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研究成果の概要（和文）：膵癌細胞株から樹立した塩酸ゲムシタビン耐性株(MiaPaCa2-RG、

PSN1-RG)およびそれらの親株(MiaPaCa2-P、PSN1-P)の網羅的解析により、薬剤耐性に関連する

miR として miR-X を選択した。miR-X の強制発現／発現抑制による薬剤耐性の変化を確認し、そ

の miR により制御されている蛋白質 Yが薬剤耐性に関わることも確認した。さらに膵癌切除標

本 66例を用いて蛋白質 Yの発現量と臨床経過を検討し、蛋白質 Yが塩酸ゲムシタビンの薬剤耐

性に関与していることを証明した。本研究により miR-X/蛋白質 Yは塩酸ゲムシタビンによる膵

癌治療の薬剤感受性の予測に有用であることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：miRNA microarray analysis using gemcitabine-resistant clones of 
MiaPaCa2 (MiaPaCa2-RGs), PSN1 (PSN1-RGs), and their parental cells (MiaPaCa2-P, PSN1-P) 
was conducted. MiR-X was selected as a candidate for drug-resistance regulator. Changes 
in the anti-cancer effects of gemcitabine were studied after gain/loss-of-function 
analysis of the candidate miRNA. Further assessment of the putative target protein 
(protein-Y) was performed in vitro and in 66 pancreatic cancer clinical samples. The 
results indicate that miR-X regulates the resistance of pancreatic cancer cells to 
gemcitabine through protein-Y, suggesting that miR-X/protein-Y could be suitable for 
prediction of the clinical response in pancreatic cancer patients on gemcitabine-based 
therapy. 
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１．研究開始当初の背景 
 通常型膵臓癌（以下、膵癌）は 5年生存率
が 5％以下と極めて予後が悪く、現在、日本
人の癌による死亡者数のうちの第5位を占め

ている。膵癌に対する唯一の根治的治療法は
外科的切除であるが、たとえ肉眼的に切除で
きたとしてもその約 80％が 1～2 年以内に再
発し患者を死に至らしめる。切除のみでは根
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治が期待しがたいことから、近年では術前・
術後に抗癌剤治療や放射線治療を併用する
集学的治療が積極的に試みられている。 
 膵癌症例に対して術後の抗癌剤治療を行
うことは十分に evidence の集積があり、今
や標準治療となっている。一方で術前療法に
ついては、その治療のために手術時期が遅れ
るという欠点があるために、全例に行うには
問題がある。しかし現時点では効果予測法が
ないままに術前治療が普及しはじめ、病理組
織学的判定で効果が有効とされた症例では 5
年生存率が 40～50％にも達する一方で、無効
症例では術前治療中に遠隔転移が出現して
手術そのものが不可能となる症例もあるた
めに、効果予測法の確立は急務である。さら
に は 感 受性 不 良症 例に 対 する 増 感剤
（chemoradiotherapy-sensitizer）の開発も
急務であるが、感受性に関与する機序の解明
がなされていない現時点では、創薬研究は全
く進んでいない。以上より術前治療の感受性
の臨床的判定法の開発および感受性制御機
構の解明は、膵癌の予後の改善のための
breakthrough となる。しかし術前治療の効果
予測の報告は、僅かに本申請者（研究代表者）
らによって報告された、Microarray による網
羅的遺伝子発現解析によって選択された癌
部特異的遺伝子産物を末梢血で測定する方
法があるのみである（Eguchi H, et al., 
Pancreas 38(7), 791-798, 2009）。しかしこ
の方法も単独の遺伝子産物の測定によって
予測をするためにその正確度（accuracy）に
問題が残る。 
 術前治療の感受性の判定が臨床上極めて
重要であるにもかかわらず、臨床応用可能な
方法が確立できていないのは、以下の様な理
由があるからである。まず、これまでの膵癌
における抗癌剤の感受性に関する研究のほ
とんどが細胞株を用いてなされてきたため
にその臨床的実用性に問題があった。また、
切除組織を使用した研究もなされてきたが、
この手法は当然ながら切除後にしか判定で
きず、術前治療の効果予測には応用できない。
膵癌においては治療前の癌組織（原発巣）の
十分な採取が困難であるという解剖学的な
問題が、臨床応用可能な術前治療の感受性判
定方法確立の妨げとなっている。 
 もし原発巣のかわりに末梢血にて感受性
予測が可能となれば、その簡便さから急速に
実用化しうることは明らかである。近年の
Proteomics 技術の革新により、末梢血中の微
量蛋白質を網羅的に測定し同定することは
比 較 的 容易 に なっ てき た 。こ の 新規
Technology を用いて新規の効果予測方法を
構築することが期待されるが、実際には末梢
血中の蛋白質には個人差が大きいことや夾
雑物の混入が著しいことにより、薬剤耐性に
関わる蛋白の同定は困難というのが実情で

ある。 
 わずか 22 ヌクレオチド程度の小さな RNA
配列である microRNA（miRNA）は近年急速に
研究が進んでいる。近年、miRNA の癌部での
発現量の変化が多数報告され、さらに癌細胞
の抗癌剤感受性との関与が様々な種類の癌
で報告されはじめている。今後は様々な癌腫
で、臨床標本における miRNA の発現プロファ
イルを網羅的に検討することによって薬剤
感受性にかかわるmiRNAが同定されるものと
思われる。 
 しかし膵癌組織におけるmiRNAの発現解析
の結果は、術前治療の感受性予測に応用する
ことはできない。膵癌では手術前に原発巣が
取れないという上述の解剖学的な根本的問
題があるからである。一方近年、RNase が豊
富に存在する末梢血中にもmiRNAが多数存在
し測定可能であるとの報告がなされてはじ
めている。さらにいくつかの癌腫の患者にお
いて、末梢血中の miRNA の発現プロファイル
が正常者と有意に異なるとの報告も相次い
でいる。現時点では原発巣の miRNA プロファ
イルと末梢血のそれとの関連性は全く未知
であるが、膵癌症例においても原発巣と正常
膵組織、あるいは患者末梢血と健常者末梢血
の間には異なるmiRNAの発現プロファイルが
発現している可能性があり、さらにはそれを
詳細に解析することにより膵癌の抗癌剤感
受性をも予測できる可能性が十分にあると
予測される。 
 
２．研究の目的 
 各種の悪性腫瘍において抗癌剤耐性機構
に深く関わることが近年明らかになってき
たmiRNAの膵癌における抗癌剤耐性機構との
関連を in vitro および臨床試料を用いて解
明し、さらに患者の末梢血での発現プロファ
イルを解析することにより、臨床応用可能な
効果予測法を構築することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)膵癌細胞株に対するmiRNAの強制発現/発
現抑制による薬剤耐性の変化の検討 
 miRNA のうちで他臓器の癌の薬剤耐性に関
与すると報告されている miR-181b に関し、
その発現が低い膵癌細胞株（MiaPaCa2）に対
して pre-miR-181b を用いて強制発現を、ま
た発現の高い BxPC3、Panc1、PSN1 に対して
anti-miR-181b を導入して発現抑制を行い、
塩酸ゲムシタビンに対する薬剤感受性の変
化を MTT 法にて測定する。 
(2)miR-181b に よ る 薬剤 耐 性 に お ける
apoptosis の関与の検討 
 FACS を用いて癌細胞の apoptosis の割合
annexin V/PI 法によって計測する。 
(3)miR-181b が制御する蛋白質の同定と薬剤
感受性への関与の検討 



 

 

 miR-181b が制御する蛋白質のうちで薬剤
感受性に関与する可能性のあるものとして
cylindromatosis（CYLD）に着目し、miR-181b
を発現抑制／強制発現することによりその
蛋白量が変化するかどうか、またその際の薬
剤耐性の変化を MTT 法にて評価する。 
(4)臨床検体を用いたCYLD蛋白の発現と予後、
薬剤感受性に関する検討 
 大阪大学医学部附属病院にて切除術を施
行した膵癌患者 49症例の膵癌切除標本を用
いて、免疫染色法にて CYLDの発現量と塩酸
ゲムシタビンの薬剤感受性の関連を臨床デ
ータから解析する。 
(5)膵癌細胞株の網羅的解析による薬剤感受
性に関与する miRNA の同定 
 我々が樹立した塩酸ゲムシタビンに対す
る耐性膵癌株（MiaPaCa-2 細胞由来、PSN-1
細胞由来）およびその親株を用いて、miRNA
の網羅的スクリーニングを施行する（東レ社
製の高感度チップ 3D-Gene®を使用）。 
(6)薬剤感受性に関与する miR-X が制御する
蛋白質 Yの同定 
 上記(5)によって同定した薬剤感受性に関
わるmiR-Xを細胞株に強制発現／発現抑制す
ることにより、その下流で制御を受けている
蛋白質 Yが変化するかどうか、さらに蛋白質
Yの変化により塩酸ゲムシタビンへの感受性
が変化するかどうかを MTT 法にて測定する。 
(7)蛋白質 Yによる抗癌剤感受性予測法構築 
 大阪大学医学部附属病院にて切除術を施
行した膵癌患者の膵癌切除標本を用いて、免
疫染色法にて蛋白質 Yの発現量を評価し、塩
酸ゲムシタビンの薬剤感受性との関連を臨
床データから解析する。 
 
４．研究成果 
(1)膵癌細胞株に対するmiRNAの強制発現/発
現抑制による薬剤耐性の変化の検討 

【図1】MiaPaCa2細胞に pre-miR-181bを用いてmiR-181b

を強制発現すると(A)、塩酸ゲムシタビンに対する薬剤

感受性が有意に低下した（B）。 

 
 miR-181b の 発 現 が 低 い 膵 癌 細 胞 株
（MiaPaCa2）に対して pre-miR-181b を用い
て強制発現を、また発現の低い BxPC3、Panc1、

PSN1に対してanti-miR-181bを導入して発現
抑制をしたところ、miR-181b の多寡が抗癌剤
（塩酸ゲムシタビン）に対する感受性を規定
していることが判明した（図 1、2）。 
 

【図 2】BxPC3(A、D)、Panc1(B、E)、PSN1(C、F)に

anti-miR-181b を用いて発現抑制を行うと、塩酸ゲムシ

タビンに対する薬剤感受性は有意に上昇した。 
 
 
(2)miR-181b に よ る 薬剤 耐 性 に お ける
apoptosis の関与の検討 
 FACSを用いて癌細胞のapoptosisの割合を
annexin V/PI 法によって計測したところ、
miR-181b の発現を抑制することにより
apoptosis の割合が増加していた（図 3）。 

【図 3】anti-miR-181b を PSN1 細胞に導入し apoptosis

細胞数を計測したところ、コントロール群に比してその

割合が上昇していた。 
 
 
(3)miR-181b が制御する蛋白質の同定と薬剤
感受性への関与の検討 
miR-181b の抑制により、その下流で制御を受
けていると報告されている cylindromatosis
（CYLD）の蛋白量が増加することを確認した。
さらに CYLD を RNAi 法を用いて発現を抑制し
たところ、Panc1、PSN1 において薬剤感受性
の上昇を認めた（図 4）。以上より、この経路
が塩酸ゲムシタビンの薬剤感受性を制御し
ている可能性が示唆された。 



 

 

【図 4】siCYLD により CYLD が減少することを Panc1 細

胞およびPSN1細胞を用いて確認し(A)、その条件下でMTT

法により塩酸ゲムシタビンに対する感受性を評価した

ところ、siCYLD を作用させることにより薬剤感受性は低

下した(B)。 

 
(4)臨床検体を用いたCYLD蛋白の発現と予後、
薬剤感受性に関する検討 
 主病巣で CYLD が陽性の症例は 49 例中 29
例であった。これらのうち術後再発があり、
さらに再発に対して塩酸ゲムシタビンによ
る治療を施行した 14 例で見ると、CYLD 陽性
症例は 8例、陰性症例は 6例であった。両群
において再発後の生存期間（これは塩酸ゲム
シタビンの有効性を見る指標となる）を比較
したが、両群間に生存期間の有意差は見いだ
せなかった。 
 
(5)膵癌細胞株の網羅的解析による薬剤感受
性に関与する miRNA の同定 
 網羅的解析の結果、Gemcitabine 耐性株で
3倍以上に発現が上昇しているmiRNAを 17個、
1/3以下に発現が低下しているmiRNAを 10個
同定しえた。これらの薬剤感受性に関与する
候補 miRNA のうち、耐性株で有意差を持って
発現上昇を認めていた miR-X について、細胞
株に強制発現および発現抑制することによ
り、薬剤感受性が変化することを確認した。 
 

【図 5】MiaPaCa2 親株に pre-miR-X を導入すると塩酸ゲ

ムシタビンに対する薬剤感受性は低下し（左図）、逆に

MiaPaCa2 か ら 樹 立 し た ゲ ム シ タ ビ ン 耐 性 株 に

anti-miR-X を導入すると薬剤感受性は上昇した（右図）。 

 
(6)薬剤感受性に関与する miR-X が制御する
蛋白質 Yの同定 
 MiaPaCa2株においてmiR-Xの強制発現／発

現抑制をしたところ、蛋白質 Yの発現量が変
化することを確認し、さらに蛋白質 Yの遺伝
子発現を抑制したところ抗癌剤に対する耐
性が増すことが確認できた（図6）。 
 

【図 6】MiaPaCa2 株において蛋白質 Yの遺伝子発現を抑

制したところ、抗癌剤に対する感受性が低下した。 

 
(7)蛋白質 Yによる抗癌剤感受性予測法構築 
 膵癌切除標本 66 検体における蛋白質 Y の
検討では、再発後に塩酸ゲムシタビンによる
治療を行った症例において、蛋白質 Yが陽性
の症例の方が陰性症例より有意に予後が良
好であった。一方、再発後に塩酸ゲムシタビ
ンによる治療を行わなかった症例では、蛋白
質 Yの量は予後に無関係であった（図7）。 
 

【図 7】再発後に塩酸ゲムシタビンによる治療を行った

症例では、蛋白質 Y の陽性の症例（太実線）の方が有意

に陰性症例（太破線）より予後が良好であった。一方、

再発後に塩酸ゲムシタビンによる治療を行わなかった

症例では、蛋白質 Y の量が多い症例（細実線）と少ない

症例（細破線）の間で予後に有意差は無かった。 
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