価し

遺伝子 X 



た。オートファジーの活性化については、オー
トファジーマーカーである LC3,p62 の発現を
WB で評価した。これらの結果、小胞体関連遺
伝子の一つである遺伝子 X をノックダウンし
た際に、最も優位に PSC の活性化を抑制し、
さらにオートファジーも抑制されることが分
かった。BODIPY を用いた脂肪滴染色、蛍光免
疫染色でも、同様に PSC の静止化とオートフ
ァジーの抑制を確認することができた。 
 

② In vitro での遊走能、浸潤能の評価 
小胞体関連遺伝子をノックダウンした際の
PSCの静止化とオートファジーの抑制が、癌細
胞に与える影響を in vitro で評価した。ヒト
手術検体から樹立した PSC と膵癌細胞株を共
培養すると、癌細胞の浸潤能・遊走能は有意に
促進した。しかし、遺伝子 X をノックダウン
した PSC と癌細胞を共培養したところ、コン
トロール群と比較して有意に癌細胞の浸潤
能・遊走能を抑制した。 

 
 
③ In vivo での腫瘍形成能の評価 

ヒト手術検体から樹立した PSCにおいて、小胞体関連遺伝子の一つである遺伝子 X を、レト
ロウイルスを用いた shRNA導入によりノックダウンした細胞株を樹立した。遺伝子 Xノック

ダウン PSCとコントロール PSCを、それぞれ膵癌
細胞と共に、ヌードマウスの膵臓に共移植して腫
瘍形成能の比較を行った。その結果、遺伝子 Xノ
ックダウン PSCと共移植した膵同所移植マウスで
は、コントロールの PSC と共移植したマウスと比
較して有意に腫瘍縮小効果を認めた。さらに、形
成された腫瘍各々に対し sirius red、α-SMA の
免疫染色を行い、腫瘍間質の形成を比較したとこ
ろ、遺伝子 Xノックダウン群では有意に間質形成
が抑制されていた。 
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