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研究成果の概要（和文）：膵管内乳頭粘液性腫瘍（IPMN）は乳頭状増殖と豊富な粘液産生による嚢胞状構造を特
徴とする膵臓癌の前癌病変であるが、これらの形態学的な特性や浸潤癌への進展に関わる機構は未解明である。
今回の解析において、IPMNにとって重要な癌遺伝子であるGNASは、Notchの抑制を介してKRAS経路にブレーキを
かけ、癌遺伝子でありながら腫瘍抑制的な機能的側面を有すると考えられた。GNAS経路を標的とする膵腫瘍の薬
物治療の開発において重要であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Intraductal papillary mucinous tumor (IPMN) is a precancerous lesion of 
pancreatic cancer characterized by a cyst-like structure due to papillary growth and abundant mucus 
production, but its morphological characteristics and mechanisms involved in its progression to 
invasive cancer are unknown. In this analysis, GNAS, an important oncogene for IPMN, acts as a brake
 on the KRAS pathway through the suppression of Notch, and is considered to have a functional aspect
 of tumor suppression even though it is an oncogene. It was considered important in the development 
of drug therapies for pancreatic tumors that target the GNAS pathway.

研究分野：膵臓癌

キーワード： IPMN　膵臓癌　GNAS　KRAS

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膵癌の前がん病変であるIPMNにおける癌遺伝子KRASとGNASの解析を行うことで、今までにない新たなGNAS経路を
標的とする膵癌薬物治療の開発につながる可能性がある。今後も解析を進めていきたい。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
1．研究開始当初の背景 
 
膵癌の前駆病変として、膵上皮内腫瘍性病変（PanIN）と膵管内乳頭粘液性腫瘍（IPMN）
が重要である。IPMN の多くは多発病変を有し、膵癌の危険因子とされているが、その悪性
化機構の全容解明には至っていない。これら前駆病変の発生には、がん遺伝子である KRAS
の変異が共通してみられる。一方で、GNAS変異はIPMNに特徴的なドライバー遺伝子である。
GNAS 遺伝子は 20 番染色体長腕の複合遺伝子座（20q13.32）に局在し、GTP 結合蛋白である
G 蛋白刺激性αサブユニット（Gs）をコ
ードする。Gs の活性化により細胞内 cAMP
産生が上昇し、これによって cAMP 依存性
Aキナーゼ（protein kinase A；PKA）が活
性化される。PKA はセリン・スレオニンキ
ナーゼであり、cAMP response element 
binding (CREB)や extracellular signal-
regulated kinase (ERK)等の基質をリン
酸化することにより、転写調節を行う。
我々は、遺伝子改変マウスモデルを用い同
変異が KRAS シグナルと協調して IPMN の
発生を促すことを証明したが（Nat Cell Biol 2018）、ヒト膵腫瘍において浸潤・転移能な
どの悪性度に関わる経路をどのように制御するか十分に理解されていなかった。 
 
KRAS は最強のがん遺伝子であり、BRAF や PIK3CA 遺伝子とは相互排他的である。しかし、
KRAS と GNAS 変異が同時にみられる場合が多いのは何故か？この疑問に取り組むべく、研究
代表者は以下のふたつの可能性を考えた。 

 GNAS は KRAS シグナルに対して抑制的に働く 
 KRAS と GNAS 変異の組み合わせによって腫瘍の悪性度が異なる 
 
IPMN の多くが低悪性腫瘍であることを考えると、GNAS 変異は KRAS シグナルと協調して
IPMN の初期発生を担う一方、浸潤・転移能など過度な暴走にブレーキをかけている可能性
がある。大規模なコホートにおいて、GNAS 変異を有する膵癌は全体の 5-10%程度を占める
が、このような膵癌では、そのブレーキが破綻するか、独立した経路が活性化している可能
性があると考え、本研究の立案に至った。 
 
 
2．研究の目的 
 
本研究の目的は、患者由来のヒト膵初代培養系を
用いて、GNAS 変異によって誘導される分子経路を特
定することである。まず、同変異を有する初代細胞
を用いて、ゲノム編集の応用により GNAS 変異が増殖
や浸潤などの悪性形質に関わる分子経路に及ぼす影
響を調べる。次に、代表的な KRAS シグナルの下流分
子に与える影響を生化学的に明らかにする。得られ
た結果は、新規バイオマーカーや治療標的分子の発
見に役立ち、膵癌患者の診断や治療個別化に貢献で
きる意義がある。 
 
IPMN が膵癌に比べ悪性度が低いことを考えると、
GNAS 変異が KRAS シグナルに起因する強力な浸潤・
転移能を抑制している可能性も考えられる。そのよ
うな抑制的なシグナル、さらに悪性化の過程でそれ
が解除される仕組みを明らかにすれば、膵癌治療の
ヒントが得られることを期待した。 
 
過去に GNAS は脳や皮膚組織において、癌抑制的に機能することも報告されている。そこ
で研究代表者は、GNAS 変異がヒト膵癌の進展経路をどのように調節するかを明らかにし、
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GNAS 変異が関与する分子経路を特定する目標を設定した。このようなアプローチによって
得られる情報は、患者のサーベイランスに有用な新規バイオマーカーや、IPMN 関連膵癌の
薬理学的な脆弱性を紐解き、膵癌に対する個別化治療に役立つことが期待される。 
 
 
3．研究の方法 
 
1）変異型 GNAS を標的としたゲノム編集株の作製 
 
 IPMN 関連膵癌の切除材料より樹立した GNAS R201H 変異を有する患者由来細胞を用い、
GNAS R201H 特異的な guide RNA を組み込んだ pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 プラスミ
ド (Addgene #62988）と野生型 GNAS 配列を有するドナー用一本鎖鋳型 DNA をエレクトロポ
レーション法により導入した。Puromycin 耐性クローンより限界希釈法及び Digital PCR に
より GNAS 野生型細胞をスクリーニングし、取得した亜株をサンガー法にて確認した。また
このゲノム編集に伴って生ずる PKA や CREB などの代表的な GNAS 下流分子のリン酸化を
Western blotting 法により評価した。 
 
2）細胞及び組織形態、増殖・浸潤能の評価 
 
 上記細胞を用いて、血清含有培地を用いた Monolayer 培養、無血清培地 (希釈した 2％マ
トリゲル、2% BSA、1x Insulin-Transferrin-Selenium、10 M ROCK 阻害剤を添加) を用い
た Matrigel overlay 法によるオルガノイド培養を行った。また NOD-SCID マウスへの皮下
移植により Xenograft を作成した。これらの形態と増殖能（Sulforhodamine B assay、
CellTiter-Glo 3D Cell Viability Assay 及び腫瘍体積量や Ki-67 標識率）を評価し、
Scratch assay による細胞遊走能、Transwell を用いた invasion assay による浸潤能の評
価を行った。 
 
3）ムチン組成とその機能の評価 
 
 GNAS 変異の有無によるムチンファミリー組成変化を RT-PCR 法、免疫組織染色により評価
した。MUC2 及び MUC5B に対してノックダウン亜株を作製し、形態・増殖・浸潤能に対する
影響を評価した。 
 
4）GNAS 変異のシグナル経路の同定 
 
 上記細胞より RNA を精製し、AmpliSeq Transcriptome Human Gene Expression Kit を用
いた RNA 発現解析を行った（Thermo-Fisher Scientific 社製 Ion GeneStudio S5 System を
使用した）。Molecular Signature Database より取得した４つの Gene set（hallmark, GO, 
KEGG, REACTOME; curated gene set, ver.7.4）を用いて Gene Set Enrichment Analysis（GSEA）
解析を行った。Western blotting 法及び qRT-PCR 法により、KRAS 関連分子の活性化及び
Epithelial–mesenchymal transition(EMT)関連遺伝子の発現を調べた。変化の見られた分子
については阻害剤を使用し、細胞形質を 2）で述べた方法で評価した。 
 
 
4．研究成果 
 
 
 GNAS 変異を有する IPMN 細胞は、GNAS 野生型と比較し、PKA、CREB 及び vasodilator-
stimulated phosphoprotein(VASP)のリン酸化の程度が強く、変異型 GNAS による古典的 PKA
経路の活性化が確認された。オルガノイド培養や Xenograft では、GNAS 変異型細胞でのみ
粘液貯留を反映した泡状に膨らんだ特徴的な形態がみられ、一方 GNAS 野生型細胞は、充実
性の集塊を呈した。GNAS 野生型細胞の増殖速度は GNAS 変異型細胞と比較して有意に速いこ
とが明らかとなった。さらに、Xenograft における腫瘍体積量及び Ki-67 標識率からも、
GNAS 野生型細胞の腫瘍増殖が速いことが示唆された。 
 
 GNAS 変異型及び野性型細胞から得られた遺伝子発現プロファイルを用いて GSEA 解析を
行った結果、変異型 GNAS が HALLMARK セットにおける KRAS シグナリング群との拮抗的な関
連を有することが示唆された。また、EMT に関与する転写因子群が GNAS 野生型細胞におい



て高発現していた。また、Western blotting 法により、代表的な KRAS 関連経路を検証した
ところ、GNAS 変異型細胞において、ERK のリン酸化及び核内βカテニンの発現が GNAS 野生
型細胞に比較して亢進していることが確認された。このことから、同変異が ERK や WNT シ
グナルの活性化において KRAS と相乗的に働くことが示唆された。 
 
続いて、 GNAS 変異による EMT 転写因子群の発現低下というパラドキシカルと思われる作
用のメカニズムに迫るべく、EMT に関わる分子のなかでも TGF-βとともに重要な役割を果
たすと考えられている Notch シグナル経路に焦点を絞った。Whole cell lysate 及び核内タ
ンパクを用いた Western blotting 法によって、GNAS 変異型細胞では野生型亜株と比較し
て、同経路の活性化指標とされる Notch intercellular domain(NICD) の核内発現が顕著に
増加することが明らかとなった。この変化が cAMP-PKA 経路に依存するか否かを確認するた
めに、GNAS 変異型へ PKA 阻害剤を添加したところ、24 時間後に核内 NICD 発現が顕著に増
加した。さらに、Notch シグナル下流遺伝子の発現も、H89 添加により上昇したことから変
異型 GNAS は PKA 依存的に Notch 経路を抑制することが示唆された。 
 
次に、GNAS の変異獲得が膵癌細胞の運動/浸潤能に及ぼす影響を解析した。Scratch assay
により評価した結果、変異型 GNAS の野生型へのゲノム編集により細胞遊走能の上昇が確認
された。また、Invasion assay の結果より GNAS 変異型細胞は野生型細胞と比較して、浸潤
能が低いことが明らかとなった。さらに、GNAS 変異型細胞は PKA 阻害剤の添加により浸潤
能増加を認め、EMT 関連遺伝子 BMP2 及び CALD1 の発現上昇に裏付けられる細胞挙動を呈し
た。一方、GNAS 野生型細胞に Notch 阻害剤を添加すると、浸潤能低下が見られた。 
 
最後に、GNAS 変異とムチン産生の関連を調べるため、分泌型ムチンである MUC1、MUC2、
MUC5AC、MUC5B、MUC6 の mRNA 発現を確認した結果、GNAS 変異型細胞は野生型細胞に比較し
て、有意に高発現を認めた。膵癌症例の TCGA データセット（RNA-seq）を用いた解析におい
ても、同様の結果が確認された。ERK 阻害剤（SCH772984,10mM）の添加によって、 GNAS 変
異型細胞では MUC2 の発現は抑制されるが、MUC5B の発現には影響を与えなかった。一方で、
H89 は MUC2、MUC5B mRNA 発現の双方を抑制した。また、Notch 阻害剤（SAHM1,20mM）の添加
によって、MUC5B の発現が増加したことから、 MUC2 は PKA-ERK 経路、MUC5B は PKA-Notch
経路により制御されていると考えられた。 
 
以上の結果より、GNAS は KRAS に対し、ERK や WNT シグナルにおいて膵癌の悪性度に相乗
効果を示すものの、Notch シグナルの抑制を介して EMT に代表される KRAS 経路の過剰な活
性化にブレーキをかけていることが分かった（Kawabata H, J Gastroenterol 2022）。GNAS
変異は CDX2 誘導を介して MUC2 発現、即ち腸型形質を誘導することが報告されているが、
MUC5B 発現とより強い関連性が示され、ヒト外科手術標本を用いた免疫染色においてもその
傾向が示唆された。本研究では、MUC5B の knock-down により腫瘍の粘液産生能の顕著な低
下を確認したが、このことが浸潤能に直接影響を与えることはなかった。しかし、GNAS に
よるムチンファミリー分子群の発現制御は、癌微小環境の変化を介して腫瘍細胞の形質に
間接的に影響を及ぼす可能性もある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 GNAS変異がNICDを介して腫瘍浸潤に対し抑制的な作用を有することから、GNASを標的と
する治療を考える場合には、腫瘍に関連する腫瘍増殖経路を選択的に阻害することに留意
する必要がある。GNAS-PKAが部分的であれ KRASシグナルに拮抗しうることは、KRAS下流
経路を標的とする新規創薬へ発展する可能性を秘める。また、本研究ではGNAS変異による
cell autonomousな作用について解析を行ったが、同変異を有する細胞が豊富な粘液産生
能を有することから、今後の研究で腫瘍微小環境、さらに膵発癌素地への影響についても
着目し、膵癌初期発生段階で生じるKRASとGNASのクロストークの全貌を明らかにしていき
たい。 
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