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研究成果の概要（和文）：Fascinの過剰発現を示す膵癌細胞株において RAS信号伝達経路を抑
制すると fascin の発現が減弱した．Fascin のプロモーター活性の解析でも同様の所見がみら
れ，膵癌における fascinの過剰発現は RAS信号伝達経路活性化によるものであることが示唆
された． 
 
研究成果の概要（英文）： Inhibition of RAS signaling pathway induced the fascin 
down-regulation in the pancreatic cancer cell-lines which normally showed 
fascin-overexpression. The similar results were revealed in promoter activity assay. These 
results indicate that fascin-overexpression in the pancreatic cancer is caused by an 
activated RAS signaling pathway. 
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１．研究開始当初の背景 
 Fascinとは，細胞運動能の増大に関与する
蛋白で，正常組織では線維芽細胞や血管内皮
細胞などの間葉系細胞に発現しているが，上
皮での発現はみられない．近年，様々な癌腫
の fascinの異常発現，さらにはその生物学的
悪性度との相関が相次いで報告されている．
しかし，fascinが発現異常を起こすメカニズ
ムについての研究はこれまでほとんどなさ
れていない．各種癌における fascinの発現態

度の相違からは，その発現メカニズムには臓
器(もしくは腫瘍)特異性があるのではないか
と考えられているが，詳細は全く不明である． 
癌領域においての fascin 研究の意義は，
(1)Malignant potential の 高 い 腫 瘍 の
markerとなる可能性がある，(2)新しい分子
治療標的となる可能性がある，という 2点に
集約される．前者は fascinが各種癌で高発現
していることから容易に想像される．後者に
関しては， in vitro の実験で fascin の
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knockdown により腫瘍細胞の浸潤能が低下
したという報告に続き，in vivoでの腫瘍転移
能も有意に抑制されたという報告が近年相
次いでなされ，本蛋白が分子標的治療のター
ゲットとなり得る期待を大きく抱かせる． 
 Fascinは通常型膵癌では，(i)90%以上に発
現，(ii)PanIN と呼ばれる上皮内病変の段階
ですでに発現という，他臓器の癌にみられな
い特徴を有す．すなわち，carcinogenesisの
非常に初期の段階で異常発現が始まり，浸潤
能を得た段階ではほぼ全例に発現がみられ
るという特徴である．申請者らは，膵管内乳
頭粘液性腫瘍(IPMN)での fascin 発現でも同
様の特徴がみられることを明らかにしてい
る (Yamaguchi H et al. Mod Pathol 20, 
552-61, 2007)． 
 この fascin の発現態度は，膵癌で極めて高
頻度に起きている RAS の変異と，異常が出
現する段階・頻度等が極めて類似している．
申請者は前述の論文で，IPMN において
mRNA レベルでも fascin の異常発現が起き
ていることを示し，転写促進が fascinの異常
発現へとつながる可能性を指摘した．一方，
別の論文で， intraductal tubulopapillary 
neoplasm と名付けた特種な膵腫瘍では，膵
管上皮性腫瘍としては非常に奇異なことに，
RASの変異，fascinの発現ともにみられない
ことも報告した(Yamaguchi H et al. Am J 
Surg Pathol 33, 1164-72, 2009)．これらの事
象から，膵癌における fascin の異常発現は 
RAS 変異と関連した転写亢進が関与してい
る可能性が高いと考えられる．  
 
２．研究の目的 
 膵癌における Fascin 異常発現と RAS 信
号伝達経路と Fascin発現との関連性を明ら
かにする． 
 
３．研究の方法 
(1) RAS-MAPK経路の抑制により fascin発現
が低下するかどうかの検証 
 
 正常膵管上皮初代培養株に比し，fascinの
転写が非常に亢進していることを確認され
た PCI-35, MIAPaCa-2において，MAPK抑制
剤である U0126処理を行った後，RNA，蛋白
を抽出した．Real time RT-PCR法を用いて
fascinの転写が抑制されているかどうかを検
証した． 
 
(2) RAS-MAPK経路の活性化により fascin発
現が惹起されるかどうかの検証 
 
 RASの変異がない対照細胞株HEK293に対
し，MAPKK遺伝子を transfectionし
RAS-MAPK経路を活性化させた．さらには
MAPKの主要なエフェクター分子である

ERKを非活性化させる DUSP6遺伝子の導入
し，fascin発現の動向を検証した． 
 
(3) RAS-MAPK経路のシグナルにより fascin
の promoterが活性化されるかどうかの検証 
 
 Fascinの promoter領域の cloningを行い，
これをルシフェラーゼが導入されたレポー
ターベクター(pGL3)に挿入した．同ベクター
を上記の 2種の膵癌細胞株に導入してルシフ
ェラーゼ発光の有無を調べた．さらに U0126
処理によりMAPK経路を抑制し，fascin 
promoterが非活性化されるかどうかを検証し
た． 
 
４．研究成果 
(1) RAS-MAPK経路の抑制により fascin発現
が低下するかどうかの検証 
 
 図 1 に示すように，PCI-35, MIAPaCa-2 い
ずれの細胞株においても，コントロールサン
プルに比較してＵ-0126 処理を行ったサンプ
ルの方が有意に fascinのmRNAの発現が低下
していた． 
 

 
 
 
 
(2) RAS-MAPK経路の活性化により fascin発
現が惹起されるかどうかの検証 
 
 HEK293 に MAPKK 遺伝子を導入し
RAS-MAPK経路を活性化した群，さらにはそ
れにDUSP処理を加え経路を抑制した群では，
元々の親株と比し fascinのmRNAの発現の増
減はほとんど認められなかった． 
 



 

 

(3) RAS-MAPK 経路のシグナルにより fascin
の promoterが活性化されるかどうかの検証 
 
 Fascinの promoterを挿入したレポーターベ
クター(pGL3)を，PCI-35及びMIAPaCa-2の 2
種の膵癌細胞株に導入すると，ルシフェラー
ゼアッセイではいずれの株においても
promoterの活性化が認められた(図 2A)． 
 

 
 
 
 
 
さらに U0126処理により RAS-MAPK経路を
抑制したところ，MIAPaCa-2 においては 24
時間後，48時間 fascin promoterの非活性化が
観察された(図 2B)． 
 

 
 

<考察> 
 2 つの細胞株において，U-0126 により
RAS-MAPKの経路を抑制すると fascinの発現
に低下がみられたこと，さらにはレポーター
アッセイにおいてこれらの 2 細胞株では
fascin promoter の活性化が確認されたことか
らは，膵癌においては RAS遺伝子の点突然変
異が fascin mRNAの転写の亢進を引き起こし，
同蛋白の異常発現につながっていることが
示唆された．MIAPaCa-2においては，U-0126
処理を加えると fascin promoter活性が抑制さ
れたことも，同様のことを示していると考え
られた．一方で，PCI-35 株では U-0126 によ
る fascinの promoter活性の変化に一定の方向
性が得られなかった．これは triplicateで行っ
た実験の結果にばらつきがあり，なんらかの
technical errorが加わっていた可能性が考えら
れ，再検証が必要である． 
 一方で，反対に RAS が野生型である
HEK293において，RAS-MAPK経路を強制的
に活性化させると fascinの転写が亢進すると
仮定していたが，予測に反して mRNA値に大
きな変化はみられなかった．このことは，本
株においては RAS-MAPK 経路の活性化に伴
いいずれかの２次経路の活性化が惹起され，
結果的に fascin の転写の亢進が防がれる，
feedback 機構のようなものが働くのではない
かと推察された．おそらく膵癌細胞株におい
ては，RASの変異に加えてこの feedback機構
にも異常が引き起こされており，fascin の異
常発現という結果につながるのではないだ
ろうかと考察された． 
 本研究により，膵癌における fascinの異常
発現の原因は RAS の変異である可能性が高
いことが示された．今後の課題として，膵癌
において fascin を target とした治療が有用で
あるかどうかの，in vitro，in vivoにおける検
証が望まれる． 
  
<今後の研究予定> 
 クローニングした fascin のプロモーター
領域は約 2000bpであるため，現在この領域
を断片化しながら再度クローニングを進め
ている．この断片を少しずつ短くしながらレ
ポータープラスミドに組み込み，同プラスミ
ドを膵癌細胞株に導入してルシフェラーゼ
アッセイを行い，実際に転写活性化に関わっ
ている領域の同定を試みている．この領域が
同定されれば，同領域に働きかける転写因子
を検索し，fascinの転写を促進する転写因子
を検索出来ると考えている． 
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