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研究成果の概要（和文）：ヒト膵癌細胞株を用いてメタボローム解析を行い、ゲムシタビンの標

的として CTP 合成酵素が関与している可能性が考えられた。さらに、CTP 合成酵素はゲムシタ

ビン感受性にも関与していることが示唆された。また、薬剤耐性に関与している内皮－間葉転

換に着目し、内皮系細胞および間葉系細胞をメタボローム解析したところ、数種類の代謝物に

変化が見られた。これらの代謝物が EMT やゲムシタビン耐性と関連があるかも知れない。 
 
研究成果の概要（英文）：Metabolomics analysis using human pancreatic cancer cell lines 
showed that CTP synthase was involved in the action of gemcitabine. In addition, 
gemcitabine was observed to be involved in the sensitivity to these cancer cell lines. 
Epithelial – mesenchymal transition (EMT) is known to be drug resistance. Metabolomics 
analysis using 8 kinds of human pancreatic cancer cell lines (epithelial: 4 kinds and 
mesenchymal: 4 kinds) revealed the significant changes in some kinds of cellular 
metabolite levels. Therefore, these metabolites may be involved in the EMT and/or 
gemcitabine resistance. 
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１．研究開始当初の背景 

膵癌は最も予後の悪い固形癌の1つであり、日

本国内でも膵癌による死亡数は男女ともに

年々増加傾向にある。膵癌の化学療法には、

代謝拮抗剤であるgemcitabine（2’,2’-difluoro 

2’-deoxycytidine）の単独療法が標準治療とな

っているが、その奏効率は5～20%と低く、50%

生存期間も約6ヶ月と非常に短い。そのため、

gemcitabine単独療法に加える新規治療薬の開

発が急務とされているが、gemcitabine自体の

作用機序が明らかにされていないことも要因

となり、未だ有効なものは見出されていない。

膵臓は体の奥にあり、異変を発見しにくい臓

器であることに加え、①かなり早い時期か

ら遠隔転移を起こし、②周囲の組織に浸潤

しやすい性質を有している。癌細胞の浸潤・

転 移 に 上 皮 ‐ 間 葉 転 換（ EMT: 

epithelial-mesenchymal transition）が関与して
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いることが多くの報告で明らかにされつつ

ある。EMTとは、cadherinを介した細胞間接

着により組織を構築する上皮細胞が、細胞間

及び細胞外マトリクスとの接着を消失し、運

動性の高い間葉系細胞に変化する現象である。

EMTにより間葉系細胞となった癌細胞は、そ

の形態及び高い運動性により、血管内や組織

内に浸潤し、最終的に転移を起こすと考えら

れている。そのため膵癌の高い浸潤・転移能に

はEMTが関与している可能性が高い。事実、膵

癌細胞株においてEMTにより生じた間葉系細

胞が高い浸潤・転移能を有することが報告さ

れている。興味深いことに、EMTにより生じた

間葉系細胞は、EMTを起こす前の上皮細胞と

比較して抗癌剤耐性を示すことが見出された。

膵癌細胞も EMTにより抗癌剤耐性になるこ

とが報告されている。また、抗癌剤を長期間

曝露して作成した獲得耐性株においてもEMT

が観察されたことから、抗癌剤奏効後の再

発・再燃癌細胞が浸潤・転移を起こしやすく

なる可能性が示唆されている。これらの報告

は、EMTが膵癌における化学療法耐性の原因

の１つであり、EMTを抑制することで癌の進

行を抑えることが出来る可能性を示唆してい

る。これまでの報告によると、EMTには

E-cadherinの発現低下に加えて、 Twist や 

SnailなどのE-cadherin抑制因子の発現上昇が

関与していることが知られている。最近、こ

れらのタンパク質の発現に、ある特定の 

microRNAが関与していることが見出された。

しかしながら、実際にはそのようなタンパク

質やRNAの発現を調節している分子は明らか

にされていない。その一方で Li らは、

microRNAの発現調節に低分子化合物が関与

することを報告して いる。この知見は、細胞

内で最も下流に位置すると思われる細胞内代

謝物が、実際には関連因子と何らかの関係を

有している可能性を示唆している。 

２．研究の目的 

本研究では膵癌の早期発見及び化学療法

の奏効率向上を目的として、ゲムシタビン曝

露ヒト膵癌細胞の網羅的メタボローム解析

を行い、ゲムシタビンの作用機序を明らかに

し、次いで EMT により生じる細胞内代謝変

動及び抗癌剤曝露に対する代謝応答変化を明

らかにすることで、膵癌の化学療法における

新規治療標的及び早期発見のためのバイオ

マーカーを同定することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1)ゲムシタビン曝露ヒト膵癌細胞株のメタ

ボローム解析 

ヒト膵癌細胞株（Miapaca-2、AsPC-1）にゲム

シタビン 100 µM を曝露し、0 時間、3 時間、

6 時間、12 時間、24 時間後に細胞を回収し、

抽出過程を経てサンプルを調製した。また、

ヒト膵癌細胞株のうち、内皮系細胞（BxPC3、

PK-1、PK-59、CFPAC-1）および間葉系細胞

（Miapaca-2、AsPC-1、PANC-1、PSN-1）も

同様に適当な細胞数まで培養後、抽出過程を

経 て サ ン プ ル を 調 製 し た 。 Capillary 

electrophoresis time-of-flight mass spectrometry 

(CE-TOFMS）により、ゲムシタビン曝露細胞

においてはゲムシタビン代謝物および細胞

内代謝物を、非曝露細胞においては細胞内代

謝物を網羅的に測定した。 

 

(2)ウエスタンブロッティング 

培養したヒト膵癌細胞株に Protease inhibitor 

cocktail を含む RIPA buffer を添加し、細胞溶

解液を調製した。これらのサンプルを用いて、

SDS-PAGE を行った。その後、PVDF 膜に転

写し、それぞれの目的蛋白質の抗体を用いて

ウエスタンブロッティングを行った。内部標

準タンパク質としては GAPDH を用いた。 

 



４．研究成果 

(1)ゲムシタビン曝露ヒト膵癌細胞株のメタ

ボローム解析 

ゲムシタビン曝露後 0、3、6、12 および 24

時間におけるメタボローム解析の結果、ゲム

シタビン代謝物（1、2 および 3-リン酸化体）

の中でも、3 リン酸化体のレベルが最も高く、

ゲムシタビン曝露直後から 3－リン酸化体ま

で代謝されることが確認された。また、内因

性の核酸代謝においては、ゲムシタビン曝露

により dCTP の減少が観察された。この結果

は、これまでゲムシタビンの作用であること

が知られていたリボヌクレオチド還元酵素

阻害が起きたことを示唆している。一方、興

味深いことに UTP レベルの上昇および CTP

レベルの低下も観察された。この結果は、ゲ

ムシタビンがリボヌクレオチド還元酵素に

加えて CTP 合成酵素も阻害したことを示唆

している。リボヌクレオチド還元酵素および

CTP 合 成 酵 素 の 特 異 的 阻 害 で あ る

Hydroxyurea および 3-deazauridine を曝露した

際のメタボローム解析の結果において、ゲム

シタビン曝露時と 3-deazauridine 曝露時の核

酸代謝阻害様式は極めて類似していた。この

結果より、ゲムシタビンの核酸代謝阻害作用

はリボヌクレオチド還元酵素よりも CTP 合

成酵素への関与が大きいことが示唆された。

また、ゲムシタビン曝露後 24 時間において

解糖系代謝物や TCA サイクルに含まれる代

謝物のレベルの上昇が認められた。これは、

ゲムシタビンの核酸代謝阻害によ生じた結

果である可能性が高い。これまで、細胞がア

ポトーシスを起こすには解糖系によるエネ

ルギー（ATP）産生が必要であることが知ら

れていることから、ゲムシタビンによる解糖

系代謝物のレベル上昇は、ゲムシタビンによ

るアポトーシス誘導の新たなメカニズムで

あるかも知れない。 

(2)ゲムシタビン感受性関連酵素の発現確認 

ゲムシタビン低感受性細胞株として、

Miapaca-2、高感受性細胞株として AsPC-1 を

用いて、細胞内の核酸代謝酵素であるリボヌ

クレオチド還元酵素、CTP 合成酵素、ゲムシ

タビンの細胞内取込みに関与する輸送体

ENT1 の発現量について比較検討するためウ

エスタンブロッティングを行った。その結果、

Miapaca-2 に比べて AsPC-1 では、リボヌクレ

オチド還元酵素および CTP 合成酵素の発現

量 が 低 か っ た 。 Equilibrative nucleoside 

transporter 1 (ENT1) については有意な差は観

察されなかった。そのため、ゲムシタビン感

受性には、これまで報告のあったリボヌクレ

オチド還元酵素に加えて、新たに CTP 合成酵

素の関与も示唆された。 

 

(3)EMT 関連代謝物の網羅的探索 

8 種類のヒト膵癌細胞株（内皮系細胞（BxPC3、

PK-1、PK-59、CFPAC-1）および間葉系細胞

（Miapaca-2、AsPC-1、PANC-1、PSN-1））

のメタボローム解析を行った結果、いくつか

の代謝物においては、内皮系および間葉系の

2 群間で違いが観察された。イノシンにおい

ては、内皮系細胞の方がよりレベルが高く、

アデニンにおいては、間葉系細胞群の方がよ

りレベルが高いことが確認された。そのため、

内皮系および間葉系細胞の特性維持にはこ

れらの代謝物が関与しているかも知れない。

さらに、これらの代謝物は核酸代謝に関係し

ているため、核酸代謝その中に内皮系、間葉

系を決定づけるもの、または EMT の引き金

になるようなものがあるのかも知れない。 
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