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研究成果の概要（和文）：Ral(Ras like) GTPase(以下，Ral)は，Ras familyに属する遺伝子であり，Rasの下流
で活性化し機能する．RasがDriver遺伝子とされる膵癌では，その下流のRalが悪性化に重要である．Ralは、放
射線などによるDNA障害時の修復機構（DDR)に深く関与する。我々は、DNA損傷時のDDR機構、特にAtaxia 
telangiectasia mutated(ATM)分子に着目し、その膵癌での役割、Ralとの関与について研究を行した．本研究に
より、ATMの発現低下が浸潤・転移能の獲得に関与すること、抗がん剤感受性が低下し術後生存期間が短くな
る、との知見が得られた．

研究成果の概要（英文）：Ral (Ras like) GTPase (Ral) is a member of the Ras family and is activated 
downstream of Ras. Since Ras is regarded as a driver gene in pancreatic cancer, Ral, downstream of 
Ras, is important for its malignancy.
Ral is deeply involved in the repair mechanism (DDR) of DNA damage caused by radiation. We focused 
on the DDR mechanism of DNA damage, especially the Ataxia telangiectasia mutated (ATM) molecule, and
 investigated its role in pancreatic cancer and its relationship with Ral. We found that ATM 
knockdown is involved in the acquisition of invasive and metastatic potential, and that ATM is 
associated with decreased sensitivity to anticancer drugs and shorter postoperative survival.

研究分野： 消化器外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ATMは、膵癌で変異頻度の高いDDR遺伝子の１つとされており、2-18％に体細胞変異が、1-34％に生殖細胞変異が
報告されている．本研究では、膵癌臨床検体におけるATMおよび活性化体リン酸化ATM の発現を検討し、リン酸
化ATMの発現が低い症例で生存期間が有意に短く、治療成績が不良であることを明らかにした。また、培養膵癌
細胞を用いて、RNA Sequencing 法により ATM下流域の遺伝子の発現変化を検討、抗がん剤感受性に深く関与す
ることを明らかにした．ATMとその下流域での分子生物学的メカニズムの解析は、特にその変異陽性症例での新
たな治療ターゲットの開発を可能にすると考えられる．

※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 
Ral(Ras like) GTPase(以下，Ral)は，Ras family に属する低分子量 GTP 結合蛋白であるが，そ
の活性化因子 RalGEF は Ras の標的分子であり，Ral は Ras の下流で活性化し機能する．Ras
が高頻度に変異し，Driver 遺伝子とされる膵癌では，その下流で機能する Ral が悪性化に重要
であると示唆される．我々は，免疫不全マウスへの移植実験で，RalGAP 発現を抑制した膵癌細
胞の腫瘍増殖，浸潤・転移が著明に亢進することを明らかにした．本研究では，当初、これまで
の成果を発展させ，RalGAP cKO マウス等を駆使して膵癌の悪性化，浸潤・転移能の獲得機序
を分子レベルで解明するとともに，ヒト検体の解析より Ral-RalGAP の臨床的意義を明らかに
し，膵癌治療における新たな標的分子としての可能性を検証することを目的とした． 
 他方、Ral の活性は、放射線などによる DNA 障害時の修復機構（DDR)において重要である
との報告が散見される。すなわち、膵癌などの放射線治療抵抗性の癌腫では、放射線照射後の修
復機構、癌細胞の生存に Ral の活性化が深く関与するとされる。我々は、DNA 損傷時の DDR
機構、特に、Ataxia telangiectasia mutated(ATM)分子に着目し、その膵癌での役割、Ral との
関与について興味深い知見が得られた．これまでに、ATM の発現低下が、膵癌の悪性化，浸潤・
転移能の獲得に関与すること、抗がん剤感受性が低下し、術後生存期間が短くなることが示され
た。ATM は、毛細血管拡張性小脳失調症（ataxia telangiectasia）の原因遺伝子として，クロー
ニングされた遺伝子であり、DNA 損傷応答経路における key molecule である。放射線，化学物
質による DNA の二重鎖切断により活性化され，p５３，Chk２，BRCA１などの細胞内基質を
リン酸化することで DNA 損傷時の細胞周期の停止や，アポトーシス誘導などに中心的な役割を
果たす。近年、家族性膵癌患者における関連遺伝子の解析で、ATM は BRCA に次いで２番目に
変異頻度の高い遺伝子であることが明らかとなり、その膵癌発癌、悪性化メカニズムへの関与が
注目されている．また、ATM や BRCA に変異を有する膵癌では、予後不良であることが知られ
ているが、その原因として、標準治療として行われるゲムシタビン、5FU 系、タキサン系など
の抗がん剤の奏功率が低いことが示唆されている．本研究では、放射線感受性、抗がん剤感受性
における、ATM および Ral の機能解析について、より詳細な検討を行うことで、Ral-RalGAP
の臨床的意義を明らかにすることとした． 
 
２．研究の目的 
膵癌臨床検体における ATM およびその活性化体であるリン酸化 ATM の発現を検討しその治療
成績との相関を検討すること、ATM 発現低下による癌悪性化メカニズムを、培養膵癌細胞を用
いて検討し、抗がん剤感受性への影響について検証することを目的とした． 
 
３．研究の方法 
(1)膵癌手術症例での癌組織内 ATM/リン酸化 ATM(p-ATM)発現と、術後治療成績の解析 
対象：東北大学病院で外科的切除を受けた 144 名の PC 患者：男性(n=82)、女性(n=62)、年齢 39-
88 歳： 年齢：39-88 歳。 
免疫組織化学染色（IHC）：ATM および p-ATM の発現は、それぞれ特異的抗体を用いた免疫組織化
学により解析した． 
(2)ATM 発現を Knockdown した膵癌培養細胞増殖能と遊走能の解析 
細胞増殖アッセイ（Cell proliferation assay）：ATM 発現を SiRNA の手法で knockdown し、MTT 
assay により癌細胞の増殖能を評価した． 
創傷治癒アッセイ（Wound healing assay）：癌細胞の遊走能を創傷治癒アッセイで検証した。 
(3)膵癌細胞における ATM 下流遺伝子の探索 
RNA シークエンシング（RNA-seq）：ATM knockdown 膵細胞から mRNA を抽出し、RNA シークエンシ
ングを行うことで、膵癌細胞における ATM 下流遺伝子の探索を行なった． 
リアルタイム定量 PCR (RT-qPCR) ：RNA-seq で明らかになった候補遺伝子をリアルタイム定量
PCR の手法で検証した． 
ウェスタンブロッティング（Western blotting）：さらに、Western blotting によりタンパク質
レベルでの発現について検証した．。 
(4)アポトーシス関連シグナルの解析 
HIF-1αとアポトーシス関連タンパク質の発現量：HIF-1a およびアポトーシス関連タンパク質
（Bad および Bcl-2）の発現をウェスタンブロットで調べた。 
(5)Gemcitabine 感受性アッセイ 
抗がん剤ゲムシタビンの感受性を MTT アッセイで調べた。 
 
４．研究成果 
膵癌外科切除症例 144 例で、ATM とリン酸化 ATM の発現を免疫組織化学により検討し、ATM 低発
現を 15.3%の症例に、リン酸化 ATM 低発現を 27.5%の症例に認めた．対象症例で治療成績につい
て検討し、リン酸化 ATM の発現が低い症例で生存期間が有意に短く、治療成績が不良であること



を明らかにした。次に、培養膵癌細胞 MIA-PaCa2 と SUIT-2 で、SiRNA より ATM 発現を特異的に
抑制し、悪性化メカニズムを検討した。ATM 発現抑制細胞では、細胞増殖能と移動能の上昇が認
められた。RNA Sequencing 法により変動する遺伝子を網羅的に解析し、癌関連遺伝子 MET、
Netrin-1(NTN1)を候補遺伝子として同定した。Western blot 法および RT-PCR 法により、MET と
NTN1 の発現が ATM 発現抑制細胞で有意に増加していることを明らかにした。ATM 発現抑制細胞
では ROS の蓄積と HIF-1αの発現上昇が認められ、これらを介した MET と NTN1 の発現誘導が示
唆された。さらに、細胞毒性試験により ATM 発現抑制細胞でゲムシタビン感受性が低下している
こと、抗アポトーシス蛋白 BCL-2 / BAD の発現が上昇していることを明らかにした。以上の結果
より、ATM の発現低下が ROS 蓄積、HIF-1αを介して MET、NTN1 を誘導、腫瘍細胞増殖、薬剤耐
性を促し、予後不良となる可能性が示唆された。 
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