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研究成果の概要（和文）：胆道癌や膵癌において塩酸ゲムシタビンなどの抗癌剤の効果を予測す
ることは、生存率の向上のみならず患者の QOL 向上に重要である。我々は胆道癌・膵癌細胞株
を用いて、薬剤の取込みや排泄に関与するトランスポーターおよび薬物代謝に関係する酵素等
を網羅的に同時測定し，抗癌剤の感受性・耐性が予測できないかを検討した。その結果デオキ
シシチジンキナーゼ(dCK)の発現低下が抗癌剤耐性をもたらしていることを明らかにした。現在
前向き臨床試験として，胆道癌・膵癌の切除標本から組織を抽出し臨床経過に照会し解析を行
っている。 

 

研究成果の概要（英文）：To predict the effect of anti-cancer drugs, such as gemcitabine 
in pancreatic cancer and biliary tract cancer, is also crucial to improve QOL of patients 
not only improve the survival rate. By combination of targeted proteomics and metabolomic 
analysese, we investigated the quantitation of membrane transporters and enzymes for drug 
metabolism using the biliary tract cancer and pancreatic cancer cell line. We found that 
reduced expression of deoxycitidine kinase (dCK) are brought anticancer drug resistance. 
Now, we are analyzing the surgical specimens of biliary tract cancer and pancreatic cancer 
and referring to clinical outcome. 
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１．研究開始当初の背景 
 胆道癌は現在においても最難治癌の一つ
であり治療成績の向上が望まれている。塩酸
ゲムシタビン(Gemcitabine)、TS-1 等の新規
抗癌剤の登場・普及により治療成績の向上の

兆しが見られているが、奏効率は低率で有害
事象も希ではない。そのため外科切除標本か
ら抗癌剤の感受性・耐性に関する情報を得て
効果予測を行うことが重要と考えられる。
我々は細胞膜表面に存在する各種薬物トラ
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ンスポーターを発見し、トランスポーターの
発現と抗癌剤感受性・耐性との関連を研究し
てきた。薬物動態から見ると、取込側トラン
スポーターと排出側トランスポーターの両
者の機能の総和により抗癌剤の細胞内濃度
が決定され、殺細胞効果に関与することを明
らかにしてきた。本研究では、科学研究費補
助金を申請する平成 22年度から平成 24年度
の 3 年間に、東北大学薬学部で開発された
LC-MS/MS 質量分析装置による網羅的トラン
スポーター定量法を応用し、胆道癌細胞株お
よび手術標本から得られた細胞膜画分中の
約 100種類のトランスポーター蛋白を絶対定
量し、Gemcitabine, 5FU, CDDP の感受性・耐
性との相関を検討する。さらに、本プロテオ
ミクス研究で得られた知見からこれら抗癌
剤の感受性・耐性を決定するトランスポータ
ー群を同定し、効果予測等の臨床応用を目指
すものである。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、胆管癌培養細胞株や膵癌
培養細胞株を用いて塩酸ゲムシタビンの感
受性・耐性機構を LC-MS/MS 分析装置を用い
た Proteomics, Metabolomics によって明ら
かにすることである。またこの手法が臨床検
体から測定することによって実際の臨床現
場で用いられることが可能かどうかを検証
することが目的である。 
 
３．研究の方法 
 我々は膵癌培養細胞株 PK-9と GEM 耐性細
胞株 RPK-9の細胞から膜タンパクおよび細胞
質のタンパク質を抽出し、25 種類の酵素とト
ランスポーターを LC-MS/MS を用いて定量し
た．同時に、６種類の塩酸ゲムシタビン代謝
物をも定量し、PK-9と RPK-9 を比較定量する
ことで GEM耐性のメカニズムを検討した．膵
癌細胞内にトランスポーターによって輸送
された塩酸ゲムシタビン（dFdC）は、リン酸
化を触媒する deoxycytidine kinase (dCK)
によってリン酸化をうける。この dCKタンパ
ク質は PK-9に比較し RPK-9は 0.05倍と著明
に減少していた．その他の酵素で大きく変化
しているものは認められなかった．また、リ
ン酸化 GEMである dFdCMP, dFdCDP, dFdCTP
は、RPK-9においてほとんど確認されなかっ
た。細胞外における非活性型である dFdUの
濃度は、PK-9と RPK-9とでは有意差を認めな
かった．以上の結果から，RPK-9 の獲得耐性
は、dCKの発現低下により dFdCのリン酸化の
低下によりもたらされていることを我々は
明らかにした．さらに、我々は胆管癌細胞株
である TFK-1に関しても同様の検討を行った。 
 また、我々は塩酸ゲムシタビン耐性細胞株
の機序を遺伝子変異の点から検討した。耐性
株において、DCK遺伝子の homozygous 

deletion 等の変異が確認され，その結果、DCK
の発現低下がもたらされていることを明ら
かにした。 
 
４．研究成果 
 本研究成果により、従来最も感受性や耐性
に関与していると考えられていた核酸トラ
ンスポーター(hENT)の関与が少なく、dCK の
関与が極めて強いことを示し、従来とは異な
る結果であり国内外でさらに検討が進んで
いる。また、手術検体の一部を LC-MS/MS を
用いた Proteomics, Metabolomics により解
析する手法は、これら機器の進歩により、よ
り短時間・高感度・多種の蛋白定量を可能に
しており、今後、抗癌剤感受性・耐性のみな
らず、癌の悪性度評価や個別化治療に繋がる
新知見が得られるものと考えている。 
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