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研究成果の概要（和文）：　本研究では、膵発癌において持続的なNrf2活性化が癌進展を促進しうるかを検討し
た。膵特異的に変異Kras・p53を発現するKPC::Keap1 CKOマウス、膵特異的に変異Krasのみを発現するKC::Keap1
 CKOマウスは進行性の膵実質脱落を来して早期に死亡することが明らかとなった。これらのマウスへNrf2+/-ま
たはNrf2-/-バックグラウンドを導入することで膵萎縮は抑制され、変異KrasとKeap1欠損による組織変化がNrf2
に依存することを確認した。KPC::Keap1 CKO::Nrf2+/-マウス膵癌組織に由来する細胞株の解析ではサイトケラ
チン発現低下が確認された。

研究成果の概要（英文）：We assessed the effect of continuous Nrf2 activation due to the 
pancreas-specific deletion of Keap1 in a mouse model of pancreatic cancer. Pancreas-specific 
expression of mutant Kras and p53 or Kras alone with conditional knockout of Keap1 resulted in poor 
weight gain after birth, leading to early death due to loss of pancreatic parenchyma. Additional 
introduction of Nrf2+/- or Nrf2-/- background rescued this phenotype, suggesting dependence to Nrf2.
 We observed no cancer promoting effect in KPC::Keap1 CKO::Nrf2+/- mice. Pancreatic cancer cell 
lines derived from these mice showed increased expression of Nrf2 target genes as well as decreased 
expression of cytokeratin family genes, indicating possible reprogramming of cellular phenotype. 

研究分野：膵臓病学

キーワード： 酸化ストレス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 難治性疾患である膵炎、膵癌ともに、その
成因やリスクファクターに酸化ストレスの
関与が想定されている。すなわち、急性膵炎、
慢性膵炎ともに最多の成因であるアルコー
ルは、その酸化的代謝に伴い酸化ストレスが
生じ膵腺房細胞や導管細胞を傷害するとさ
れる。また膵癌のリスクファクターである糖
尿病や肥満、喫煙や慢性炎症は各種臓器での
酸化ストレスを増大させ、長期的にジェネテ
ィック・エピジェネテイックな変化を介して
癌の発生に関わる可能性がある（膵癌診療ガ
イドライン 2013、糖尿病と癌に関する委員会
報告)。しかし、これらの効果をヒトにおい
て示すことは容易ではない。そのため、酸化
ストレスの作用を解析しうるモデルを用い、
様々な膵疾患において酸化ストレスが果た
す役割を解明することが急務である。 
生体内における酸化ストレスは組織・細胞
の種類によって多様な効果をもたらす。正常
組織において、酸化ストレスは組織傷害を促
進し、臓器機能の低下を引き起こす。一方、
慢性膵炎や膵癌の際にみられる膵線維化形
成に中心的役割を果たす膵星細胞は、酸化ス
トレスにより活性化されサイトカインや細
胞外基質を産生する(Masamune A，2013)。酸
化ストレスに応答するための防御機構は正
常組織の機能温存に重要であるが、癌細胞に
おいてはこの防御機構は逆に癌の細胞生存
を促進し、腫傷増殖に寄与していることが明
らかとなっている(Jaramillo MC，2013）。す
なわち、各種膵疾患における酸化ストレスの
役割は多面的であり、context-specific に作
用している。 
 現在、コンディショナルノックアウト・遺
伝子ノックインの手法を用いた遺伝子改変
マウスの作製により、酸化ストレス応答を臓
器・組織特異的に操作することが可能となっ
ている。本学医化学研究室にて樹立された
Nrf2 flox マウス・Keap1 flox マウスは、組
織特異的プロモーター制御下に Cre 
recombinase を発現するトランスジェニック
マウスと交配することにより、標的組織・細
胞中での酸化ストレス応答を抑制または増
強することが可能である。膵組織特異的なノ
ックアウトには Pdx1 プロモーターで制御さ
れる Cre が、骨髄由来細胞特異的なノックア
ウトには Lys プロモーターで制御される Cre
が使用される。当教室で導入済みである膵自
然発癌モデル、KPCマウス（活性化型変異Kras
および機能喪失型 p53 を膵特異的に発現；
Hingorani SR, 2005）へ Nrf2 flox あるいは
Keap1 floxバックグラウンドを導入すること
で、膵発癌過程における酸化ストレス応答を
抑制あるいは増強した発癌モデルを作製し
うる。また、セルレイン腹腔内投与などによ
る急性膵炎、慢性膵炎モデルも野生型マウス
同様に作製可能である。 
Keap1-Nrf2 経路を標的とする薬剤を膵疾
患の治療薬として、あるいは膵発癌予防に利

用するためには、各種膵疾患における組織・
細胞ごとの酸化ストレス応答をモニタリン
グして作用点を明らかにし、有効な治療標的
を探索する必要があると考え、本研究を着想
した。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、Keap1-Nrf2 経路の機能改
変を行った膵疾患モデルマウスを作製し組
織特異的な酸化ストレス応答の抑制・増強と
モニタリングを行うことにより、有効な治療
標的となる酸化ストレスの作用点を特定し、
膵炎・膵癌に対する新規治療法の開発へ応用
することである。 
 
３．研究の方法 
 膵発癌過程へ Keap1-Nrf2 系が寄与する過
程を検討するため、KPC マウスへ Keap1 flox
バックグラウンドを導入した。膵特異的に
Cre を発現する Pdx-Cre マウスと交配を行う
ことにより、Keap1 が膵で発現しないマウス
が作製できる。膵特異的な Keap1 ノックアウ
トでは酸化ストレス応答が増強された状態
となる(Taguchi K, 2014)。通常の KPC マウ
スとこれらのマウスにおいて腫瘍増大速
度・転移形成能・個体の生存期間を比較し、
膵における Keap1-Nrf2 系の恒常的活性化が
膵癌進展を促進するか否かを評価した。 
(1)Keap1欠損KPCマウスにおける膵癌進展形
式の解析 
 野生型バックグラウンドのKPCマウスおよ
び Keap1 flox バックグラウンドを導入した
KPC::Keap1 CKO マウスについて、経時的に体
重の変化を記録し生後 90 日の時点で犠牲死
させ、組織変化や前癌病変である PanIN の形
成、浸潤癌形成の有無を評価した。 
(2)Keap1 CKO への Nrf2-/-バックグラウンド
追加による表現型レスキューの確認 
 KC::Keap1 CKO マウスでみられる進行性の
膵実質脱落に Nrf2 が必須であるかを確認す
るため、KC::Keap1 CKO マウスへさらに
Nrf2-/-または+/-バックグラウンドを導入
し、表現型がレスキューされるかを確認した。 
(3)Keap1 欠損による Nrf2 過剰状態と膵癌進
展との関連についての検討 
 KPC::Keap1 CKO::Nrf2+/- マ ウ ス と
KPC::Keap1 CKO::Nrf2-/-マウスを生後 90 日
の時点で犠牲死させ、PanIN 形成数および浸
潤性膵癌の頻度を比較した。 
(4)KPC::Keap1 CKO::Nrf2+/-マウスおよび
KPC::Keap1 CKO::Nrf2-/-マウス膵癌由来細
胞株の比較 
それぞれ Nrf2 過剰状態と Nrf2 欠損状態にあ
る上記細胞株について、遺伝子発現プロファ
イルをマイクロアレイにて比較した。 
 
４．研究成果 
(1)Keap1欠損KPCマウスにおける膵癌進展形
式の解析 
 KPC::Keap1 CKO マウスは生後 2週間前後か



ら体重増加が不良となり、生後 45－60 日で
その大部分が衰弱により死亡した。また、膵
特異的に変異 Krasのみを発現する Keap1 CKO
マウス（KC::Keap1 CKO マウス）でも同様の
体重増加不良・早期死亡を来すことが確認さ
れ、この現象が膵特異的な変異 p53 発現の有
無に影響されないことが判明した。これらの
マウスは死亡直前の採血で著明な低血糖を
示しており、膵は肉眼的に硬い白色の線維性
結合組織に置換され、著しい萎縮を来してい
た（図 1）。 

         図 1 
 組織学的には膵腺房細胞・ラ氏島細胞の両
者が変性脱落を来しており、わずかに残存し
た腺管構造と線維性結合織の増生が確認さ
れた（図 2）。 

         図 2 
残存した腺管構造では Nrf2 標的遺伝子の
Nqo1 が高発現しており、同経路の活性化を反
映しているものと考えられた。 
 
(2)Keap1 CKO への Nrf2-/-バックグラウンド

追加による表現型レスキューの確認 
 変異 Kras 発現と Keap1 CKO による膵萎縮
が Nrf2 に依存しているかを確認するため、
KC::Keap1 CKO::Nrf2+/-マウスと KC::Keap1 
CKO::Nrf2-/-マウスを作成し（図 3）、 

         図 3 
表現型を解析した。両マウスとも体重増加不
良や早期での死亡は見られなくなり、生後 90
日の時点で膵実質は残存していることを確
認した（図 4）。 

         図 4 
 KC::Keap1 CKO::Nrf2-/- マ ウ ス で は
KC::Keap1 CKO::Nrf2+/-マウスに比べ腺房細
胞周囲への炎症細胞浸潤が軽減しており、膵
萎縮の進行と Nrf2 の発現量が関連している
ことが示唆された。KC::Keap1 CKO::Nrf2-/-
マウス膵では Nrf2 標的遺伝子の Nqo1 発現が
消失しており、同経路の欠損を反映する結果
であった。 
 
(3)Keap1 欠損による Nrf2 過剰状態と膵癌進
展との関連についての検討 
 KPC::Keap1 CKO::Nrf2+/- マ ウ ス と
KPC::Keap1 CKO::Nrf2-/-マウスを生後 90 日
で犠牲死させて膵組織を解析したが、前癌病
変である PanIN 形成数に有意な差は認めず、
また生後 90 日までに浸潤性膵癌を生じた個
体は両群ともにみられなかった。以上の結果
から、発癌初期段階からの Keap1 欠損による
恒常的な Nrf2 活性化は変異 Kras・p53 によ
る膵癌進展過程を促進する効果に乏しいも
のと考えられた。 



 
(4)KPC::Keap1 CKO::Nrf2+/-マウスおよび
KPC::Keap1 CKO::Nrf2-/-マウス膵癌由来細
胞株の比較 
 KPC::Keap1 CKO::Nrf2+/- マ ウ ス と
KPC::Keap1 CKO::Nrf2-/-マウスを生後 6 か
月程度まで飼育したところ、それぞれ 2頭の
マウスで膵癌の形成を認めた。これらの膵癌
組織をコラゲナーゼ処理して細胞株化し、発
現遺伝子のプロファイルをマイクロアレイ
にて解析した。KPC::Keap1 CKO::Nrf2+/-マ
ウ ス 由 来 細 胞 株 で は KPC::Keap1 
CKO::Nrf2-/-マウス由来細胞株に比べて
Nqo1、Gstm をはじめとした典型的な Nrf2 標
的遺伝子が高発現していた。これらの遺伝子
群に加えて KPC::Keap1 CKO::Nrf2+/-マウス
由来細胞株では多くのサイトケラチンファ
ミリー遺伝子の発現が低下しており、上皮形
質の維持に影響していると推測された。 
 
 以上の結果から、膵における変異 Kras の
発現と酸化ストレス応答の持続的な亢進は
細胞形質のリプログラミングにつながって
いると考えられる。このような変化がもたら
す細胞内シグナルや細胞機能への影響につ
き、今後更なる解析を要する。 
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