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研究成果の概要（和文）：膵臓癌において、癌細胞株間での酵素活性の相違がGBA蛋白発現量との相関を示し、
GBA酵素活性の大きさにかかわらず、細胞増殖抑制効果を示し、アポトーシス細胞の増加を示したＧＢＡノック
ダウンにより、膵臓癌株においてミトコンドリアの機能不全を起こした。その原因評価にマイトファジー機構を
検索したところ、その機能の低下を認めた。マイトファジー阻害材である mdivi-1を用いPDAC細胞株においてア
ポトーシス細胞を誘導した。mdivi-1単独と比較して、 GBAノックダウンとの組み合わせは、マイトファジーを
有意に抑制した。

研究成果の概要（英文）：In pancreatic cancer, differences in enzyme activity among cancer cell lines
 correlated with GBA protein expression levels, and GBA knockdown caused mitochondrial dysfunction 
in pancreatic cancer lines, which showed an inhibitory effect on cell growth and an increase in 
apoptotic cells regardless of the magnitude of GBA enzyme activity. The mitophagy mechanism was 
searched for to evaluate the cause of this dysfunction. We induced apoptotic cells in PDAC cell 
lines using mdivi-1, a mitophagy inhibitor. mdivi-1 in combination with GBA knockdown significantly 
suppressed mitophagy compared to mdivi-1 alone.

研究分野： 肝胆膵外科

キーワード： ライソゾーム　酸性グルコシダーゼ　マイトファジー　ミトコンドリア膜電位　活性酸素　抗腫瘍効果
　膵臓癌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ライソゾーム酵素の一つである酸性グルコシダーゼの阻害により、マイトファジーが低下し、ミトコンドリア膜
電位が低下し、不良ミトコンドリアが増殖した。その結果、活性酸素の蓄積を認めアポトーシスシグナルが増強
し、抗腫瘍効果が増加したため膵臓癌細胞の細胞死が誘導された。このことにより膵臓癌治療の新たな標的とし
て有望であることがしめされた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

膵臓癌患者は年々増加しており、医療技術の進歩にかかわらずその予後は依然として不

良であり、予後の改善が望まれている。膵臓癌は乏血性の腫瘍であり、血管新生が乏しいこと

が知られている。膵臓癌では低酸素、低栄養環境下で増殖可能なようにオートファジーが亢

進し、栄養が供給されることが特徴である。膵臓癌におけるオートファジーの活性低下が発癌

の一因と考えられていることから、申請者らはオートファジーの最終段階である Lysosome 酵素

に注目した。 

２．研究の目的 

膵臓癌の発癌・進展において、糖脂質代謝酵素である Lysosome 酵素における糖脂質代謝ネ

ットワークが膵臓癌の発癌との関連を解明する。さらに、重要な Lysosome 酵素のノックダウン

により、膵臓癌に対する革新的な治療方法を見出すことを目的とする。最終的には Lysosome

をターゲットとした癌治療における基礎的知見の提供を目的とする。 

 

３．研究の方法 

Lysosome 酵素と膵臓癌の発癌メカニズム解明を目指した実験 

In vivo 

K-rasG12D 変異誘導アデノウイルスベクターを用いて免疫系が正常なマウス(C57BL/6)の膵臓に前癌

病変 PanIN を発症させる。膵臓癌、肺癌等で高頻度に遺伝子変異がみられる K-ras を用いれば、2～4

週間でマウスに PanIN が発生する。用いるベクターはアデノウイルスを用いる。アデノウイルスは膵管、

腺房中心細胞、介在管、 腺房細胞に感染することが知られており、効率的にマウスの膵臓に感染させ

ることができる。 

In vitro 

マウスに発症した膵臓癌の前癌病変である PanIN を摘出し、膵癌細胞を初代培養する。初代培養細胞

の RNA-seq 解析を行い、全ての Lysosome 酵素遺伝子発現を調べ、発癌に重要な Lysosome 酵素を

抽出する。さらに、PanIN おける Lysosome 酵素群の病的意義を明らかにするため、オートファジー機能

への影響を p62 や LC3 抗体を用いてウエスタンブロッティング法でたんぱく質の発現を評価する。加え

て、ウイルスベクターを用いた Lysosome 酵素抑制により、PanIN 発症の抑制効果を確認する。さらに増

殖因子等、膵癌細胞の細胞増殖能や細胞内オルガネラへ及ぼす影響を調べる。 

Lysosome 酵素と膵臓癌の進展メカニズム解明を目指した実験 

In vitro 

1. Lysosome 酵素活性・タンパク質発現量・細胞増殖能抑制効果の確認 

ヒト膵癌細胞株(PANC-1、MiaPaca-2、AsPC-1、BxPC-3)を用いる。siRNA を用いた RNA 干渉で RNA-

seq で抽出した Lysosome 酵素をノックダウンし、酵素活性が低下することを確認する。また、その際の細

胞増殖能を確認し、増殖能が低下していた場合は、アポトーシスシグナル(Cleaved caspase-3, Cleaved 

caspase-8, Cleaved PARP)をウエスタンブロッティングで評価し、アポトーシス細胞の増減をフローサイト

メトリー(Annexin V-FITC assay)で定量し、評価する。 

2. Lysosome 酵素ノックダウンによるミトコンドリアを中心とした細胞内オルガネラの変化の確認 



電子顕微鏡による細胞内オルガネラの観察を行

う 。 免 疫 蛍 光 染 色 を 用 い て ミ ト コ ン ド リ ア と

Lysosome を染色(Mitotracker®、Lysotracker®)

し、ミトコンドリアの蓄積や Lysosome の活性を評

価する。ミトコンドリア機能の評価を蛍光顕微鏡と

フローサイトメトリーを用いてミトコンドリア膜電位を

間接的に測定する(GBA ノックダウンにおける膵

癌細胞株 BxPC-3 での結果が図 3)。ミトコンドリア

の機能低下が確認できた場合、細胞内、ミトコンド

リア内の活性酸素種(ROS)産生をフローサイトメトリーで測定する。 

3. GBA KD によるマイトファジーの評価 

ミトコンドリア蓄積の原因を評価するため、ミトコンドリアの選択的オートファジーであるマイトファジーを定

性・定量する。蛍光顕微鏡において、ミトコンドリア嗜好性のある Mtphagy Dye が酸性オートリソソームに

取り込まれる時に赤色蛍光を発色する蛍光法で評価する。さらのその蛍光をフローサイトメトリーで定量

し、Lysosome 酵素ノックダウンにおけるマイトファジーを評価する。 

マイトファジーの低下が確認されれば、オートファジー関連タンパク質である LC3、p62/SQSTM1、ライソ

ソーム関連膜タンパク質である LAMP2、マイトファジーに重要な役割を果たすユビキチンリガーゼであ

る PINK1/Parkin をウエスタンブロッティング法で評価する。 

In vivo 

4. ウイルスベクターを作製し、皮下腫瘍モデルでの抗腫瘍効果の確認 

特定の Lysosome 酵素をノックダウンする shRNA を搭載したアデノ随伴ウイルスベクター(AAV)を作成す

る。AAV による膵癌細胞株への遺伝子導入効率を確認し、抗腫瘍効果が増強することを確認する。ベ

クターの安全性を確認したのち、ヌードマウス皮下担癌モデルを作成し、皮下腫瘍にベクターを局注し、

抗癌剤の抗腫瘍効果を確認する。抗腫瘍効果が増強することを確認した後、癌細胞特異的に遺伝子

導入可能なプロモーターを導入する。膵臓癌腹膜播種モデルに対し遺伝子導入し、予後改善効果を

確認する。 

４．研究成果 

まず GBA 酵素活性とタンパク質発現量の評価を行った。膵臓癌細胞株と正常膵管細胞に関して GBA

酵素活性を測定し、癌細胞株間での酵素活性の相違が、GBA 蛋白 発現量との相関を示した。また

siRNA 法を用いて GBA をノックダウンし、GBA 酵素活性と蛋白発現量が有意な減少を確認 GBA 酵素

活性の大きさにかかわらず、細胞増 殖抑制効果を認め、同時にアポトーシス細胞の増加、アポトーシス

シグナルの増強を認めた。  膵癌株において GBA ノックダウンによる形態学的評価を行った各細胞株

で膨化したミトコンドリアの蓄積が確認され、蛍光顕微鏡下でのミトコンドリアの蓄積 と、ライソソーム活

性の低下も確認された。、細胞内の活性酸素種(ROS)を評価したところ、細胞内、ミトコンドリア内での

ROS の蓄積が確認されミトコンドリア の機能不全が示唆された。ミトコンドリア膜電位をフローサイトメトリ

ーを行い、膜電位の低下を認め、不良ミトコンドリアであることが示された。不良ミトコ ンドリアの蓄積の

原因の評価に、マイトファジー機構を検索した。蛍光顕微鏡においてマイトファジーを評価した。フロー

サイトメトリーと免疫蛍光染色のいず れでも、GBA ノックダウンによりマイトファジー活性が低下していた。

その評価のためオートファジー関連蛋白質の発現をウエスタンブロッティングで行ったと ころ、LC3II 蛋

白質の蓄積を認めた。マイトファジー阻害材である mdivi-1 を用い PDAC 細胞株においてアポトーシス

細胞を誘導した。mdivi-1 単独と比較して、 GBA ノックダウンとの組み合わせは、マイトファジーを有意

に抑制した。 



 

研究成果の概要 

膵臓癌において、癌細胞株間での酵素活性の相違が GBA 蛋白発現量との相関を示し、GBA 酵素活

性の大きさにかかわらず、細胞増殖抑制効果を示し、アポトーシス細胞の増加を示したＧＢＡノックダウ

ンにより、膵臓癌株においてミトコンドリアの機能不全を起こした。その原因評価にマイトファジー機構を

検索したところ、その機能の低下を認めた。マイトファジー阻害材である mdivi-1 を用い PDAC 細胞株

においてアポトーシス細胞を誘導した。mdivi-1 単独と比較して、 GBA ノックダウンとの組み合わせは、

マイトファジーを有意に抑制した。ライソゾーム酵素の一つである酸性グルコシダーゼの阻害により、

マイトファジーが低下し、ミトコンドリア膜電位が低下し、不良ミトコンドリアが増殖した。その結果、

活性酸素の蓄積を認めアポトーシスシグナルが増強し、抗腫瘍効果が増加したため膵臓癌細胞の

細胞死が誘導された。このことにより膵臓癌治療の新たな標的として有望であることがしめされた 
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