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研究成果の概要（和文）：EMT 化癌細胞の老化を特異的に誘導する治療法を開発することを

最終目的として、期間中に以下のことを行った：1)膵癌の EMT に関連する分子を同定する; 2) 

EMT 関連分子発現値測定による膵癌診断への有用性を検討する;3)EMT が誘導された膵癌細

胞が癌幹細胞形質を獲得するか否か検討する。その結果、1) マイクロダイゼクションで分離し

た浸潤性膵癌細胞で非浸潤 IPMN 細胞に比べ miR126 の発現低下を認めた。膵癌細胞株に

miR126 を強制発現させると EMT が抑制されることから、miR126 は EMT 制御分子であるこ

とが判明した；2) 膵癌の EMT 誘導分子である MSX2 は、臨床検体でその発現量を解析する

ことによって膵癌診断へ有用であることが示唆されるとともに；3) 膵癌細胞に強制発現させる

と癌幹細胞形質の一つである抗がん剤耐性を示した。これらの結果は EMT 関連分子の測定が

診断に有用であり、EMT 化癌細胞が癌幹細胞と同義の効果的な治療標的となる可能性を示唆

するものであった。 

 

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to identify the molecules to regulate 

EMT and the mechanism to control cellular senescence in pancreatic cancer.  We 

revealed that miR 126 was down-regulated in invasive pancreatic cancer compared to 

non-invasive IPMN.  In addition, the expression level of MSX2, inducer of EMT in 

pancreatic cancer, was found to be utilized for diagnosis of pancreatic cancer.  

Moreover, MSX2 expressing pancreatic cancer showed the chemoresistance, suggesting 

that EMT related molecules could be therapeutic target for pancreatic cancer. 
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１． 研究開始当初の背景 

近年の研究から、癌の転移や抗癌剤耐性は

癌幹細胞といわれる癌細胞の中でもごくわ

ずか（１%程度）の細胞によってもたらされ

ていることが示唆されている。膵癌において

は CD44、CD24、ESA の３分子陽性分画や

CD133 陽性分画に癌幹細胞が濃縮されてい

るとする報告があるが、未だ結論を得ていな

い。ごく、最近、乳癌の癌幹細胞として選別

される細胞は上皮-間葉形質転換:epithelial 

to mesenchymal transition (EMT)が誘導さ

れている状態にあること、逆に癌幹細胞以外

の癌細胞に対して EMT を誘導すると癌幹細

胞の性格を獲得すること、が明らかにされた。

すなわち、EMT が起こっている細胞は癌幹

細胞と同じ働きをする可能性があるという

ことになり、治療の標的として、癌幹細胞と

EMT が誘導された癌細胞は同義ということ

になる。 

一方、哺乳動物から正常な体細胞を取り出

し生体外で培養すると、ある一定の回数の細

胞分裂を繰り返した後に分裂増殖を停止し

て不可逆的な増殖停止状態に入る。この現象

は細胞老化と呼ばれ，古くから正常細胞にお

いて発癌に必要な遺伝子変異が起こること

を防ぐ安全装置として機能している可能性

が指摘されてきた。さらに最近，ras やその

シグナリング経路の下流因子である raf や

MEF などの癌遺伝子が活性化した場合，それ

らの発癌シグナルにより細胞分裂を繰り返

すことなく速やかに細胞老化と類似の現象

が誘導されることが明らかになってきた。膵

癌はK-ras遺伝子変異を90%の高頻度で認め

ることから、通常 ras 遺伝子によって誘導さ

れる老化シグナルが膵癌化の際に不活性化

されてしまう機構が存在する可能性がある。

そのように、膵癌に特異的に存在する老化阻

止機構を明確にすることによって新しい治

療法が開発できる可能性がある。 

 
２．研究の目的 

1）膵癌の EMT を特異的に誘導する分子やそ

れを制御する microRNA(miRNA)を同定す

る；2)膵癌化において抑制されている細胞老

化誘導シグナル機構を解明する；3)最終的に

膵癌幹細胞特異的に細胞老化を誘導する治

療法を開発する。 

 

３．研究の方法 

(1) EMT 関連 microRNA の同定 

IPMA6 例、IPMC6 例、浸潤性膵癌 5 例よりマ

イクロダイゼクションにて採集した腫瘍腺

管と、ヒト膵癌細胞株 5種より total RNA を

抽出し、Agilent 社のマイクロ RNA アレイを

用いて発現プロファイルを比較した。クラス

ター解析により、有意な発現変動を呈するマ

イクロ RNA を抽出した。 

 

(2)EMT 誘導分子と膵癌診断、治療への応用性

の検討 

 我々が膵癌の EMT 誘導分子として同定した

MSX2 の発現値が膵癌診断に有用であるかを、

膵管狭窄部に対する擦過細胞診施行時に採

取した細胞中の MSX2 mRNA 量を測定すること

で検討した。また、MSX2 発現細胞の抗がん剤

耐性機構について MSX2 強制発現膵癌細胞株

を用いて検討した。 

 
４．研究成果 

(1) EMT 関連 microRNA の同定：マイクロ RNA

アレイの結果、浸潤癌において、IPMN と比べ



 

 

miR126 の発現が有意に低下していた。

miR-126 を膵癌細胞株 Panc-1 および ASPC-1

に強制発現させると細胞遊走能・浸潤能の抑

制が確認された。また、これらの細胞では

E-cadherin の発現上昇がみられ、EMT が抑制

された状態であった。データベース解析によ

り、miR-126 の標的遺伝子として CRK (v-crk 

sarcoma virus CT10 oncogene homolog)やア

ミノ酸トランスポーターである SLC7A5、細胞

接着に関わる ADAM9 が同定された。ADAM9 は

miR-126 の強制発現によりその発現が低下し

ていた。 

(2) EMT 誘導分子と膵癌診断、治療への応用

性の検討：膵管擦過細胞診を施行した 82 例

(膵癌 57 例、慢性膵炎 25 例）を対象として

MSX2 mRNA 発現値を測定した。ERP 施行時、

膵管狭窄部位までガイドワイヤー誘導下に

細胞診用ブラシを狭窄部位に挿入し、細胞を

採取した。採取した細胞を細胞診用と RNA 量

測定用に分け、それぞれの解析を行った。ト

ータル RNA を抽出後、2ng/μlに調整した RNA

を用い、one-step real-time RT-PCR を施行

することにより MSX2 mRNA 発現量を測定した。

GAPDH, MSX2 の発現ベクターをスタンダード

として使用し、MSX2 コピー数を GAPDH コピー

数で補正した値を発現値とした。その結果、

MSX2 は慢性膵炎に比べ膵癌において有意に

発現が高いことが確認された。ROC 解析から

求めた cut off 値を用いた場合、MSX2 発現値

による膵癌診断感度は 73.7%、特異度は 84%

であり、細胞診による診断感度(47.4%)を大

きく上回っていた。これらのことから、擦過

細胞中の MSX2 発現量測定による膵癌診断に

対する臨床応用の可能性が示された。 

MSX2 強制発現細胞では癌幹細胞において

高発現が報告されているトランスポーター

遺伝子、ABCG2 の発現が上昇しており、MSX2

ノックダウン細胞においてはその発現低下

が見られた。MSX2 強制発現細胞においてはゲ

ムシタビンによる 72 時間処理後の細胞増殖

抑制効果が 50-70%減弱していた。これに対し、

MSX2 ノックダウン細胞ではゲムシタビンに

よる細胞増殖抑制効果が 50-100%増加してい

た。ABCG2 遺伝子の転写開始点より上流 2kb

までに 5 つの MSX2 consensus binding 

element が確認されたが、それら全てを欠い

た deletion mutant でも MSX2 発現ベクター

との co-transfection により reporter 活性

の上昇が認められた。転写開始点近傍に存在

する SP1 binding element を mutagenesis に

より除去したところ、reporter 活性の上昇が

50%抑制された。以上より、MSX2 は ABCG2 発

現レベルの制御を介して癌幹細胞形質の一

つである抗癌剤耐性を規定している可能性

が示された。 

 以上、我々は、本研究期間中、膵癌におけ

る新しい EMT 関連分子を同定した。また EMT

関連分子発現測定による膵癌診断への有用

性を示した。さらに、膵癌においても EMT が

誘導された癌細胞は抗がん剤耐性などの癌

幹細胞形質を獲得することも明らかにした。

今後は、これら EMT 化膵癌細胞における老化

制御機構の解明による新しい治療法の開発

が期待される。 
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