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研究成果の概要（和文）：膵癌組織から上皮内癌と浸潤癌を回収してゲノム異常を比較した結果、浸潤癌では8
番染色体短腕（8p）が欠失していることを見出した。また8p欠失によって発現低下する遺伝子としてMAPキナー
ゼ脱リン酸化酵素DUSP4を同定した。DUSP4の導入は膵癌細胞のMAPキナーゼ活性を不活化して、浸潤能を減弱し
た。さらに、免疫不全マウスを用いたヒト膵癌移植モデルで、MAPキナーゼ阻害剤は腫瘍の縮小、転移の抑制、
生存期間の延長をもたらした。以上の結果から、DUSP4は浸潤を制御する新規のがん抑制遺伝子であり、DUSP4欠
失によって活性化するMAPキナーゼは膵癌の治療標的となり得ることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：By comparing the genomic profiles of paired non-invasive and invasive 
carcinoma tissues collected from patients with intraductal papillary mucinous neoplasm, we 
demonstrate that the loss of 8p11.22-ter was more often associated with invasive tissues. Expression
 profiling in pancreatic cancer cell lines with and without 8p11.22-ter revealed that DUSP4, a MAPK 
phosphatase, was significantly downregulated in cells lacking 8p11.22-ter. Re-expression of DUSP4 in
 pancreatic cancer cells significantly suppressed invasiveness and anoikis resistance via ERK 
inactivation. Therefore, we found that blockade of ERK signaling by MEK inhibition was effective in 
an orthotopic xenograft model. Collectively, our findings reveal a genetic mechanism by which 
pancreatic intraepithelial lesions progress to invasive carcinomas, and highlight DUSP4 as a novel 
invasion suppressor that can be therapeutically exploited through manipulation of ERK signaling.

研究分野：医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膵癌は最も予後不良な癌の一つで、5年生存率は10％に満たない。その理由として、①早期に浸潤癌に進展する
ため、根治切除術の適応になる症例が少ないこと、②既存の抗癌剤が奏功する症例が少ないことが挙げられる。
したがって、浸潤に関わる分子メカニズムを解明して、それを治療標的とする新規治療法を開発すれば、膵癌の
治療成績や予後は改善されることが期待できる。
本研究によって、膵癌の新規がん抑制遺伝子DUSP4が同定され、MAPキナーゼの治療標的としての重要性が確認さ
れた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
膵癌は最も予後不良な癌の一つで、5年生存率は 10％に満たない。その理由として、 

 早期に浸潤癌に進展するため、根治切除術の適応になる症例が少ないこと 
 既存の抗癌剤が奏功する症例が少ないこと 
が挙げられる。したがって、浸潤に関わる分子メカニズムを解明して、それを治療標的とす
る新規治療法を開発すれば、膵癌の治療成績や予後は改善されることが期待できる。 
 膵癌の前癌病変である Pancreatic Intraepithelial Neoplasia (PanIN)や IPMN は、上皮内
癌に進展していく過程で、がん遺伝子 k-ras の変異による恒常的活性化や、がん抑制遺伝子
p16, p53, SMAD4 などの不活化が蓄積されることが既に知られている。しかし、上皮内癌か
らさらに浸潤癌へと進展するメカニズムについてはよく分かっていない。私はこれまでに、
このメカニズム解明を目的として、膵癌の上皮内癌と浸潤癌のゲノム異常を比較検討してき
た。 
 具体的には、19例の通常型膵管癌とともに、10例の浸潤性
IPMN(上皮内癌の一部が浸潤癌に進展している症例) の浸潤
癌分（右図 A）と、上皮内癌部分（右図 B）のゲノム異常を高
解像度アレイ Comparative Genomic Hybridization (CGH)
法にて解析した。その結果、8番染色体短腕（8p）が浸潤癌
では高頻度に欠失していたことから、上皮内癌が浸潤癌に進
展する際には 8pの欠失が必要であり、この 8p領域に浸潤に
関わる責任遺伝子が存在するとの仮説を得るに至った。 
 次に、膵癌細胞株を用いた網羅的発現解析を施行して、8p欠失によって発現抑制を示す 8p
上の遺伝子の中から、DUSP4 遺伝子を抽出した。免疫組織化学にて、DUSP4（核に局在する）の
発現は上皮内癌では認められたが、浸潤癌では顕著に抑制されていることを確認した。また、
DUSP4 遺伝子の導入により膵癌細胞の増殖能は変動しなかったが、浸潤能は有意に低下した。
以上の結果から、DUSP4 は膵癌が上皮内癌から浸潤癌へと進展する過程で欠失する新規がん抑
制遺伝子であることが示唆された。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、膵癌における DUSP4 発現低下の意義を明らかにして、治療標的となり得るシグ
ナルパスウェイの同定を目的とする。 
(1) 膵癌細胞における DUSP4 遺伝子欠失の機能的意義 
 a. DUSP4 欠失膵癌細胞に DUSP4 遺伝子を導入して、増殖能や生存能、運動能等の変化を調べ
る。逆に、DUSP4 欠失のない細胞において DUSP4 をノックダウンしてその影響をみる。 
 b. 安定的 DUSP4 導入膵癌細胞と DUSP4 ノックダウン膵癌細胞を樹立して、免疫不全マウス同
所移植モデルを用いて、in vivo における DUSP4 の機能を調べる。 
(2) DUSP4 関連シグナルパスウェイの同定 
 a. 膵癌細胞ではDUSP4遺伝子が欠失することでどのようなシグナルパスウェイが活性化され
るのかを調べる。 
 b. 活性化したシグナルパスウェイを構成している分子のうち、治療標的となり得る分子を検
索する。既知の知見として、DUSP4 は Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK)を不活化する
脱リン酸化酵素として働くことが知られている。そこで、膵癌細胞ではDUSP4の欠失によりMAPK
 が活性化しているのか否かを調べる。 
(3) DUSP4 関連シグナルパスウェイの治療応用 
 a. 上述のマウス移植モデルを用いて、検索した分子に対する特異的阻害剤（MAPK 阻害剤を含
む）の膵癌分子標的治療としての有効性を検証する。 
 
３．研究の方法 
(1) DUSP4 の機能解析 
①  DUSP4 遺伝子の cDNA を NBRC より入手して、レンチウイルスシステム(Invitrogen)を用い
て DUSP4 遺伝子発現ウイルスを作製する。 
②  DUSP4 遺伝子の発現が低下・消失している 8p 欠失細胞株にウイルスを感染させて、DUSP4
遺伝子を導入する。mRNA およびタンパクレベルの DUSP4 発現を確認後、 細胞増殖能、
Apoptosis 制御能、 細胞周期、浸潤能、 マトリクスメタロプロテアーゼ産生能、遊走能の変
動を調べる。8p の欠失がなく DUSP4 遺伝子を発現している細胞株には DUSP4に対するsiRNAを
導入して発現抑制後、同様の機能解析を行う。 
③  in vivo における DUSP4 遺伝子の機能を調べるために、安定的に DUSP4 遺伝子を導入、あ
るいはノックダウンされた膵癌細胞株を樹立する。これらの細胞とそれぞれの親株細胞を免疫
不全マウスの膵臓に移植して、原発巣の増殖速度や、遠隔臓器への転移、生存期間等を比較す
る。 
以上の実験から、DUSP4 のがん抑制遺伝子としての機能を明らかにする。 
(2) DUSP4 関連シグナルパスウェイの解明 
①  DUSP4 遺伝子を導入、あるいはノックダウンされた膵癌細胞株と、それぞれの親株細胞の
網羅的発現解析を行い、発現が変動する遺伝子を抽出する。解析結果をパスウェイ解析データ



ベース(Ingenuity Pathway Analysis, Ingenuity Systems)に連携して、DUSP4 分子が担うシグ
ナルパスウェイの概要を得る。 
②  このシグナルパスウェイを構成する分子の中から、実際の臨床検体（手術や生検で得られ
た膵癌組織、あるいは内視鏡的に採取された膵液中に含まれる膵癌細胞等）で発現が変動して
いる分子を探索する。そして抽出された分子を診断あるいは治療の標的分子候補とする。 
③  DUSP4 は MAPK を不活化する脱リン酸化酵素としての機能を有することが知られている。膵
癌細胞ではRAS-MAPKやPI3K-AKTなどの癌化シグナルパスウェイが活性化されていることから、
DUSP4 の欠失がこれらのパスウェイの活性化に寄与している可能性が強く示唆される。そこで、
リン酸化タンパクアレイを用いて、DUSP4 の欠失に伴って活性化する癌関連シグナルパスウェ
イを半網羅的に解析する。 
(3) DUSP4 関連シグナルパスウェイを標的とした治療法の開発 
①  DUSP4遺伝子の欠失によるMAPKの恒常的活性化が、膵癌の浸潤に関与するのであれば、MAPK
は有効な治療標的となり得る。実際、膵癌細胞株を用いた in vitro の予備実験において、MAPK
阻害剤 (PD325901)の添加によって、浸潤能は有意に抑制されることを確認した。そこで、膵癌
細胞株を免疫不全マウスの膵臓に同所移植して腫瘤形成後に、阻害剤を経口投与して、腫瘤の
縮小効果や遠隔臓器（肝、肺、脳など）への転移抑制効果、生存期間の延長効果などを調べる。 
 
４．研究成果 
(1) DUSP4 の機能解析 
①  DUSP4 遺伝子導入の影響 
DUSP4 遺伝子の cDNA を NBRC より入手して、レンチウイルスシステム(Invitrogen)を用いて
DUSP4 遺伝子発現ウイルスを作製した。これを 8p欠失に伴い DUSP4 の発現が低下している膵癌
細胞株（PANC-1, KP4-1, MIA Paca2）に感染させたところ、MAP キナーゼの活性化レベルが著
明に抑制され、細胞浸潤能や遊走能、MMP 産生能、アノイキス抵抗性も抑制された。同様の結
果は細胞培養液中に MAP キナーゼ阻害剤（PD325901）を添加することによっても確認された。 
②  DUSP4 遺伝子発現抑制の影響 
反対に、8p 欠失がなく DUSP4 発現が維持されている膵癌細胞株（PK-59）において DUSP4 特異
的 siRNA を用いて DUSP4 の発現を抑制すると、浸潤能や遊走能、アノイキス抵抗性は有意に亢
進した。また、膵管上皮不死化細胞（HPNE）を用いて同様に DUSP4 の発現を抑制すると、MAP
キナーゼの恒常的な活性化を認めた。以上の結果から、正常の膵管上皮では MAP キナーゼの活
性化レベルは DUSP4 によって抑制されているが、膵癌細胞では 8p の欠失によって DUSP4 の発現
が低下し MAP キナーゼが恒常的に活性化している。それによってアノイキス抵抗性や MMP 産生
能、遊走能などの悪性形質を獲得すると考えられた。 
(2) DUSP4 関連シグナルパスウェイの解明 
①  DUSP4 遺伝子導入による MAP キナーゼシグナルパスウェイの抑制 
8p の欠失に伴い DUSP4 の発現が低下している膵癌細胞株に DUSP4 を一過性に導入すると、3種
の MAP キナーゼ（ERK, p38, JNK）が不活化された。 
②  DUSP4 発現抑制による ERK の活性化 
膵管上皮不死化細胞で DUSP4 の発現を抑制すると、MAP キナーゼパスウェイのうち ERK のパス
ウェイが有意に活性化され、p38 や JNK の活性化レベルは変化なかった。さらに、DUSP4 発現が
維持されている膵癌細胞株を用いて DUSP4 に対する shRNA を安定的に発現する細胞株を樹立し
て親株と比較したところ、ERK の活性化レベルの更新を認めた。 
以上の結果から、DUSP4 の発現が低下した膵癌細胞では MAP キナーゼ、特に ERK が活性化され、
浸潤能や生存能の獲得に関与していることが明らかとなった。 
(3) DUSP4 関連シグナルパスウェイを標的とした治療法の開発 
①  MAP キナーゼ阻害剤の有効性の検討（in vitro） 
MAP キナーゼパスウェイを遮断する MEK 阻害剤を膵癌細胞株に添加すると、足場非依存的生存
能および浸潤能が顕著に抑制された。阻害剤の非特異的作用の可能性を否定するために MEK の
ドミナントネガティブ変異体を癌細胞に導入すると、阻害剤添加時と同様に足場非依存的生存
能および浸潤能の低下が認められた。 
②  MAP キナーゼ阻害剤の有効性の検討（in vivo） 
免疫不全マウスを用いてヒト膵癌同所移植モデルを構築し、
MEK 阻害剤（治療群）または溶媒のみ（対照群）を継続的に投
与して治療有効性を検証した。治療群は対照群に比べて原発
腫瘍巣の大きさが顕著に抑制されていた（右図）。また、周囲
組織への浸潤や遠隔転移も軽減していた。それらの結果とし
て、治療群では癌細胞移植後の生存期間が有意に延長した。 
以上の結果から、8p の欠失による DUSP4 発現低下に伴って活性化される MAP キナーゼは膵癌の
有望な治療標的であることが明らかとなった。 
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