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研究成果の概要（和文）：膵臓の嚢胞性疾患であるIPMNは膵癌の前癌病態であるが、GNAS変異を持つIPMN様病態
から浸潤癌に至るまでの過程における必須の遺伝子を同定する目的で研究を行った。
その結果、GNAS変異はGNAS蛋白は細胞核と細胞質をつなぐシャペロン蛋白であるRanと結合し、その結果MAPK経
路以外の細胞内シグナル伝達に変化を与え、その結果ケモカイン発現が増加し、細胞がapoptosisに陥り、細胞
回転が増加することが想定された。細胞回転の増加はそのまま遺伝子変異の蓄積につながることから、これが
IPMNからの膵発癌機構のひとつと考えられた。

研究成果の概要（英文）：IPMN, a cystic disease of the pancreas, is a precancerous pathology of 
pancreatic cancer. We investigated to identify essential genes in the process from IPMN-like 
pathology with GNAS mutation to invasive cancer.
As a result, the GNAS mutation caused the GNAS protein to bind to Ran, a chaperone protein that 
connects the cell nucleus and cytoplasm, resulting in changes in intracellular signaling other than 
the MAPK pathway, resulting in an increase in chemokine expression and the cell undergoing 
apoptosis. It was assumed that the cells would fall and increase cell turnover.
Since the increase in cell turnover directly leads to the accumulation of gene mutations, this was 
considered to be one of the mechanisms of pancreatic carcinogenesis from IPMN.

研究分野： 消化器内科学

キーワード： 膵がん

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
年率1-2%と言われるGNAS変異を持つIPMN様病態から浸潤癌に至る人がなぜ存在するのか、GNAS変異から浸潤癌に
至るまでの過程における必須の遺伝子を同定することは重要である。今回IPMNからの膵発癌機構のひとつを同定
したが、今後これらの機構を追求することで、IPMNからの膵発癌を抑制する手法を開発することに繋がることが
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 
日本人の死因の第一位は悪性腫瘍である。悪性腫瘍による死亡者数を臓器別にみると第一位は
肺がんであるが、第二位から第五位までの 4 つの臓器は いずれも消化器系の癌であり、大腸癌、
胃癌、膵癌、肝癌が占めている。このうち、胃癌、肝癌による死亡者数は減少傾向にあるが、大
腸癌、膵癌による死亡者数は増加傾向にある。この理由として、ヘリコバクターピロリ菌の除菌、
あるいは、肝炎ウイルスの効率的な排除法の発展によって、胃癌・肝癌の罹患数自体が減少して
いることもあるが、なによりも、胃癌・肝癌はこれまでの先人がたの努力によってハイリスク群
の囲い込み法が確立されており、早期発見・早期治療に持ち込みやすいことが挙げられると思わ
れる。これら胃癌や肝癌と同じように、現在 罹患数・死亡者数が増え続けている膵癌について
も、近い将来、「膵癌で死ぬ人を減らす」というパラダイムシフトを起こさなければならないと
考える。そのためには、胃癌や肝癌と同様にハイリスク患者の囲い込み法を確立し、効率的に早
期がんを見つけることが最重要課題である。 
 膵癌のハイリスク患者の囲い込みとして、膵管内乳頭粘液性腫瘍（IPMN: Intraductal 
Papillary Mucinous Neoplasm）は，数少ない膵癌高危険群の設定法である．しかしそれとても年率
1-2％しか癌化せず、あまりにも効率が悪いと言わざるを得ない。 
 IPMN からの膵発癌は、膵の他の部位に発生する通常型膵癌もありうるが、IPMN 由来
浸潤癌がある。また、IPMN には GNAS 遺伝子の変異が多いことが特徴である。そこで、年率 1-
2%と言われる GNAS 変異を持つ IPMN 様病態から浸潤癌に至る人がなぜ存在するのか、GNAS
変異から浸潤癌に至るまでの過程における必須の遺伝子を同定することは重要であると考えら
れた。 
 
２．研究の目的 
上記の背景のもと、本研究の主目的を「GNAS 変異を持つ膵管上皮細胞から浸潤癌への形質転
換に必須の遺伝子異常の同定」とし、その結果に基づいて血液中から同定した遺伝子の変異検出
を試みることで、早期の診断に臨床的に資することを二次的目的とした。 
 研究代表者は以前から、膵癌患者の早期発見のための囲い込み、膵癌患者の予後改善
のための化学療法の工夫について主に臨床的な見地から検討を加えてきた。膵癌の前癌病態と
みなされる IPMN で GNAS 変異が多いことは既に報告されているが、GNAS 変異を伴う IPMN
のなかで なぜある特定のケースだけ浸潤癌に進展するのか、GNAS 変異から浸潤癌に進展する
過程で要する遺伝子異常については、まだ明らかになっていない。したがって、膵上皮細胞の形
質転換に必須な GNAS 変異に付加的に要する遺伝子異常について同定することは、膵癌囲い込
みを目指す臨床的な見地からも、癌化機構の解明という基礎的な見地からも、極めて重要性が高
く、かつ、その点に着目できるのは臨床的なバックグラウンドによる動機付けと基礎研究能力の
両者を兼ね備えていて初めてできるものであり、独自性が高いと考えた。 
 さらに、同定した遺伝子異常を血中から高感度に測定する liquid biopsy 法を確立で
きれば、早期膵癌のスクリーニング法にイノベーションをもたらすことができ、膵癌診療にとど
まらず他の癌診療にも大きなインパクトを与えることができる。学術的な発展性のみならず社
会的にも大きな意義があると考えられる。 
 
３．研究の方法 
(1) GNAS 変異細胞の癌化に関わる遺伝子の探索： 
hTERT を発現させて長期培養を可能にしたヒト正常膵管上皮細胞に、遺伝子編集手法を用いて
IPMN で臨床的にみられる GNAS 変異（602 C<A, 201 番アミノ酸の R→Hへの変異）を導入する。
遺伝子変異が導入された細胞は迅速に単離するために希釈系列を作製しつつ digital PCR（研究
室に既に備わっている）による変異検出を行ったうえで濃縮し、最終的に変異が導入された細胞
のみを isolation し GNAS 変異導入ヒト正常膵管上皮細胞を単離する。 
 この細胞にCas9蛋白を発現するレンチウイルスを感染させてCas9発現細胞を樹立し、
commercial に available なゲノムワイドのノックアウト用 guide RNA library を発現するレ
ンチウイルスを感染させたうえで soft agar assay を行い transform 能を獲得して増殖し得
た細胞だけを選択することを想定していた。この際、コントロールとして、GNAS 変異を導入し
ていない細胞についても並行して同様の検討を行う。選択された細胞からゲノム DNA を回収し
ライブラリーを調整のうえ、次世代シークエンサー（共用機器）で guide RNA の標的となってい
る配列を同定し、GNAS 変異細胞での標的遺伝子と GNAS 変異が入っていない細胞での標的遺伝子
との差分をとることで、GNAS 遺伝子変異と共同してトランスフォームに働く遺伝子を同定する。 
(2) GNAS と結合する蛋白の同定と機能解明 
GNAS によるシグナル伝達を解明するために、GNAS 蛋白を免疫沈降して共沈する蛋白を質量分析
で同定した。そこから得られた情報をもとに GNAS による細胞内情報伝達の詳細を解明すること
を試みた。 



 
４．研究成果 
1) GNAS 変異細胞の癌化に関わる遺伝子の探索： 
不死化したヒト正常膵管上皮細胞の GNAS 遺伝子に変異を導入するためにガイド RNA とドナーオ
リゴヌクレオチドを入れて Cas9 蛋白による遺伝子編集を試みたが、どのように工夫しても樹立
が出来なかった。この原因はいくつか考えられるが、GNAS 遺伝子座が Cas９蛋白による切断が起
きにくいゲノム領域であることが想定された。このため GNAS 変異と野生型 GNAS の機能的比較
や癌化機構をそのまま解析することは困難と考えられた。そこで、下記に示す GNAS 蛋白との結
合する蛋白の同定からの機能解析を優先して進めることとした。 
 
2) GNAS 蛋白との結合する蛋白の同定と機能解析 
① GNAS 発現細胞の樹立 
GNAS 蛋白と結合する蛋白の同定のために、Flag-tag をつけた GNAS
蛋白を発現するコンストラクトを作成した。その細胞を用いて 
anti-Flag 抗体で免疫沈降し、実際に目的蛋白が単離できることを
確認した（右図）。 
 
② GNAS 蛋白と結合する蛋白の新規同定 
GNAS 蛋白と結合する蛋白を新規に同定するために、免疫沈降を行っ
た検体を泳動し、バンドを切り出して質量分析に
供与した。その結果、新たな結合蛋白候補として、
Ran 蛋白を同定した（右図）。 
右図の左から3レーンにあるadditional bandを
切り出して、新たな結合蛋白を同定した。 
この結果を確認するために、免疫沈降で GNAS 蛋
白を単離した lysate を用いて抗 Ran 抗体で
blotting したところ、確かに Ran 蛋白が結合し
ていることが確認できた（下図）。 
 
③ GNAS 変異による機能変化 
GNAS と結合する蛋白として Ran が同定できたが、 
臨床的な興味としては、GNAS に IPMN で見られる変異が入ったときの機能変化として何がある
か、という点である。 
そこで、GNAS 野生型と変異挿入型で機能的な変
化が見られないかを独立して検討した。その結
果、GNAS 変異があると、細胞の apoptosis が顕
著に見られることが TUNEL assay で確認され
た。この結果は、GNAS 変異が起きることで、細
胞回転が速くなることを示唆しているものと考
えられた（右図）。 
 
④ MAPK 経路には影響しない 
次に、GNAS 変異で影響を受ける細胞内シグナル
伝達系を検討するために、MAPK 経路の活性に必
要な ERK の活性化状態を検討した。 
その結果、様々な positive control 刺激では ERK の活性化が見られるものの、GNAS 変異および
野生型では ERK の活性化状態に変化はなく、この結果から、MAPK 経路は GNAS の下流には位置し
ていないことが示唆された（下図）。 

 
⑤ GNAS 変異がもたらす遺伝子発現変化 
次に、GANS 変異がもたらす細胞内環境の変化を網羅的に検討するために、GNAS 変異と野生型を
もつ細胞株を用いた RNA sequencing を行った。その結果、さまざまな遺伝子発現が変化してい
たが、なかでもケモカイン系の遺伝子の発現が GNAS 変異で強く誘導されていることが判明した。
この結果（次ページ）は、GNAS 遺伝子変異が入ると、その下流でケモカインの発現が誘導され、
その結果、細胞が apoptosis に陥る系が考えられた。 



 
RNA sequencing の結果、CXCL8 や
CXCL6などのケモカイン系の発現が
GNAS 変異で強く誘導されてくるこ
とが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
⑥ GNAS 変異による細胞内情報伝達変化の推定 
以上の結果から、GNAS 蛋白は細胞核と細胞質をつなぐシャペロン蛋白である Ran と結合し、そ
の結果 MAPK 経路以外の細胞内シグナル伝達に変化を与え、その結果ケモカイン発現が増加し、
細胞が apoptosis に陥り、細胞回転が増加することが想定された。 
細胞回転の増加はそのまま遺伝子変異の蓄積につながることから、IPMN からの膵発癌機構のひ
とつと考えられた。 
今後これらの機構を追求することで、IPMN からの膵発癌を抑制する手法を開発することに繋が
ることが期待される。 
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