
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

若手研究(B)

2014～2013

膵発癌における転写因子EVI1の分子ネットワークの解明

Elucidation of EVI1 molecular network in pancreatic carcinogenesis

５０６４５７１０研究者番号：

田中　麻理子（Tanaka, Mariko）

東京大学・医学（系）研究科（研究院）・助教

研究期間：

２５８６０２６３

平成 年 月 日現在２７   ６ ２４

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：膵がんは予後不良な疾患で、発がん初期機構は未解明な部分が多い。KRAS遺伝子変異は膵発
がんの重要分子だが、それ単独では発がんの全てを説明し得ない。申請者は発がん初期の胃上皮形質獲得に注目し、膵
前がん病変及び膵がんで転写因子EVI1が過剰発現し、EVI1がKRAS抑制分子miR-96の発現抑制を介してKRAS発現を上昇さ
せ腫瘍促進的に働くことを明らかにした。これは、膵発がん初期にEVI1過剰発現とKRAS遺伝子変異が協調的にKRAS経路
活性化に働くこと、EVI1やmiR-96が有用なマーカーかつ治療対象となり得ることを示唆しており、現在の膵がん治療の
限界に新しい方向性を提唱する重要な成果である。

研究成果の概要（英文）：Pancreatic cancer typically manifests a very poor prognosis. The precise 
mechanism of pancreatic carcinogensis is still unclear. Although an activating point mutation of KRAS is 
an early event in pancreatic carcinogenesis, it remains unclear whether KRAS mutation is solely 
responsible for initiation of pancreatic carcinogenesis. By tracking potential transcriptional regulators 
of gastric epithelial genes in pancreatic neoplasms, we found that overt expression of ecotropic viral 
integration site 1 (EVI1) oncoprotein is a hallmark of human pancreatic cancer and its precursors. In 
pancreatic cancer cells, EVI1 poses the oncogenic role by upregulating KRAS expression through 
suppression of a potent KRAS suppressor, miR-96. Results suggest that EVI1 oncoprotein and KRAS mutation 
converge on activation of the KRAS pathway in the early phase of pancreatic carcinogenesis and implicate 
EVI1 and/or miR-96 as candidate early markers and therapeutic targets in pancreatic cancer.

研究分野： 病理学
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１．研究開始当初の背景 
膵がんは本邦のがん死因第 4 位を占める予

後不良ながん腫である。最多の組織型は膵管
がんで、前がん病変として pancreatic 
intraepithelial neoplasia (PanIN), 
intraductal papillary mucinous neoplasm 
(IPMN), mucinous cystic neoplasm (MCN)
がある。エクソーム解析やコピー数解析から、
膵管がんの大半に KRAS の活性型変異が、半
数以上に TP53, SMAD4, CDKN2A の不活性
化が認められ膵管がんの中枢シグナルはクロ
マチン制御機構を含めた 13 個に集約される
こ と 、 転 移 巣 の 遺 伝 的 不 均 一 性
（heterogeneity）は原発巣に既に存在してい
ること、家族性膵がんには特定の生殖細胞突
然変異（germline mutation）がみられること
などが明らかとなり、膵管がんの性質や進展
機構が解明されてきた（Biankin, A. V. et al, 
Nature 491:399–405, 2012; Jones, S. et al, 
Science 321:1801–1806, 2008, Yachida et al, 
Nature 467:1114–1117, 2010, Jones S et al, 
Science 324:217, 2009.）。一方、発がん初期
の機構については未解明の部分が多い。膵管
がんに至る多段階発がんモデルが存在し、初
期には膵腺房細胞が膵管上皮へと化生を起こ
し（acinar-to-ductal metaplasia: ADM）、
PanIN を経てがん化すること、この際 KRAS
変異が鍵となることが in vitro や遺伝子改変
マウスモデルから提唱されている。KRAS 変
異は膵がんの最重要因子であるが、多段階発
がんでは初期（low-grade PanIN）での KRAS 
変異率は 30％程度と低く、また進行期ほどそ
の変異頻度が高くなること、遺伝子改変マウ
スモデルではKRAS変異単独での膵発がん誘
導はヒトのそれを完全には模倣できていない
ことなどから、膵管（あるいは腺房）におけ
る遺伝子異常はKRAS変異が必ずしも最初で
はないと考えられる。 
膵がんの生物学的特徴を理解する上で、発

がん初期機構の解明は重要であり、KRAS 変
異の他にどのような機構が寄与するのかにつ
いて多角的アプローチを用いた研究が行われ
ている。申請者はヒト検体における発がん初
期の形態学的変化、特に胃型形質獲得が起こ
ることに注目し、KRAS 変異に加えて発がん
開始を推進する分子機序の同定を目的に検討
を行った。研究開始時点では、既に申請者が
同定していた、膵前がん病変で発現する胃上
皮関連分子 claudin-18 などを指標とし
（Tanaka et al, J Histochem Cytochem 
59:942-52, 2011）、マイクロアレイ解析と in 
silico 解析から、膵がんにおいて胃上皮形質と
発現相関を示す転写因子 Ecotropic virus 
integration 1 site（EVI1）を見出しており、

EVI1 を軸に研究を進めた。 
 
２．研究の目的 
膵がんの発がん初期機構解明のために、

EVI1 に着目し、膵発がんに必須の KRAS 分
子との関係を軸に、転写因子 EVI1 を取り巻
くネットワークが膵発がん過程にどのように
寄与しているかを明らかにすることを目的と
した。 
(1) ヒト検体における EVI1 発現と臨床病理

学的検討：ヒト膵切除組織検体（非腫瘍
性膵、膵前がん病変、膵がん）を用い、
発がん初期の EVI1 発現を検討する。 

(2) In vitro再構成系でのEVI1の腫瘍促進能、
EVI1 と KRAS の関係性の検討：ヒト膵
管上皮細胞（HPDE 細胞）と膵がん細胞
における EVI1 発現抑制が腫瘍促進的に
作用するか、KRAS との発現相関を示す
かを検討する。 

(3) EVI1-KRAS ネットワークの解明：EVI1
と KRAS の間に介在する経路を同定し、
治療介入可能な EVI1 下流標的分子を見
出す。 

 
３．研究の方法 
(1) 膵がんおよび前がん病変における EVI1

発現：東京大学医学部附属病院の膵腫瘍
外科切除症例 224 例（1986～2009 年）に
対し、Tissue Micro Array （TMA）を作
成し免疫組織化学的に EVI1 発現を検討
した。 

(2) 膵がん細胞における EVI1 の腫瘍促進
能：EVI1 に対する siRNA を培養細胞に
導入し、細胞増殖能評価、wound healing 
assay、細胞周期解析を行った。 

(3) 膵がん細胞における EVI1 による KRAS
経路の修飾：定量的 RT-PCR と western 
blotting により KRAS およびその下流経
路の発現変動を検討した。 

(4) 膵がんにおける EVI1-KRAS ネットワー
クの描出：EVI1 の KRAS 制御機構につ
いて、KRAS プロモーター領域に対する
EVI1 の直接結合の有無をクロマチン免
疫沈降とルシフェラーゼレポーターアッ
セイで検証した。直接結合を見出すこと
が出来なかった場合は、 microRNA
（miRNA）が介在分子として作用するか
を文献的検討及び結合予測プログラムに
より探索し、定量的 RT-PCR で検証した。
さらに、miRNA 前駆体と host gene の定
量により、EVI1 が標的 miRNA を転写レ
ベルで制御しているかを検証した。また、
対象の miRNA の導入により、EVI1 の膵
がん細胞における腫瘍促進能が再現され
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