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研究成果の概要（和文）：膵がん細胞株２種（PK-8とPK-9）、それぞれに由来するジェムシタビン（以下GEMと
略記）耐性細胞株2種（RPK-8とRPK-9）を用い、レンチウイルスで山中4因子を導入し、リプログラミングを試み
たが奏功しなかった。さらにTETを用いた方法を試みたが奏功しなかった。しかし、本研究過程で予想外の結果
が得られた。RPK-9はGEMを活性化するDCKが薬剤耐性の原因であり、超高濃度のGEMでも耐性を呈するがRPK-8は
超高濃度では死滅する。また、幹細胞マーカーと間葉系マーカーの発現亢進、並びに細胞遊走能の亢進が確認さ
れ、stemnessとEMTがGEM耐性に密接に関わることがうかがわれた。

研究成果の概要（英文）：Reprogramming mediated control of pancreatic cancer cell lines were 
attempted in this study. Four Yamanaka factors were introduced into pancreatic cancer cell lines 
PK-8 and PK-9 as well as their derived gemcitabine (GEM herein after) resistant cell lines RPK-8 and
 RPK-9. Lentivirus vector was first used but results were not successful. We next tried TET-vector 
but results were not successful. However, we observed some unexpected interesting findings. GEM 
resistance in RPK-9 is caused by homozygous deletion of DCK that is essential for activation of GEM.
 Hence, RPK-9 can survive under very high concentration of GEM. On the other hand, RPK-8 can survive
 under low concentration of GEM but cannot survive under very high concentration. Furthermore, 
upregulation of genes associated with stemness and EMT were evident in RPK-8. Cell motility was also
 upregulated. These results may suggest that stemness associated with EMT is playing an important 
role in acquisition of GEM in RPK-8.

研究分野：実験病理学
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１．研究開始当初の背景 
文献的に、血液腫瘍のみならず固形がんで
も山中因子を導入することによりリプログ
ラミングに成功した報告がみられる。固形腫
瘍の例では、Miyoshi et al. Proc Natl Acad 
Sci 107, 40-45, 2010などで報告されている
ように大腸癌細胞株などを用いておこなわ
れ、造腫瘍性が抑制されたと報告されている。
しかし、膵癌細胞株での報告例はなく、膵癌
切除例から試みられている（Terada N. 
personal communication）。将来の臨床応用
を見据えた場合、ウイルスベクターを用いる
方法はあまり好ましくないため、マイクロ
RNA 導入などでも試みられ、リプログラミ
ングに成功した報告もある。これに関しては、
Nishikawa et al. Exp Ther Med 4, 8-14, 
2012などの Reviewもある。しかし、どのマ
イクロ RNA を用いればよいのかのコンセン
サスはない。組織、細胞により異なる可能性
も考えられる。 
２．研究の目的 
がんの種類により予後は大きく異なる。中
でも膵癌は極めて予後不良であり、その原因
として、癌細胞が有する特性が大きく関与し
ていると考えられる。昨今、がん細胞をリプ
ログラミングさせることによりがんとして
の悪性度を抑えることができた報告が散見
される。その方法として、ウイルスベクター
を用いた山中因子の導入によるものだけで
なく、マイクロ RNA によりリプログラミン
グさせる技術も開発されている。マイクロ
RNA でリプログラミングを行うことができ
れば、将来的には臨床応用の可能性が高まる。
本研究は、膵癌を主要な標的として、マイク
ロ RNA を用いてリプログラミングさせるこ
とによるがん細胞の初期化より、がん患者の
予後を改善させる方策を開発することを目
的とする。 
３．研究の方法 
ウイルスベクターで山中４因子を膵癌細
胞株 PK-8、PK-9、並びにこれらに由来するジ
ェムシタビン（以下 GEM と略記）耐性細胞株
RPK-8、RPK-9 に導入してリプログラミングを
試み、さらに TET の遺伝子を用いた方法を試
みる。また、この研究を進める過程で、興味
深い事実が判明したので、さらに追究した。
RPK-9 は GEM の細胞内での活性化に必須の
DCK 遺伝子にホモ欠失があり、GEM を活性化
できないために耐性を獲得していたため、超
高濃度のGEM存在下でも耐性を示すが、RPK-8
では DCK 遺伝子は正常で、100ng/ml 程度が限
界であった。これらの細胞における初期化関
連の遺伝子発現や EMT 関連の遺伝子発現、細
胞遊走能などの検討を加えた。 
４．研究成果 
 最初に、レンチウイルスベクターを用いて
山中４因子を導入することでリプログラミ
ングを試みたが奏功しなかった。そこで、近
年開発されたTETを組み合わせた方法も試み
たが、有効なリプログラミングを誘導するこ

とはできなかった。 
この研究を進める中で親株と耐性株で初
期化関連遺伝子の発現を比較検討したとこ
ろ、RPK-8 において特異的に発現が亢進して
いる遺伝子が特定された。以下に結果の例を
示すが、未発表データのため、遺伝子名は伏
せる。 

また、RPK-8 では EMT を想起させる遺伝子
発現パターンが見られたため、細胞の
motility の関係の検討を加えてみた。その結
果、PK-9 と RPK-9 の間では違いが見られなか
ったが、PK-8 と RPK-8 の間では有意差をもっ
て RPK-8 のほうが高い cell motility を呈し
た。なお、データは示していないが、細胞増
殖のスピードは耐性獲得とともに遅くなっ
た。逆に cell motility は高まったことは極
めて興味深い。以下にスクラッチアッセイの
結果を示す。 

 
これらの結果から、RPK-8 は EMT とリンク
した形での GEM 耐性が生じ、stemness と密接
に関連したEMTが生じていることが推察され
た。これは、Zheng ら（Nature 527, 472-476, 
2015）、並びに Fischer ら（Nature 527, 
525-530, 2015）の報告と合致する。 
なお、RPK-8 における GEM 耐性獲得が何ら
かの epigenetic なメカニズムである可能性
が示唆されたため、さらなる耐性株樹立を試
みたところ、新たな耐性株が樹立できた。DCK



は正常であり、メカニズム的には同様である
可能性が考えられた。この可能性が正しいの
であるなら、薬剤耐性獲得はどのような細胞
にも生じ得る可能性が考えられる。したがっ
て、抗癌剤治療を行う際に、十分な注意を払
う必要性があることを示唆している。 
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