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研究成果の概要（和文）：　本研究ではヒト膵癌細胞株PANC-1より低血清耐性株PANC-1/Stvおよび低酸素耐性株PANC-1
/Hypを樹立し、HSP72と結合するタンパク質を解析することでゲムシタビンの自然耐性に関与する分子を探索した。ゲ
ムシタビン獲得耐性株であるPANC-1/GEMはゲムシタビンの不活化により耐性を獲得したが、PANC-1/StvおよびPANC-1/H
yp細胞は既知の耐性因子の発現は変化せず、PANC-1/GEM細胞とは異なる機構で耐性を獲得していると考えられた。そこ
で、PANC-1/GEM細胞のHSP72結合タンパク質群と比較し、ゲムシタビン自然耐性株にのみ共通する37のタンパク質を同
定した。

研究成果の概要（英文）：We established cell lines tolerant to serum starvation (PANC-1/Stv) and hypoxia 
(PANC-1/Hyp) from the parental cell line PANC-1. The IC50 values of gemcitabine for PANC-1/Stv and 
PANC-1/Hyp cells (under non-stressful conditions) was 142- and 37-fold higher, respectively, than that 
for the parental cells. These cell lines developed this resistance to gemcitabine via suppression of 
apoptosis, which is a mechanism of resistance that is common to that of the cell line (PANC-1/GEM) with 
acquired gemcitabine resistance. However, drug resistance in PANC-1/GEM cells was primarily caused by 
gemcitabine inactivation. We then compared HSP72 interactome of PANC-1/GEM cells to PANC-1/Stv and 
PANC-1/Hyp cells, resulting in identification of 37 molecules unique to intrinsic resistance to 
gemcitabine.

研究分野：分子薬理学

キーワード： 薬剤耐性　熱ショックタンパク質　インタラクトーム　膵癌
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１．研究開始当初の背景 

膵がんは外科的治療の困難な進行がんで

発見されるケースが多く、化学療法に頼らざ

るを得ない。しかし、中心的薬剤は 2剤に限

定されており、初回治療から奏効率が低く、

奏効期間も非常に短い（文献 1）。がんの化学

療法においては初回治療から薬剤が効かな

い薬剤自然耐性（薬剤非感受性）と、治療を

続けていくうちに最初は有効であった薬剤

が効かなくなる薬剤獲得耐性が問題となる。

しかし、現在までに抗がん剤耐性を解除する

薬剤の開発には至っていない。 

乏血性の腫瘍である膵がんは極端な虚血

状態にあり、常に低酸素や低栄養といった慢

性的な環境ストレスに曝されている（文献 2）。

この環境ストレスに対する耐性亢進が薬剤

への抵抗性を高めるとされ（文献 3）、薬剤自

然耐性の一因であると考えられる。微小環境

に適応した膵癌細胞が抗がん剤（自然）耐性

となる分子機構を明らかにできれば、初回治

療において既存薬の奏効率を高める新たな

抗がん剤の開発に繋がると考えられる。 

 

２．研究の目的 

(1) ヒト膵癌細胞株より低血清および低酸

素耐性株を樹立し、ゲムシタビン感受性

を評価する。また、樹立株の細胞表現型

を評価し、ゲムシタビン耐性への影響を

調べる。 

(2) 申請者はこれまでに、膵癌細胞は生育環

境由来の慢性的なストレスに曝される

中で、その生存がストレス応答分子であ

るHSP72に強く依存することを明らかに

した。そこで、樹立株の HSP72 結合タン

パク質のプロファイルを親株やゲムシ

タビン獲得耐性株と比較し、薬剤自然耐

性に関与する分子をスクリーニングす

る。 

(3) スクリーニングした分子がゲムシタビ

ンの治療効果を高める薬剤（エンハンサ

ー）となり得るか検証する。 

 

３．研究の方法 

(1) ヒト膵癌細胞株 PANC-1（親株）より 1% 

FBS または 1% O2条件下で 90 日間継代培

養し、低血清および低酸素耐性株を樹立

する。また、薬剤獲得耐性株としてゲム

シタビンを段階的に上げて継代培養し

たゲムシタビン（獲得）耐性株を樹立す

る。形態学的解析およびウェスタンブロ

ット法による分子生物学的解析により

樹立株の細胞表現型を評価する。また、

MTT 法により樹立株のゲムシタビン IC50

値を算出し、ゲムシタビン耐性の獲得を

評価する。 

(2) 親株および樹立3株のHSP72結合タンパ

ク質を質量分析により同定し、比較解析

する。低血清・低酸素・ゲムシタビン耐

性株に共通するHSP72結合タンパク質を

選抜し、薬剤自然耐性に関連する分子を

見つける。 

(3) 同定した分子がエンハンサーの標的と

なり得るか、in vivo スクリーニングに

より検証する。腫瘍の可視化を目的に、

親株を含めた4株のmCherry安定発現株

を作製する。mCherry 発現株を用いたマ

ウスゼノグラフトにより、同定分子の発

現抑制がゲムシタビンの奏効率を高め

るか検証する。 

 

４．研究成果 

(1) PANC-1 を 1% FBS（低血清）条件下で培

養し、生細胞を 90 日間継代培養した。

また、1% O2（低酸素）条件下で同じく生

細胞を 90 日間培養した。それぞれの細

胞株を低血清細胞株 PANC-1/Stv および

低酸素耐性株 PANC-1/Hyp とし、耐性能

を細胞生存アッセイおよび生細胞イメ

ージングシステムにより評価した。樹立

株は親株と同じ 10% FBS および常酸素下



で 7日以上継代培養した後、1% FBS また

は 1% O2に再曝露した。その結果、スト

レス条件における両株の細胞生存率お

おび増殖率は有意に上昇していたため、

低血清および低酸素に耐性を獲得して

いることが明らかとなった。また、スト

レス応答に関与する分子の発現をウェ

スタンブロット法にて評価した結果、両

株に共通して小胞体ストレス応答の亢

進およびアポトーシス抑制因子である

Bcl-2 の発現亢進が見とめられた。ゲム

シタビン獲得耐性株として樹立した

PANC-1/GEM 細胞においても小胞体スト

レス応答およびBcl-2の発現亢進が見ら

れた。PANC-1/Stv および PANC-1/Hyp 細

胞は紡錘形の形態を示し、親株に比べて

コロニー形成能が著しく低下していた。

ウェスタンブロット法により上皮間葉

転換 (EMT)のマーカー発現を定量した

結果、両株ともに EMT の亢進が示唆され

た。さらに、創傷治癒アッセイにより遊

走能を評価した結果、同じく両株ともに

遊走能が有意に亢進していた。以上より

PANC-1/Stv および PANC-1/Hyp は EMT 様

の形質を獲得していることが示唆され

た。次に親株を含めた 4株のゲムシタビ

ン感受性を MTT 法にて定量し、IC50値を

算出した。PANC-1/GEM 細胞の IC50値は親

株の 263 倍、PANC-1/Stv 細胞は 142 倍、

PANC-1/Hyp 細胞においては 37 倍に上昇

しており、いずれの細胞株もゲムシタビ

ン耐性を示した（図 1）。しかし、

PANC-1/GEM 細胞はゲムシタビンの不活

化により耐性を獲得したことが示唆さ

れたが、PANC-1/Stv および PANC-1/Hyp

細胞においてはゲムシタビン耐性因子

の mRNA 発現 (DKC, CDA, ABCB1, ABCC1, 

ABCC5, ABCG2, ENT1)はいずれも親株と

の間に差はなかった。以上より、低血清

や低酸素に耐性を獲得した細胞はゲム

シタビンに耐性を示すことが明らかと

なった。また、その耐性機序はゲムシタ

ビン獲得耐性株とは大きく異なるもの

の、共通機構として小胞体ストレス応答

やアポトーシスの抑制などを介してゲ

ムシタビン耐性を獲得している可能性

が示唆された。 

 

(2) 親株、PANC-1/GEM、PANC-1/Stv および

PANC-1/Hyp 細胞の HSP72 結合タンパク

質を質量分析にて同定した。95%以上の

信頼度をもつペプチドが2本以上同定さ

れたタンパク質を解析対象とし、合計で

205 のユニークタンパク質を同定した。

親株で同定されたタンパク質をバック

グラウンドコントロールとし、比較解析

した結果、PANC-1/GEM 細胞にユニークな

タンパク質は 24、PANC-1/Stv および

PANC-1/Hyp 細胞に共通であるタンパク

質は 37、また樹立 3株に共通するタンパ

ク 質 は 41 で あ っ た （ 図 2 ）。

Gene-annotation enrichment analysis

により、これらのタンパク質の機能を分

類したところ、PANC-1/GEM 細胞では細胞

分化や細胞骨格系タンパク質が多く含

ま れ て お り 、 PANC-1/Stv お よ び

PANC-1/Hyp 細胞ではユビキチン依存的

なタンパク質分解や細胞骨格、アクチン

結合タンパク質が多く占めることが明

図 1 各細胞株におけるゲムシタビン容量反

応曲線 



らかとなった。また、タンパク質フォー

ルディングや翻訳に関与する分子が3株

に共通して多いことがわかった。前項①

の結果より、ゲムシタビン自然耐性と獲

得耐性の機序が異なることが示唆され

たため、PANC-1/Stv および PANC-1/Hyp

細胞に共通で検出された 37 タンパク質

に着目した。他の細胞株において同一ペ

プチドが検出されたタンパク質を除外

して解析し直し、6 分子 (ZYX, CRKL, 

RRM2, PFKP, CAPN2, KPRP) を選抜した。

以上より、ゲムシタビン自然耐性株と獲

得耐性株のHSP72結合タンパク質のプロ

ファイルが異なること、自然耐性株では

ユビキチン依存的なタンパク質分解や

アクチン結合タンパク質を多く含まれ

ることが明らかとなった。また、ゲムシ

タビン耐性に関与する可能性がある6分

子を選抜した。 

 

(3) 細胞イメージングシステムにより腫瘍

の増殖および転移量をモニターするた

めに、親株を含めた 4株の mCherry 発現

株を樹立した。mCherry の蛍光量をモニ

ターするために IncuCyte 生細胞イメー

ジングシステムにより、各細胞株にスフ

ェロイドを形成させたところ、

PANC-1/Stv 細胞ではスフェロイド形成

能が亢進したが、PANC-1/Hyp および

PANC-1/GEM 細胞はスフェロイドを形成

しないことが明らかとなった（図 3）。 
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