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研究成果の概要（和文）： 

オートファジー(Autophagy)という新たな蛋白分解機構が提唱され、知見が集まりつつある。

本研究では難治性膵癌の生物学的悪性度および治療耐性のメカニズムを Autophagyに注目して

解明するとともに、Autophagy を標的とする新たな治療法を開発することを目的とした。膵癌

細胞株に salinomycin を投与すると濃度依存性に cell viability が低下し、autophagy が誘導

された。これは Akt や mTOR といった増殖調節因子の発現抑制を介しており、同時に膵癌細胞

株にアポトーシスが誘導されることも判明した。以上の結果より、膵癌細胞株において

autophagy が薬剤感受性を増強する可能性があることが示唆され、治療への応用が期待される。 

研究成果の概要（英文）： 
 Autophagy has been recently identified as a new mechanism to maintain protein 
degradation, and lots of efforts have been made to clarify this complicated mechanism. 
The mains of this study were to investigate the roles of autophagy in biological behavior 
and chemoresistance in pancreatic cancer, and to show the possibility of autophagy for 
the application of the treatment of pancreatic cancer. Salinomycin decrease cell 
viability in pancreatic cancer cell lines in dose- and time-dependent manner, and also 
induced autophagy. Salinomycin decreased expression levels of Akt and mTOR, regulators 
of tumor progression, and induced apoptosis. Taken together, autophagy would increase 
chemo-sensitivity and might be applicable for the treatment of pancreatic cancer. 
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１．研究開始当初の背景 
 様々な悪性腫瘍が近年増加傾向にあるが、
早期診断法や治療法が改善・開発され、多く
の腫瘍で治癒率が改善してきている。その中

で膵癌（通常型膵管癌）は早期発見が難しく、
多くが高度進行癌として発見される上に生
物学的悪性度が極めて高く、例え切除術を行
っても 5 年生存率は 20%未満である。これを
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克服するためには膵癌の早期診断法開発と
手術以外の有効な治療法の確立が望まれる
が、未だ打開策は見出されていない。 
近年、細胞内の恒常性を維持するオートフ

ァジー(Autophagy)という新たな蛋白分解機
構が提唱され、知見が集まりつつある。
Autophagy は細胞内で不要になった蛋白質を
分解し、飢餓状態や各種ストレスが加わった
際にアミノ酸の供給源となる重要な働きを
持つ。Autophagy は癌細胞が抗癌剤のストレ
スから逃れるための防御機構（薬剤耐性）と
して働くとの報告がある一方で、腫瘍細胞死
を促進する働き（抗腫瘍作用）を示す報告も
なされている。つまり Autophagy は腫瘍細胞
が置かれた状況によって細胞死の回避（アポ
トーシス関連遺伝子などの細胞死促進因子
の分解による細胞増殖促進）あるいは細胞死
の促進（細胞増殖因子の分解）のいずれも選
択しうると考えられている。 
２．研究の目的 
本研究では難治性膵癌の生物学的悪性度

および治療耐性のメカニズムを Autophagyに
注目して解明するとともに、Autophagy を標
的とする新たな治療法を開発することを目
的としている。すなわち、癌悪性度のメカニ
ズム解明と新たな治療法開発をそれぞれ分
けて研究するのではなく、同時に解決できる
可能性を持つ Autophagyに着目している点に
本研究の学術的な特色がある。 
３．研究の方法 
 Autophagy 誘導薬剤である salinomycin を
膵癌細胞株に投与し、autophagy が膵癌薬物
療法において薬剤耐性を増強するものか、低
下させるものかを明らかにすることを目的
とした研究を行った。膵癌細胞株 SUIT-2, 
AsPC-1, Capan-2に salinomycin を投与し、
cell viabilityを PIアッセイ法で測定した。
また salinomycin により autophagyが誘導さ
れるかどうかを LC-3の誘導を指標としてウ
エスタンブロット法で調べた。この際、actin
を内因性コントロールとして用いた。さらに
autophagyが誘導された際の特徴的な所見で
ある autophagosomeの形成を蛍光免疫組織化
学染色法で確認した。さらに外因性にアデノ
ウイルスによる LC-3を遺伝子導入を行った
状態での salinomycin 投与下の
autophagosome形成も確認した。 
 次にどのような機序で cell viabilityが
低下するかを、特に細胞増殖能を司る中心的
な役割を果たす Akt/mTOR経路活性に注目し
てウエスタンブロット法で調べた。さらにア
ポトーシスが関与するかを capase-3/7活性
測定と Annexin-V法（FACS）を用いて解析し
た。 
４．研究成果 
 SUIT-2, AsPC-1, Capan-2 に salinomycin
を投与したところ、濃度依存性に cell 

viability が低下した。Capan-2 を用いた PI
アッセイの結果を図１に示す。 

またこの際、Capan-2 細胞に autophagy が
誘導されていることが、免疫組織化学染色法
で確認できた。図２は Capa-2 に 1μM の
salinomycin を投与し、抗 LC-3抗体で免疫染
色を行ったところである。LC-3(green)が凝
結し、autophagosome を形成しているのがわ
かる。 

 図３では Capan-2細胞株に salinomycinを
投与すると、LC-3発現量が濃度依存性に増加
することをウエスタンブロット法で示して
いる。これは SUIT-2や AsPC-1でも同様の結
果であった。 

 図 4 では膵癌細胞株の cell viability の
抑制効果の機序を明らかにするために
AsPC-1と Capan-2に salinomyacinを投与し、
Akt, p-Akt, mTOR, p-mTORの発現量をウエス
タ ン ブ ロ ッ ト 法 で 確 認 し た と こ ろ 、
salinomyacinの濃度依存性、時間依存性にこ
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れらの細胞増殖の調節因子の発現を抑制し
た。 

 図 5は SUIT-2細胞株では salinomyacin濃
度依存性に colony 数が減少していることを
示している。図 6 では Capan-2 細胞株に
salinomycin を投与すると Annexin-V 陽性細
胞が増加していることをしめしており、これ
は salinomycinが膵癌細胞株にアポトーシス
を誘導していることをしめしている。データ
は示さないが cappase-3/7 活性上昇も認め、
アポトーシス誘導を同様に示している。 
 以上の結果より、膵癌細胞株において
autophagy が薬剤感受性を増強する可能性が

あることが示唆された。従って autophagy を

誘導する遺伝子をアデノウイルスにより強

制導入することにより薬剤感受性を増強す
ることができる可能性があり、治療への応用
が期待される。 
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