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研究成果の概要（和文）：膵癌由来細胞株におけるGemcitabine(GEM)によるアポトーシスの誘導には、HSP27のリン酸
化が重要な役割を果たしており、リン酸化HSP27(P-HSP27)の発現がGEM感受性を決定する因子であることを明らかにし
た。さらに、超音波内視鏡下針生検(EUS-FNA)によって得られた臨床病理検体と患者背景因子の検討によって、P-HSP27
は遠隔転移(+)群よりも(-)群で有意に発現レベルが高く、高発現群は低発現群よりも有意に生存期間が長く、P-HSP27
発現と臨床的悪性度に逆相関がみられた。一方、HSP27/P-HSP27がGEM化学療法の効果を予測できるという結果は得られ
なかった。

研究成果の概要（英文）：We here revealed that phosphorylated HSP27 (P-HSP27) played a key role in gemcitab
ine (GEM)-induced apoptosis in pancreatic cancer derived cell line. Furthermore, the level of P-HSP27 was 
a factor to determine the sensitivity to GEM from the results of siRNA and inhibitor experiments. In addit
ion, we examine the clinical significance of investigating the expression levels of HSP27 or P-HSP27 in th
e biopsied specimen of the pancreatic cancer using endoscopic ultrasound -guided fine needle aspiration (E
US-FNA) technique. As a result, the expression level of P-HSP27 was associated with the absence of metasta
sis and longer survival. These results suggest that the evaluation of the P-HSP27 expression in the biopsy
 specimen can be a prognostic factor to predict the prognosis. On the other hand, it was failed to proven 
that the expression level of HSP27 or P-HSP27 was a factor to predict the response to GEM chemotherapy.
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１．研究開始当初の背景 
膵癌はわが国の癌死亡原因の第 5位を占め、

2006 年には年間死亡者数が 23,000 人を超え、
さらに年々増え続けている。膵癌は発見時に
はすでに進行した状態であることが多く、そ
の切除率は 30％に満たない。現在、治療の中
心は、局所進行例であれば全身化学療法ある
いは放射線・化学療法であり、全身進行例で
あれば全身化学療法となる。化学療法につい
ては、現在 Gemcitabine（GEM）が第一選
択の薬剤として世界中で広く使用されてい
るが、実際にはその奏功率は 20％程度であり、
その恩恵を受けることができる患者は限ら
れている。したがって、GEM の治療効果を
前もって予測できれば、効果が期待できない
症例に対して、当初から他の薬剤を選択する
ことができ、より効率の良い治療方針を立て
ることができる。 
これまでに、GEM 感受性（耐性）の視点

か ら Human equilibrative nucleoside 
transporter, Ribonucleotide reductase M1 
subunit, Drug transporter ABCG23)などが
予測因子として報告されているが、未だ充分
とは言えず、膵癌の病態・治療効果・予後を
推測する良い指標の確立が求められている。
治療効果を予測するためには、血清あるいは
採取組織中に指標となるマーカーを見出さ
なくてはならないが、特に膵の組織採取はそ
の解剖学的位置から体表からのアプローチ
では困難であり、確定診断目的も含めてこれ
まで一般的には行われてこなかった。 
超音波内視鏡（EUS）は内視鏡の先端に超

音波観測装置を装着した機器であり、これを
用いてリアルタイム画像誘導下に針生検を
行う手技である EUS ガイド下吸引針生検
（EUS-FNA）は、1992 年にデンマークで開
発されて以来、主に欧米において開発・普及
が進められてきた。この手技を利用すれば、
体表からのアプローチでは難しいとされて
きた膵の組織採取を比較的容易に行うこと
ができ、膵腫瘤の鑑別診断や膵癌の確定診断
を行うことができる。 
一方、ストレス蛋白質（ heat shock 

protein；HSP）は、熱や化学物質などのス
トレスにより誘導される一群の蛋白質の総
称であり、分子量によって高分子量 HSP
（HSP70、HSP90 など）と低分子量 HSP
（HSP27、Bクリスタリン、HSP20 など）
に大別されている。高分子量 HSP について
は、ストレス応答に際して多種多様なタンパ
クの安定化に寄与する分子シャペロン作用
を持つことが明らかとなってきたが、近年、
種々のがん細胞における HSP90 の発現量と
予後の関連性が報告され、HSP90 が腫瘍の
増殖および転移に深く関与していることが
推察され、新たな分子標的として期待されて
いる。また、膵癌に対する HSP90 阻害剤の
効果とその分子メカニズムの解析も最近報
告されるようになってきている。これに対し
低分子量 HSP は、リン酸化による修飾を受

けて重合体から単量体に解離し、核内へ移行
することが知られているが、その具体的な機
能については多くが明らかとされていない 
 
２．研究の目的 
膵癌に対する化学療法の第一選択薬

は現在 GEM であるが、治療前の効果予
測が可能となれば、より効率的な治療法
を選択できる。 
 そこで我々は、効果を予測するバイオマ
ーカーとして低分子量ストレスタンパク質
HSP27に着目し、EUS-FNAにより得られ
た膵癌組織を用いてHSP27およびリン酸
化型HSP27の発現量と臨床効果・予後との
関係を検討する。具体的には、まず膵癌組
織におけるHSP27の総蛋白量およびリン
酸化型の発現量と、GEMの臨床効果・予後
との関係を明らかにする。次いで、膵癌細
胞において、HSP27がどのような機序で感
受性に関与するかを細胞レベルで明らかと
するため、変異型HSP27の作成およびそれ
らのstable transformant cell lineの樹立し
、それらを用いたHSP27の機能解析および
、GEM感受性に対する影響を明らかとする
。さらに、変異HSP27のトランスジェニッ
クマウスを作製し、膵化学発癌モデルでの
GEM投与による腫瘍抑制効果を比較検討
することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（平成２３年度） 
【病理組織における総 HSP27 およびリン
酸化型 HSP27 の発現の解析】 
 当施設において化学療法前確定診断を目
的に EUS-FNA による病理組織採取を行っ
た膵癌症例のうち、GEM による化学療法を
施行し、かつ投与後 6 ヶ月以上の予後が明
らかな症例 150 例を対象とし、GEM 奏効
群と無効群について、病理組織における総
HSP27 およびリン酸化型 HSP27 の発現様
式を免疫組織染色にて比較検討する。 
【変異HSP27 プラスミドの作成とその機
能解析】 
 HSP27 の 15、78、82 番目のセリン残
基をアラニンに置換した恒常的非リン酸
化型 HSP27 （3A）、およびアスパラギン
に置換した恒常的リン酸化型の変異
HSP27 プラスミド（3D）を site-directed 
mutagenesis 法にて作成する。次いで、膵
癌細胞に遺伝子導入し、細胞の増殖能・転
移能の違いや細胞内情報伝達に関わる因
子（MAP キナーゼ系、PI-3 キナーゼ/Akt
系など）への影響について control 
（empty）あるいは wild type （WT）と
比較検討する。 
【膵癌由来細胞における GEM 投与によ
る HSP27 およびリン酸化型 HSP27 の変
化の検討】 
 膵癌の GEM 感受性と低分子量ストレス
蛋白質 HSP27 との関連についての細胞レ



ベルでの検討を行うため、in vitro におい
て膵癌由来細胞株における HSP27 の機能
解析を行う。各種膵がん細胞において
GEM を添加することによる細胞内情報伝
達経路への影響などを、ウェスタンブロッ
ト法で確認する。さらに GEM による
HSP27 のリン酸化の変化を比較検討し、さ
らに short interfering RNA （siRNA）を
用 い て HSP27 あ る い は p38 
mitogen-activated protein kinase
（MAPK）をノックダウンし、GEM の殺
細 胞 効 果 へ の 影 響 を MTT assay 、
immunoblot 法あるいは RT/PCR 法で検討
する。 

 Panc1細胞に変異型HSP27の遺伝子を
恒常的に導入し stable transformant cell 
line を樹立後、細胞増殖やアポトーシスな
どの細胞機能の変化を MTT assay・
immunoblot 法・ウェスタンブロット法で
検討し、変異 HSP27 による VEGF 産生、
その他転移能マーカー(MMP, t-PA など) 
の変化についても検討する。さらに、各種
抗がん剤の殺細胞効果における変異
HSP27の影響をMTT assay, immunoblot
法あるいは RT/PCR 法で検討、 リン酸化
型および非リン酸化型HSP27 の免疫蛍光
染色を行い、GEM 投与によるそれぞれの
局在の変化を Wild type(WT)と比較検討
する。 
（平成２５年度） 
【変異HSP27 のトランスジェニックマウ
スの作成】 
 変異 HSP27 プラスミドを用いて、トラ
ンスジェニックマウスの作成を行い、in 
vivo での解析を進める。 
 
４．研究成果 
膵癌由来細胞株（Panc1, KP3）において

GEM 感受性と HSP27 リン酸化の関係に
ついて検討したところ、GEM は p38 
MAPK, MAPK-activated protein kinase 
2 （MAPKAPK-2)の活性化に続いて、
HSP27 の全体量に影響を与えることなく
15、78、82 番目のセリン残基のリン酸化
を起こし、細胞増殖を抑制してアポトーシ
スを誘導した。さらに変異 HSP27 プラス
ミドの作成とその機能解析については、
HSP27 の 15、78、82 番目のセリン残基を
アラニンに置換した恒常的非リン酸化型
HSP27（3A）、およびアスパラギンに置換
した恒常的リン酸化型の変異 HSP27（3D）
を作成し、膵癌細胞に遺伝子導入し細胞の
増殖能・転移能の違いや細胞内情報伝達に

関わる因子への影響について検討した結果、
control (empty) と wild type (WT)の間に
細胞増殖能に有意な差を認めなかったもの
の、3D は 3A に対し細胞増殖能の遅延を認
めた。また GEM に対する反応については
emptyとWTの間に有意な差は認めなかっ
た。これらの結果から、GEM によるアポ
トーシスの誘導には HSP27 のリン酸化が
重要な役割を果たしており、総 HSP27 で
はなく、リン酸化 HSP27 の発現レベルが
GEM 感受性を決定する因子であると考え
られた。 
膵癌診断時にEUS-FNAによって得られ

た病理検体を用いて、HSP27 および
P-HSP 発現と病理組織学的悪性度、臨床的
悪性度、化学療法（GEM）に対する反応性
との相関について検討したところ、HSP27
発現と組織学的悪性度（分化度）、臨床病期
（遠隔転移の有無）、化学療法（GEM）に
対する反応性、予後（生存期間）との間に
関連性はみられなかったが、P-HSP につい
ては遠隔転移のない群では有る群よりも有
意にP-HSP27の発現レベルが高く、また、
P-HSP27 高発現群では低発現群よりも有
意に生存期間が長かった。すなわち、
P-HSP27 の発現と膵癌の臨床的悪性度に
は逆相関がみられ、EUS-FNA によって得
られた生検検体中の P-HSP27 発現を評価
することにより、膵癌の予後が予測できる
可能性が示唆された。なお、今回の検討で
は、HSP27 あるいは P-HSP27 が化学療法
（GEM）の効果を予測する因子になりうる
という結果は得られなかった。 
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