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研究成果の概要（和文）：これまでの研究において、研究代表者は膵癌のMAPK阻害薬治療抵抗性に関与する分子
としてANXA8を見出した。本研究では、ヒト膵癌組織におけるANXA8の発現動態と臨床病理学的因子との関連性の
解析およびANXA8の機能的意義の解明を試みた。その結果、ANXA8は低分化癌で発現亢進していること、また、
MAPK阻害薬に低感受性の膵癌細胞株では、MAPK阻害薬によりANXA8が誘導され、ANXA8を抑制するとMAPK阻害薬へ
の感受性が高まることを明らかにした。今後は、ANXA8の発現を抑制する化合物を探索し、ANXA8標的治療の実用
化に向けて研究を加速させたい。

研究成果の概要（英文）：In previous studies, we identified ANXA8 as a molecule involved in MAPK 
inhibitor resistance in pancreatic cancer. In this study, we investigated the association between 
ANXA8 expression and clinicopathological factors in pancreatic cancer tissues and attempted to 
elucidate the functional significance of ANXA8. We found that ANXA8 was frequently upregulated in 
poorly differentiated pancreatic cancer. We also found that ANXA8 was induced by MAPK inhibitors in 
MAPK inhibitor-resistant pancreatic cancer cell lines and that suppression of ANXA8 enhanced the 
anti-proliferative effect of MAPK inhibitors. We plan to conduct further studies to identify 
compounds that inhibit ANXA8 expression in order to develop novel ANXA8-targeted therapies for 
pancreatic cancer patients.

研究分野： 分子病理学

キーワード： 膵癌　ANXA8　MAPK阻害薬
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膵癌は5年生存率が10%未満と予後不良な癌である。膵癌は、約90%の症例で活性型K-ras変異によるMAPK経路の活
性化が生じており、MAPK経路は重要な治療標的と考えられているが、膵癌患者を対象とした臨床試験において有
効性は得られていない。本研究では、MAPK阻害薬抵抗性に関わる分子としてANXA8を見出し、ANXA8の発現を抑制
するとMAPK阻害薬の抗腫瘍効果が高まることを明らかにした。すなわち、MAPK阻害薬とANXA8標的治療を併用す
ることで、これまでにMAPK阻害薬が無効とされた膵癌症例に新たな治療戦略を提供できる可能性が期待でき、そ
の社会的意義は極めて大きいと考えられる。

※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 
膵癌は最も予後不良な癌のひとつで、5 年生存率は 10%に満たない。この絶望的な治療成績を

改善するためには、膵癌の発症・進展に関わる分子メカニズムを解明して、その知見に基づく新
規治療法の開発が強く望まれる。私の所属する研究室では、これまでの研究において、(1)膵癌
の浸潤過程で 8 番染色体短腕の欠失に伴い DUSP4 遺伝子の発現が低下していること、(2) 
DUSP4 遺伝子の発現低下は、Mitogen-activated protein kinase（MAPK）の活性化を介して膵
癌細胞の浸潤能を亢進させること、(3) MAPK 阻害薬が膵癌治療に有効であることを明らかにし
た（Cancer Res, 2016 76: 2626- 2636）。しかし、これまでに施行された臨床試験では、膵癌患
者に対する MAPK 阻害薬の有効性は示されていなかった。そこで、生体での膵癌細胞に対する
MAPK 阻害薬の効果を検証するために、ヒト膵癌細胞を同所移植した免疫不全マウスを用いて
治療実験を施行した（下左図）。治療群では投与開始直後から腫瘍の増殖が抑制されて、2 週目
ごろには検出限界値以下まで縮小した。しかし、すぐに抗腫瘍効果は消失して、2 週目以降は治
療群と対照群の腫瘍はほぼ同様な増大傾向を示した（下中図）。その結果、治療群の生存期間は
わずかに延長したものの、最終的には両群のすべてのマウスが癌死に至った（下右図）。以上の
結果から、治療群では MAPK 阻害薬への耐性獲得に関わる分子機序が早期に発動されることが
示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
「なぜ MAPK 阻害薬は膵癌に効かなくなるのか？」この問いに対し、

私は対照群と治療群の腫瘍発現プロファイルを比較することにより、治療
抵抗性に関わる候補分子として ANXA8 を抽出した（右図）。しかし、
「ANXA8 が、どのような分子機序で MAPK 阻害薬に対する抵抗性をも
たらすのか？」についてはまだ明らかになっていない。ANXA8 の機能的
意義を解明することは、膵癌の治療抵抗性を理解して、その抵抗性を標的
とした新規治療法を開発する上で、極めて重要な課題である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は以下の 3 点である。 

(1) ヒト膵癌組織における ANXA8 の発現レベルと臨床病理学的因子との相関を解析する。 
(2) 膵癌細胞における ANXA8 の機能を明らかにして標的治療の可能性を検討する。 
(3) ANXA8 標的治療の動物実験モデルを確立してその有効性を検証する。 
 
３．研究の方法 
【2022 年度の計画】  
(1) 膵癌組織、細胞株における ANXA8 発現レベルを解析する。 
① ヒト膵癌組織における ANXA8 発現レベルを免疫組織化学で確認する。また、ANXA8 発現レ

ベルと臨床病理学的因子との相関について検討する。 
② 膵癌細胞株における ANXA8 の発現レベルと、MAPK 阻害薬に対する感受性との関連性を調

べる。 
 

(2) ANXA8 の発現変動に伴う細胞形質への影響を検証する。 
① ANXA8 高発現細胞株について、CRISPR/Cas9 システムを用いてノックアウト細胞株を樹立

し、増殖能（MTS 法）や浸潤能（Boyden chamber 法）、生存能（アポトーシス解析）、細胞
周期（FACS 解析）への影響を調べる。 

② ANXA8 低発現細胞株について、ドキシサイクリン誘導性に ANXA8 を発現する細胞株を樹立
する。ANXA8 の発現誘導によって変動する細胞形質について、①と同様に調べる。 

③ ANXA8 の発現消失あるいは発現誘導によってMAPK阻害薬の薬効性が変動するかを調べる。 
 

【2023 年度以降の計画】 
(3) ANXA8 の発現によって変動するシグナル経路を同定する。 
① 樹立した ANXA8 ノックアウト細胞株および ANXA8 発現誘導細胞株を用いて、マイクロアレ

イによる網羅的発現解析を行う。ANXA8 の発現消失あるいは発現誘導に伴って発現が変動



する遺伝子群を抽出し、それらが担うシグナル経路の概要を得る。得られたシグナル経路
の概要を基に ANXA8 が関わるシグナル経路を同定する。 

② 同定したシグナル経路が ANXA8 の発現誘導により活性化あるいは不活化されていること、
またパスウェイ解析では抽出されなかったシグナル経路が存在するかを確認するために、
リン酸化タンパクアレイを用いて検証する。 

③ 同定したシグナル経路を構成する分子について、すでに特異的阻害剤や活性化剤が存在す
る分子があれば、それらが細胞形質や MAPK 阻害薬の薬効性に関与しているかを in vitro
で検討する。特異的阻害剤や活性化剤がない分子の場合は、ノックアウト細胞株や発現誘
導細胞株を樹立し、機能解析を行う。 
 

(4) ヒト膵癌細胞移植モデルを用いて ANXA8 標的治療法の有効性を検証する。 
① ANXA8 ノックアウト細胞株およびその親株を、それぞれ免疫不全マウスに移植する。細胞

が生着して腫瘍を形成した後に MAPK 阻害薬の投与を開始して、投与 1 ヶ月後に全例犠死
させる。ANXA8 発現消失による治療効果の変化と副反応について検討する。 

② ドキシサイクリン誘導性に ANXA8 を発現する細胞株およびその親株を、それぞれ免疫不全
マウスに移植する。細胞が生着して腫瘍を形成した後に、ドキシサイクリンを投与して
ANXA8 の発現を誘導する。投与 2ヶ月後に全例犠死させ、ANXA8 発現に伴う腫瘍の大きさ、
転移巣形成、生存期間の変化などを観察する。 

③ ②のマウス同所移植モデルを用いて ANXA8 の発現を誘導し、MAPK 阻害薬の薬効性が変動
するかを調べる。また、ANXA8 の発現によって変動するシグナル経路を標的とした治療実
験を行い、単独治療による効果や MAPK 阻害薬との併用療法による効果を検証する。 

 
４．研究成果 
(1) ヒト膵癌組織における ANXA8 発現動態と臨床病理学的因子と

の関連性 
ヒト膵癌組織 35 例を用いて免疫組織化学を施行し、ヒト膵

癌における ANXA8 発現動態を解析した。ANXA8 陽性症例は、35
例中 19 例（約 54％）でみられた。また、臨床病理学的因子と
の関連性について解析を行い、分化度との有意な相関を認め、
低分化癌では ANXA8 の発現が亢進していることを明らかにし
た（右図）。 

 
(2) 膵癌細胞株における ANXA8 発現動態と MAPK 阻害薬感受性との関連性 

 膵癌細胞株 11 株について、MAPK 阻害薬処理前後の ANXA8 発
現レベルをリアルタイム PCR 法により調べた。さらに、この中
の 4 株（PK-59、PK-1、TCC-PAN2、PK-45H）について、MAPK 阻
害薬処理後の ANXA8（RNA、タンパク）の経時的な発現変動と
MAPK 阻害薬感受性を解析した。その結果、MAPK 阻害薬処理に
よって ANXA8 の発現が誘導されない細胞株(TCC-PAN２、PK-
45H)は MAPK 阻害薬に対する感受性が高く、MAPK 阻害薬処理に
よってANXA8の発現が
誘導 され る細 胞株
（PK-59、PK-1）は MAPK
阻害薬に対する感受
性が低いことを明ら
かにした（右図）。 

 
(3) ANXA8 ノックアウトによる細胞形質への影響 

 MAPK 阻害薬処理によって ANXA8 の発現が
誘導され、MAPK 阻害薬に低感受性を示す膵
癌細胞株（PK-59）について、CRISPR/Cas9 シ
ステムを用いて ANXA8 ノックアウト細胞株
（PK-59 KO 株）を樹立し、MAPK 阻害薬感受
性や増殖能、生存能に与える影響について
解析した。その結果、PK-59（親株）と PK-59（KO 株）では、増殖能に
変化は認められなかったが、MAPK 阻害薬で処理した場合は、PK-59（KO
株）において有意に増殖が抑制されることを明らかにした。さらに、PK-
59（KO 株）では、MAPK 阻害薬処理によってアポトーシス活性が亢進し
ていることを明らかにした（右図）。以上の結果から、ANXA8 は MAPK 阻
害薬によって引き起こされるアポトーシスを抑制することにより、MAPK
阻害薬抵抗性に関与していることが示唆された。 



(4) 膵癌細胞株マウス皮下移植モデルによる ANXA8 標的治療の効果の検証 
 これまでの in vitro での実験において、MAPK 阻害薬処理によって ANXA8 の発現が誘導
される膵癌細胞株では、MAPK 阻害薬に抵抗性を示すこと、さらに、ANXA8 の発現を欠失さ
せると、MAPK 阻害薬の増殖抑制効果が高まることを明らかにした。そこで、in vivo にお
いても ANXA8 が MAPK 阻害薬抵抗性に関与しているか調べるために、膵癌細胞株マウス皮下
移植モデルを用いて、MAPK 阻害薬による治療実験を施行した。膵癌細胞株は、MAPK 阻害薬
に抵抗性を示す PK-59（親株）と、PK-59 の ANXA8 ノックアウト株（PK-59 KO 株）を使用し
た。未治療群においては、PK-59（親株）
と PK-59（KO 株）の腫瘍形成能に有意
な差は認められなかった。一方、MAPK
阻害薬治療群では、PK-59（KO 株）にお
いて、腫瘍形成能が有意に抑制される
ことを明らかにした（右図）。以上の結
果から、ANXA8 は in vivo においても
MAPK阻害薬抵抗性に関与していること
が示唆された。 

今後は、MAPK 阻害薬治療抵抗性関連分子である ANXA8 を標的とした新規治療法を開発す
るために、ANXA8 の発現を抑制する化合物の探索と ANXA8 発現制御メカニズムの解明に向
けて研究を進展させていく計画である。 
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