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研究成果の概要（和文）：膵癌細胞株PK59から癌幹細胞を抽出培養し、遺伝子発現をmicroarrayにより解析した
ところ、KCNB1、KCNC1、KCND1等の電位依存性K+チャネル(VGKC)の高発現と、その阻害剤4-アミノピリジンの癌
幹細胞増殖抑制効果を確認した。食道癌組織におけるKCNB1発現を解析すると、高発現群の予後が不良であっ
た。KYSE70、TE5にKCNB1 siRNAを導入すると、細胞増殖抑制、アポトーシス増強、細胞遊走浸潤能抑制が確認で
きた。KCNB1 siRNAを導入した細胞株をmicroarrayで解析したところ、Ephrin receptor signaling関連遺伝子に
発現変化を認めた。

研究成果の概要（英文）：Cells exhibiting strong ALDH1A1 activity were isolated from PK59 pancreatic 
cancer cells by cell sorting, and cancer stem cells (CSCs) were generated with the sphere formation 
assay. Microarray analysis revealed voltage-gated potassium channels were upregulated in CSCs, and 
its inhibitor 4-Aminopyridine effectively decreased the number of tumorspheres. An 
immunohistochemical analysis revealed a relationship between strong KCNB1 expression and a poor 
prognosis in esophageal cancer. In KYSE70 and TE5 cells, KCNB1 depletion with siRNA suppressed cell 
proliferation, cell cycle progression, and invasion/migration, and induced apoptosis. The results of
 the microarray analysis showed that the expressions of Ephrin receptor signaling related genes were
 changed in KCNB1-depleted cells. These results provide an insight into the role of KCNB1 as a 
biomarker, and that its specific inhibitor, 4-Aminopyridine, has potential as a targeted therapeutic
 agent against digestive cancer.

研究分野： 消化器外科学

キーワード： 膵癌　癌幹細胞　イオンチャネル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
KCNB1、KCNC1、KCND1等のVGKCが膵癌幹細胞において高発現し、その阻害剤である4-アミノピリジンが癌幹細胞
特異的に抑制効果を示すことを新たに見出した。4-アミノピリジンは多発性硬化症の治療薬として臨床で用いら
れている薬剤であり、その抗腫瘍効果を明らかにしたことの社会的意義は大きいと考えられる。また、KCNB1の
Ephrin receptor signalingを介する新たな腫瘍進展制御機構や、予後因子としての意義を明らかにし、バイオ
マーカーや治療標的としての可能性を示した。

※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 
近年、癌組織は幹細胞能力と癌形成能をあわせ持つ少数の癌幹細胞により形成・維持されるこ

とが解明され、癌の増大・転移・再発への関与が報告されている。癌幹細胞は通常の抗癌剤に抵
抗性を示すことが多く、癌幹細胞を標的とした治療開発は癌克服のための最重要課題である。最
近の研究により、イオン輸送体が細胞生命機能維持に重要な役割をもつことが報告され、癌の治
療標的としても注目されている。我々の教室では、細胞生理学的なアプローチを消化器癌診断・
治療に応用すべく、様々なイオン輸送体発現・制御に焦点をあてた研究を進めてきた。癌幹細胞
は低酸素状態に存在することから、細胞内イオン濃度・pH 維持に関わる膜輸送体の発現がさら
に亢進している可能性が示唆される。しかしながら、癌幹細胞におけるイオン輸送体発現解析や、
細胞内イオン濃度制御を治療に応用する試みは十分になされていない。 
 
２．研究の目的 
我々はこれまで、膵癌におけるイオン輸送体発現・機能解析を進める過程で、電位依存性 K+

チャネル（voltage-gated potassium channel: VGKC）が癌幹細胞特異的に高発現することを見
出した。本研究では、"癌幹細胞特異的に発現した VGKC の制御により、膵癌の進展が抑制できる
" という実験仮説の検証を行う。その結果から、癌幹細胞内イオン濃度変化を介した新たな腫瘍
形成メカニズムを解明し、VGKC 阻害薬である 4-アミノピリジンを抗癌剤・分子標的治療薬に併
用することによる、消化器癌に対する斬新な治療概念を構築することを本研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 

(1) ヒト膵癌細胞株を用いた癌幹細胞の作製 
ヒト膵癌細胞株（PK59）を ALDEFLUOR kit (STEMCELL Technologies Inc)で処理し、ALDH 高発

現細胞を cell sorter SH800 (SONY)を用いて sorting する。その後、非接着プレート、無血清
培地に EGF, b-FGF, B27 supplement を加えて培養し、sphere 形成能を有する細胞のみを分離す
る。 
 
(2) 癌幹細胞特異的に発現するイオン輸送体の同定と、阻害剤による増殖抑制効果の検証 
作製した癌幹細胞と親株での遺伝子発現を microarray を用いた網羅的解析により比較検討す

る。その結果より、癌幹細胞特異的に発現するイオン輸送体を同定する。その中から特に、有用
な因子にターゲットを絞り解析を進める。癌幹細胞特異的に発現するイオン輸送体の阻害剤に
よる増殖抑制効果・sphere 形成能抑制効果を親株・癌幹細胞株で比較検討し、選択的効果の有
無を検証すると共に、そのメカニズムの解明を試みる。 
 
(3) ヒト消化器癌組織における VGKC の発現解析 
手術臨床標本のヒト食道癌組織パラフィンブロックを用い、VGKC の一種である KCNB1 に対す

る免疫染色により発現レベルを解析すると共に、組織型、壁深達度、脈管侵襲、リンパ節転移度
等の種々の臨床病理学的因子や、予後・再発形式との相関を解析する。 
 
(4) ヒト消化器癌細胞株における VGKC を介する細胞周期・アポトーシス・細胞遊走浸潤能制御
機構の解明 
ヒト消化器癌細胞株に KCNB1 siRNA を導入し、細胞周期解析（フローサイトメトリー；PI 染

色）・アポトーシス解析（フローサイトメトリー；PI/アネキシン V 二重染色）・細胞遊走浸潤能
解析(Boyden Chamber)を行うと共に、関連蛋白の発現変化を解析する。 
 
(5) ヒト消化器癌胞株における VGKC を介するシグナル伝達制御御機構の解明 
ヒト消化器細胞株に KCNB1 siRNA を導入し、導入後の遺伝子発現変化を microarray を用い

て網羅的に解析する。また、Ingenuity Pathway Analysis (IPA) (Ingenuity Systems, Qiagen, 
Redwood City, CA)を用い、関連シグナル伝達経路を解析する。 
 
４． 研究成果 
(1) 膵癌細胞株（PK59）から、ALDH 高発現細胞を sorting 後、sphere 形成能を有する細胞のみ
を分離し、癌幹細胞を培養した。癌幹細胞における ALDH1 mRNA の高発現を定量的 RT-PCR で確認
した。また、抽出された癌幹細胞における、再分化能、抗癌剤耐性能(5-FU)も確認した。 
 
(2) 次に、作製した癌幹細胞と親株での遺伝子発現を microarray を用いた網羅的解析により比
較検討した。癌幹細胞株において 57 種ものイオンチャネル関連遺伝子が高発現となっているこ
とを確認した。その中に、KCNB1, KCNC1, KCND1 等の VGKC が含まれていることを見出した。KCNB1, 
KCNC1, KCND1 の癌幹細胞における高発現については、定量的 RT-PCR で再確認した（図 1）。電位
依存性カリウムチャネルの選択的阻害剤である 4-アミノピリジンが、癌幹細胞特異的に、増殖
抑制効果・sphere 形成能抑制効果を示すことを明らかにした（図 2,3）。PK59 細胞を 4-アミノピ
リジンで処理後、ヌードマウスに皮下接種したところ、皮下腫瘍の成長が有意に抑制された（図
4） 



 

 
(3) ヒト食道扁平上皮癌組織(129 例)における KCNB1 の発現レベルを解析した。食道癌組織にお
いて、細胞質に KCNB1 発現が確認された（図 5）。KCNB1 発現をスコア化し、臨床症例を二群化し
て比較したところ、KCNB1高発現群の予後が有意に不良であった（図 6）。 

 

図 5 食道癌組織における KCNB1 発現 図 6  KCNB1 発現レベルと予後 

 

図 4   4-アミノピリジン処理による皮下腫瘍成長抑制効果 

図 1 癌幹細胞における電位依存性カリウムチャネルの高発現 

図 2 癌幹細胞における電位依存性カリウムチャネル阻害剤

（4-アミノピリジン）の感受性 

図 3 癌幹細胞における電位依存性カリウム

チャネル阻害剤（4-アミノピリジン）の感受

性 



 

(4) 種々のヒト食道癌細胞株における KCNB1 発現を解析し、KYSE70、TE5 における KCNB1 の高発

現を確認した。両細胞株において、KCNB1 siRNA をトランスフェクションしたところ（図 7）、細

胞増殖抑制効果（図 8）、G2/M の増加、アポトーシス増強効果（図 9）を認めた。また、KCNB1 siRNA

の導入により、細胞遊走・浸潤能が抑制されることを確認した（図 10）。  

 

 

(5) KCNB1 siRNA を導入した KYSE70 細胞株の遺伝子発現変化を microarray により網羅的に解析

した。Ingenuity Pathway Analysis の結果では、Ephrin receptor signaling の発現変化が解明

された（図 11）。同様の遺伝子発現変化は、TE5 においても確認された（図 12）。 

 

図 7 消化器癌細胞株における KCNB1 siRNA 導入 

図 8  KCNB1 KD による細胞増殖抑制 

 

図 9  KCNB1 KD によるアポトーシス増強 

図 10  KCNB1 KD による細胞遊走・浸潤能抑

図 12  KCNB1 KD と遺伝子発現変化 図 11 KCNB1 KD と Ephrin receptor signaling 

 



 
以上より、膵癌幹細胞における VGKC の高発現を見出し、その阻害薬を用いた選択的制御によ

り、癌幹細胞特異的な治療への応用が可能であることを証明した。これらの研究成果は英文論文
にまとめて発表した(Int J Oncol. 2021)。また、KCNB1 の Ephrin receptor signaling を介す
る新たな腫瘍進展制御機構や、予後因子としての意義を明らかにし、バイオマーカーや治療標的
としての可能性を示した。 
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