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研究成果の概要（和文）：膵癌細胞株におけるオートファジーの誘導について解析した。膵癌細

胞株に抗癌剤（5FU、CDDP、SN-38）を投与したり、放射線照射を行うと、オートファジーが誘

導された。またオートファジーに必須の遺伝子である Atg5 に対する siRNA を用いて膵癌細胞株

のオートファジーを抑制すると、抗癌剤の殺細胞効果が増強された。つまり、癌細胞がオート

ファジーを通じて抗癌剤というストレスに適応し細胞内の恒常性を維持しようとしている可能

性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Autophagy was induced in pancreatic cancer cell line by anticancer 
agents and irradiation. Suppression of autophagy resulted in the augmentation of 
anticancer drug-induced cell death. This result suggested that autophagy might have the 
cytoprotective effect on anticancer drug-induced cell death in pancreatic cancer cell. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) オートファジーについて 
オートファジーとは、細胞が自身をリソソ

ームで分解する系の総称である。酵母から哺
乳類にいたるまで幅広く全身の細胞で保存
されているシステムである。オートファジー
は細胞内での異常なタンパク質の蓄積を防
いだり、栄養飢餓時に細胞内コンポーネント
のリサイクルを行なうことで生体の恒常性
維持に関与している (図1) (Mizushima N et 

al. Molecular Biology of the Cell 2004, 15, 
1101-1111)。オートファゴゾーム関連蛋白で
あるmicrotubule－associated protein 1 
light chain 3 (LC3)にGFPを融合したキメラ
蛋白を全身で発現するトランスジェニック
マウスでは、24時間の絶食後に肝、骨格筋、
心筋、膵などほとんどすべての臓器でオート
ファジーの誘導が確認される (Mizushima N 
et al. Molecular Biology of the Cell 2004, 
15, 1101-1111)。 
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図1 オートファジーの模式図 

(2)オートファジーと癌 
発癌、癌の発育とオートファジーについて

近年さまざまな報告がなされているが、その
役割についてはいまだはっきりとした結論
に至っていない (Levine B. Nature 2007, 
446, 745-757)。オートファジーが癌の発育
を促している可能性も考えられる。飢餓適応
はオートファジーの重要な機能のひとつで
ある。癌が血流が少なく、充分な栄養供給の
無い状態で発育する時、癌細胞がオートファ
ジーにより様々なストレスに適応出来るか
もしれない。癌がオートファジーによって抗
癌剤への耐性を獲得している可能性もある。
逆に、抗癌剤により癌細胞にオートファジー
による細胞死が誘導されている可能性があ
る。つまり、抗癌剤の実際の作用機序のひと
つがオートファジーである可能性である。し
かしこの議論には決着がついていない(図2)。 

図2 癌に対するオートファジーの相反する

作用(Levine B. Nature 2007, 446, 745-757) 

 
２．研究の目的 
我々は癌におけるオートファジーの意義を

明らかにすることを目的として研究を行った。
具体的には、膵癌細胞株を用いて通常培養条
件下や抗癌剤投与におけるオートファジーの
役割を検証した。 
 
３．研究の方法 
 (1)研究材料 
 膵癌細胞株、PANC-1 および MiaPaCa-2 を用
いた。抗癌剤は 5-FU、CDDP、SN38 を用いた。
オートファジーを抑制するために、オートフ
ァジーに必須の遺伝子である Atg5 に対する
siRNA(small interfering RNA)を作成し用い
た。 

 (2)実験方法 
 オートファジーの発現の程度を解析する
ため、Atg5 に対する RT-PCR、抗 LC3 抗体を
用いたウェスタンブロッティング、電子顕微
鏡による解析を行った。細胞増殖能を検証す
るため MTT assay をおこなった。 
 
４．研究成果 
 (1)生理的条件下のオートファジー 
PANC-1 細胞を用いて通常培養条件下での

ウェスタンブロッティングを行ったところ、
LC3 の発現を認めた。つまり通常条件下でオ
ートファジーがある程度誘導されていた。 
(2)抗癌剤投与時のオートファジー 
PANC-1 に 5-FU、CDDP、SN38 を投与し電子

顕微鏡で解析した。細胞質内に多数のオート
ファゴゾームを認めた(図 3)。つまり抗癌剤
投与によりオートファジーが誘導された。 

図 3 抗癌剤投与時の細胞形態(PANC-1)。矢印
はオートファゴゾームを示す。 
 次に抗癌剤 5-FU、CDDP、SN38 を PANC-1 お
よび MiaPaCa-2 を投与して抗 LC3 抗体による
ウェスタンブロッティングを行った。細胞質
型 LC3-I 蛋白 (18 kDa) は LC3-II (16 kDa) 
に変換され、オートファゴゾーム膜 （内側
および外側） に結合する。つまり LC3-II の 
（LC3-I に対する） 相対的な量がオートファ
ゴゾーム形成の程度と関連する。いずれの癌
細胞においても、抗癌剤により特に LC3-II
の強い発現を認めた。つまりオートファジー
が強く誘導されることが示された(図 4)。 

図 4抗癌剤投与時の LC3蛋白に対するウェス
タンブロッティング 



 

 

 (3)オートファジーの抑制実験 
 抗癌剤投与時に誘導されるオートファジ
ーを抑制するため、Atg5 に対する siRNA を作
成し PANC-1 および MiaPaCa-2 に導入してオ
ートファジーのノックダウンを行った。
RT-PCR では、明らかに Atg5 の発現が抑制さ
れた(図 5A)。抗 LC3 抗体によるウェスタンブ
ロッティングでは、生理的条件下、および抗
癌剤(SN-38)投与時の LC3 の発現が明らかに
抑制された(図 5B)。つまりオートファジーが
抑制された。 

図 5 siRNA によるオートファジーの抑制実験。
A: Atg5 に対する RT-PCR を示す。B: LC3 に
対するウェスタンブロッティングを示す。 
 抗癌剤投与時、さらにオートファジー抑制
時における細胞増殖能を MTT assay で解析し
た。いずれの癌細胞においても、Atg5 に対す
る siRNA でオートファジーを抑制すると、抗
癌剤投与時の細胞増殖能が減少し、殺細胞効
果が増強した(図 6)。つまり、抗癌剤はオー
トファジーに対して拮抗して働いているこ
とが示された。 

図 6 抗癌剤投与時の細胞増殖能を示す。 
 (4)考察 
 膵癌細胞では恒常的に、一定レベルのオー
トファジーが発現していた。癌は生体内で低
栄養状態、低酸素状態などさまざまなストレ
スにさらされているはずである。そのような
環境に打ち勝ち、癌が成長していく武器の 1
つが、オートファジーである可能性が示され
た。実際に抗癌剤を投与したときには、さら

に強いオートファジーが膵癌細胞内に誘導
された。このオートファジーを抑制すると抗
癌剤の殺細胞効果が増強されたため、オート
ファジーは抗癌剤に対して拮抗的に働いて
いたことがわかった。我々の解析は、オート
ファジーを抑制することが膵癌治療の新し
い strategy となる可能性を示した。 
 今後は①オートファジーが抗癌剤に拮抗
しているメカニズム、②マウスにおける癌と
オートファジーの解析、などの解析へとすす
み、臨床応用のために有効な手段を具体的に
検討していく。 
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