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研究成果の概要（和文）：膵臓癌は消化器癌の中でも最も悪性度の高いものである。既存の治療にも強い抵抗性があり
、このメカニズムを解明することが急務である。
われわれは膵臓癌細胞株におけるアポトーシス（細胞の自己死）に関与すると言われるBcl-2ファミリー蛋白について
検討し、Bcl-2ファミリー蛋白の中でもMcl-1とBcl-xLが膵臓がんにおいて非常に強く発現しており、この2つのタンパ
クを同時にブロックすることで、膵癌細胞に強いアポトーシスを誘導することを解明した。これはこれまでには全く報
告されていない発見であり、これからの膵臓癌治療において非常に有用な治療ターゲットとなりうることが予想された
。

研究成果の概要（英文）：Of all gastrointestinal carcinomas, pancreatic cancer (PaCa) has the most 
unfavorable prognosis. Anti-apoptotic members of the Bcl-2 protein family are often over-expressed in 
human cancers and are thought to mediate the resistance to chemotherapeutic drugs. Thus, a better 
understanding of the anti-apoptotic mechanisms and the development of potent and non-toxic strategies to 
overcome the pro-survival mechanisms in PaCa cells are of utmost importance to improve the outcome of 
PaCa patients.
In this reseach, we first showed that the expression and localization of anti-apoptotic Bcl-2 family 
proteins in PaCa cells. Then, we used siRNA targeting to Bcl-2, Bcl-xL, and Mcl-1 to confirm the 
importance of anti-apoptotic Bcl-2 family proteins in PaCa cell survival. Simultaneous knock-down of 
Bcl-xL and Mcl-1 induced apoptosis strongly through Bax/mitochondria pathway. These results suggest that 
Bcl-xL and Mcl-1, which are over-expressed in PaCa may be potential therapeutic targets.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
膵臓癌は消化器癌の中でも最も悪性度の高いも
のであり、手術時にすでに多くの症例で周囲臓器
やリンパ節、肝臓に転移していることが多く、ま
た根治手術を行い得たとしても化学療法や放射線
療法への抵抗性から早期に再発転移することが多
い。そのために膵癌の治療抵抗性メカニズムを分
子生物学的に解明することが急務である。 
悪性腫瘍（特に血液関連の腫瘍）の治療抵抗性に
おける Bcl-2 ファミリー蛋白質群の関与について
は現在世界中の研究者が注目しており、徐々にそ
のメカニズムが明らかになってきており注目度の
非常に高い分野である。Bcl-2 ファミリー蛋白は
その構造や機能から 3 種類に分類され、これらの
蛋白は互いに連携しながらアポトーシスを制御し
ている。このうち anti-apoptotic Bcl-2 ファミリ
ー蛋白(Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1)がいくつかの悪性
腫瘍において過剰発現していることが報告されて
おり、膵臓癌組織標本を用いた免疫組織染色の結
果からもBcl-xLとMcl-1の過剰発現が報告されて
いる。しかしこの発現の程度と予後との関連につ
いての報告はない。 
われわれはこれまで様々なポリフェノールの抗
腫瘍効果を検討してきており、その過程において
Mcl-1 の抑制が膵臓癌のアポトーシス亢進メカニ
ズムに重要な役割を果たしていることを発見した。
しかしこれらのポリフェノールは Bcl-xL を抑制
することができなかった。そこで Bcl-xL を RNA 干
渉で抑制しポリフェノールで刺激をしたところ、
非常に強いアポトーシス亢進作用が認められた。
以上の結果からわれわれはMcl-1とBcl-xLが協調
してアポトーシスから細胞を保護しているのでは
ないかと推測した。このことを証明するために
Mcl-1 と Bcl-xL を RNA 干渉で同時に抑制したとこ
ろ、膵臓癌細胞株（Gemcitabine に強い抵抗性を
示すといわれる Panc-1 においても）に非常に強力
なアポトーシスを誘導することを発見した。これ
までに単一のanti-apoptotic Bcl-2ファミリー蛋
白を抑制することにより膵臓癌の化学療法・放射
線療法への感受性を亢進させたとの報告は散見さ
れるが、同時に 2つ以上の anti-apoptotic Bcl-2
ファミリー蛋白を抑制した際の効果を検討した報
告はない。 
 
２．研究の目的 
以上の経緯からわれわれはまず膵臓癌細胞株にお
ける Bcl-2 ファミリー蛋白質群の内在性発現レベ
ルとそれらの蛋白―蛋白相互作用、および予後と
の関連を明らかにする必要があると考えた。さら
にMcl-1とBcl-xLの両者が膵臓癌のアポトーシス
抵抗性において重要な影響を及ぼしており、この
両者を同時に特異的に抑制することが膵臓癌治療
法における breakthrough になるのではないかと
考え、これを in vitro および in vivo の実験系で
証明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
・当科での膵癌手術症例の臨床検体を用いて免疫
染色を行い、内因性発現を検討する。 
・6種類の膵臓癌細胞株（AsPC-1, BxPC-3, Capan-2, 
HPAF-II, MIA PaCa-2, Panc-1）を用いて内在性レ
ベルの Bcl-2 ファミリー蛋白(Bcl-2, Bcl-xL, 

Mcl-1, Bax,Bak, Bad, Bim, Bid, PUMA, Noxa)の
発現程度を Western blot にて検討する。 
・細胞を細胞質・ミトコンドリアに分離し、この
蛋白質群の細胞内の局在について検索する。さら
に免疫沈降を行い、これらの蛋白質群の相互作用
を検索する。 
・Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1およびこれらのコンビネ
ー シ ョ ン （ Bcl-2+Bcl-xL, Bcl-2+Mcl-1, 
Bcl-xL+Mcl-1）をRNA干渉により抑制し、アポトー
シスへの影響を検討する。アポトーシスについて
はRoche社のCell death ELISA kitを用いて検討す
る。さらに核の形態学的変化はHoechst33258を用
いた蛍光染色で検討する。） 
・アポトーシス亢進の分子生物学的なメカニズム
を検討する。具体的にはカスパーゼ活性、チトク
ロームCの細胞質への流出の有無、Bak/Bax活性の
変化、BH-3 only蛋白の局在・蛋白-蛋白の相互作
用の変化につき検索する。 
・ヌードマウス膵癌皮下移植モデルを作成し，
Bcl-xL/Mcl-1 siRNA とアテロコラーゲン complex
を腫瘍内に 1回/週の間隔で局所注入し、その抗腫
瘍効果を検討する。適宜腫瘍のサイズを計測し、
4-6 週間後に腫瘍を摘出し、分子生物学的手法を
用いてアポトーシスの程度・メカニズムを検討す
る。 
 
４． 研究成果 
・当科での手術症例の臨床検体を用いて免疫染色
を行った結果、膵癌部位にBcl-xLとMcl-1の強発現
を認めるが、非癌部での発現は非常に弱いことが
判明した。 
・6種類の膵癌細胞株を用いて内在性レベルの
Anti-apoptotic Bcl-2 family proteinの発現程度
をWestern blotにて検討した結果、Bcl-xLとMcl-1
はほとんどの細胞株に発現しているがBcl-2は2種
類の細胞株にしか発現していないことが判明した。
これらのAnti-apoptotic Bcl-2 family protein
は主にミトコンドリアに局在にしていることが判
明した。 
・免疫沈降を行った結果、Anti-apoptotic Bcl-2 
family protein が Pro-apoptotic protein である
Bak や Bax、Bim などと関連があることを確認でき
た。 
・RNA 干渉による Bcl-2 ファミリー蛋白の抑制が
膵臓癌に及ぼす影響について Bcl-2, Bcl-xL, 
Mcl-1 お よびこれらのコンビネーション
（Bcl-2+Bcl-xL, Bcl-2+Mcl-1, Bcl-xL+Mcl-1）を
RNA 干渉により抑制し、アポトーシスへの影響を
検討した。その結果、Bcl-xL と Mcl-1 を knock down
した際に非常に強いアポトーシス誘導効果が認め
られることが判明した。 
・またこの効果はチトクローム Cの細胞質への流
出、Bax 活性化、カスパーゼカスケードによって
仲介されていることが判明した。 
・ヌードマウス膵癌皮下移植モデルを作成し、
Bcl-xL/Mcl-1 siRNA とアテロコラーゲン complex
を腫瘍内に 1 回/ 週の間隔で局所注入し、その抗
腫瘍効果を検討した。その結果大きな副作用は認
めず、両群間に生育の差は認めなかった。適宜腫
瘍のサイズを計測し、6 週間後に腫瘍を摘出し腫
瘍の重量を計測した結果、Bcl-xL/Mcl-1 siRNA 群
で優位に腫瘍の増殖抑制効果が認められた。 



・ヌードマウス膵癌皮下移植モデルにおいて、
Bcl-xL/Mcl-1 siRNA 投与が腫瘍縮小効果に及ぼし
た影響を分子生物学的に検討した結果以下の結論
が見いだされた。 
(1) アポトーシスが更新していることをタネル
assay で確認した。 
(2) 膵癌細胞株と同様にカスパーゼカスケードを
経由して腫瘍にアポトーシスを誘導している
ことを western blot で確認した。 
 

以上の結果からBcl-xLとMcl-1をターゲットとし
た膵癌治療戦略は当初の予想通り非常に大きな効
果があると考えられ、今後臨床応用を目指して更
なる検討を進める予定である。 
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