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研究成果の概要（和文）：膵癌は癌の中でも極めて予後が悪いことが知られており、予防や早期診断、治療法、
再発予防の開発は急務であると言える。膵癌に対する化学療法は限られており、再発高リスク群を同定するマー
カーの開発や、それに対して有効な分子標的薬の開発が急務である。今回我々は、網羅的な遺伝子データベース
に基づいて①再発ハイリスク群を同定するバイオマーカーを作成すること②網羅的な遺伝子解析を用いて再発ハ
イリスク群に対して効果的な治療標的を検討③候補となる治療標的遺伝子（CFL1およびARHGEF2）の作用機序の
解明及びヒト検体を用いた効果の検証を行った。

研究成果の概要（英文）：Pancreatic ductal adenocarcinoma had a worthy prognosis and there are a 
fewer chemotherapy regimens for pancreatic cancer. We tried to find the molecular gene signature 
predictive worth prognosis for pancreatic cancer patients and search the target genes for molecular 
targeted therapy.
We find CFL1 and ARHGEF2 as a targetable genes and analyze their effect for pancreatic cancer.

研究分野： 肝胆膵外科

キーワード： 膵癌　Molecular gene signature　予後　バイオマーカー　Cofilin-1　ARHGEF2　化学療法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究においては、① 再発ハイリスク群を同定するバイオマーカーを作成し検証すること、② 網羅的な遺伝子
解析を用いて再発ハイリスク群に対して効果的な治療標的を検討すること（Cofilin-1、ARDHGEF2）、③ 
Cofilin-1及びARDHGEF2の作用機序の解明及びヒト検体を用いた効果の検証することを目的とする。本研究にお
ける治療標的の検索方法やヒト検体を用いたCofilin-1及びARDHGEF2阻害剤の効果検証の方法等は網羅的、かつ
非侵襲的にヒト検体における効果を検証する事が可能であり、極めて新規性・有効性が高いものと考えられる。

※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 
 ●膵癌に対する再発・予後を予測する分子マーカーは未だ見つかっていない。 
膵癌は固形癌の中でも特に予後が悪い事が知られており、近年は化学療法の奏効率も上昇し術
前・術後の補助化学療法も導入されてきているが、現在保険収載されている分子標的治療薬は無
い。膵癌に対しては手術が唯一の根治的治療法であるが、切除可能な症例は 15～20％程度と報
告されており(Sultana A et al. J Clin Oncol. 2007)、切除不能症例に対しては化学療法が主な治
療となる。更に、術前や術後の化学療法も限られており、術後の再発率は 95％(Sperti C et al. 
World J Surg. 1997)とされており、術前・術後の補助化学療法としても新規化学療法の開発は
急務である。 
今回、膵癌に対する新しいバイオマーカー及び化学療法の検索と検証を行うに当たって、複数の
遺伝子の組み合わせである”gene signature”及びヒト組織において薬剤の効果を検証できる ex-
vivo 培養システムを用いる事で臨床試験に準じた知見を得る事ができ、膵癌治療のブレイクス
ルーに繋がる事が期待できる。 
● 膵癌治療における化学療法は限られており、有効な分子標的治療薬は存在しない。 
近年の種々の癌種における治療成績の改善には化学療法・分子標的治療の進歩がその一翼を担
っている。しかし、膵癌においては依然として有効な化学療法は非常に限られており、有効な分
子標的治療薬は皆無である。膵癌においては手術による根治切除が唯一の根治的な治療である
が、根治切除後の予後も非常に厳しい状況にあり、新しい化学療法の開発が不可欠である。 
 
２．研究の目的 
 本研究においては、① 再発ハイリスク群を同定するバイオマーカーを作成し検証すること、
② 網羅的な遺伝子解析を用いて再発ハイリスク群に対して効果的な治療標的を検討すること
（Cofilin-1、ARDHGEF2）、③ Cofilin-1 及び ARDHGEF2 の作用機序の解明及びヒト検体を
用いた効果の検証することを目的とする。以下に述べるその治療標的の検索方法やヒト検体を
用いた Cofilin-1 及び ARDHGEF2 阻害剤の効果検証の方法等は網羅的、かつ非侵襲的にヒト検
体における効果を検証する事が可能であり、極めて新規性・有効性が高いものと考えられる。 
 
３．研究の方法 
 ①網羅的な遺伝子発現解析を元にした、膵癌根治切除術後の再発ハイリスク症例を同定する”
gene signature”の作成と治療標的としての Cofilin-1 及び ARDHGEF2 の同定 
膵癌における予後予測 Molecular marker 及び薬物治療標的として有用な遺伝子を検索するため、
膵癌症例 80 例の RNA シークエンスデータベースである GSE21501 を用いた in silico 解析を行
った。cox 比例ハザードモデルにより再発に対するハザード比が 3.0 よりも大きい、または-3.0
よりも小さい遺伝子 44 遺伝子を選び、Molecular gene signature を作成した（図 2）。更に、同
データベースを用いて GSEA (Gene Set Enrichment Analysis)によるパスウェイ解析を行い予後
不良症例と相関の強い Molecular pathway を検索した所、PI3K-AKT-MTOR Pathway が最も相関が
強い事が分かった。薬物標的遺伝子として、PI3K-AKT-MTOR Pathway を構成する遺伝子の中から
最も予後に対する比例ハザード比の高い Cofilin-1 及び ARDHGEF2 を選択し、治療標的としての
有用性を検討することとした。同 GSE21501、TCGA のデータベース及び、当科にて利用可能であ
る複数のマイクロアレイデータベースのコホートを用いて、Cofilin-1 及び ARDHGEF2 と相関の
高い pathway や、免疫関連マーカーを含む既知の予後不良遺伝子との相関を in silico におい
て解析する。 
 ② ヒト検体におけるMolecular gene signatureの Validation、及びCofilin-1及びARDHGEF2
発現と再発・予後・臨床病理学的因子との相関の検討 
当科保有の臨床検体及びデータベースを用いて、臨床検体における Cofilin-1 及び ARDHGEF2 の
機能的な発現意義及び、予後予測因子としての有用性を明らかにする。熊本大学医学部、消化器
外科にて 2002 年～2014 年に膵癌に対して根治切除を施行された約 150 症例を用いて、
Nanostring を用いて Molecular gene signature を測定し、定量 PCR 及び免疫染色にて RNA レベ
ル、蛋白レベルの Cofilin-1 及び ARDHGEF2 発現を確認する。生命予後や再発等との相関関係を
明らかにすると共に、Ki67 や E-cadherin（CDH1)、Vimentin といった、細胞増殖や EMT マーカ
ーとの相関を検討する。 
③ 膵癌細胞株を用いた Cofilin-1 及び ARDHGEF2 の機能解析及び阻害剤の効果検証 
 膵癌細胞株を用いた in vitro/in vivo の実験によって、Cofilin-1 及び ARDHGEF2 の癌細胞に
おける働きを明らかにする。当科にて保有している 8種類の膵癌細胞株に対して、Cofilin-1 及
び ARDHGEF2 発現プラスミドベクターを導入し強制発現を、siRNA を用いて発現抑制を行った細
胞株を作成し、機能解析を行う。MTT assay にて増殖能。FACS を用いて細胞周期及びアポトー
シス、invasion assay にて浸潤能、scratch assay にて遊走能に与える影響を明らかにする（図
4）。更に、癌細胞より分泌された DKK2 の働きを検証する為に癌細胞と免疫細胞の共培養を行い
Cofilin-1 及び ARDHGEF2 がリンパ球に対して与える影響を明らかにする。 



④  ヒト癌細胞組織のスライスを用いた ex vivo 培養系を用いて、腫瘍微小環境を含んだ
状態での Cofilin-1 及び ARDHGEF2 阻害剤のヒト検体における効果の検証 
手術による切除後すぐの胆管癌組織を、厚さ 300µmにスライスし、細胞培養用メディウムを用い
て培養を行う。この組織に対して Cofilin-1 及び ARDHGEF2 阻害剤を投与し、MTS アッセイにて
その viability を評価する。また、カルチャー後の蛋白、mRNA を回収してその蛋白、遺伝子発
現の変化を評価する。このような ex vivo の実験系を用いてヒト胆管癌組織に対する薬剤の効
果を評価することで、胆管癌組織中の免疫細胞をはじめとする間質細胞や微小血管などの腫瘍
微小環境を残しつつ、薬剤感受性の評価を行う事が可能である。阻害剤単独及び PD-1 阻害剤と
の併用を行い 48 時間培養した後、細胞の Viability、リンパ球マーカーを測定し、効果を検証
する。 
 本研究により、胆管癌における薬物治療において Cofilin-1 及び ARDHGEF2 を標的とした分子
標的治療薬の有用性及びその作用機序が明らかになる事が期待される。 
 
４．研究成果 
 44 遺伝子の発現を用いて膵癌予後を予測する Molecular gene signature を作成した所、高リ
スク、中間リスク、低リスクの群に層別化され、それぞれ有意に予後予測に有用であった。（図） 
 膵癌データベースである GSE21501 を用いてパスウェイ解析を行い予後不良症例と相関の強い
Molecular pathway を検索した所、PI3K-AKT-MTOR Pathway が最も相関が強い事が分かった。薬
物標的遺伝子として、PI3K-AKT-MTOR Pathway を構成する遺伝子の中から最も予後に対する比例
ハザード比の高い Cofilin-1 及び ARDHGEF2 を選択し、機能解析を行った。 
今期は特に ARHGEF2 についての実験を進めている。染色濃度と染色領域によって ARHGEF2 発現
を評価し、高発現群(n = 123)および低発現群(n=78)の 2 群に分類すると、全生存期間(OS)、無
再発生存期間(RFS)ともに高発現群で有意に不良であった(OS: p = 0.0018、RFS: p = 0.0007)。
さらに OS、RFS に関する予後因子を多変量解析にて検討した。OS に関しては CA19-9 > 37 U/L(RR 
= 2.20, p = 0.0003)、TS≧3(RR = 1.93, p = 0.017)、病理学的リンパ節転移陽性(RR = 2.07, 
p = 0.0006)、ARHEGF2 高発現(RR = 1.52, p = 0.047)が独立予後不良因子であった。また RFS
に関しては CA19-9 > 37U/L(RR = 1.84, p = 0.0018)、R1 切除(RR = 2.50, p = 0.006) 、ARHGEF
高発現(RR =1.77, p = 0.0034)が独立予後不良因子であった。また、また、アクチン制御タンパ
クの 1 つである cofilin-1 は RhoA の下流に存在し、癌の浸潤に関与すると言われており、
cofilin-1 についても染色濃度と染色領域によってその発現を評価した。高発現群(n = 106)お
よび低発現群(n = 95)の 2 群に分類して ARHGEF2 との相関を評価したところ、正の相関を示し
た(p = 0.04)。 
 更に ARHGEF の downstream の機能解析を行い Annals of Surgical Oncology(Nakao et al, 
2021)に報告している。 

図.網羅的遺伝子発現データを用いた Molecular gene signature の作成 
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