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研究成果の概要（和文）：関与遺伝子の解析で、ARシグナルの上流に存在するLPA2と、その修飾因子のNHERF2を
候補として抽出した。膵癌を用いた検討は当初の計画と逆の臨床結果が確認（AR発現群が予後良好）されたた
め、膵癌を用いた検討でなく大腸癌モデルでの検証を行った。
この大腸癌研究において、AR核移行を制御するNHERF2・LPA２それぞれの癌遺伝子、抗癌剤耐性因子としての役
割を研究し、それらを学会発表・論文化して報告した。
膵癌臨床検体を用いたサブ解析として、バイオマーカーとして知られるp53とMDM2についてIHCでの評価とSNP解
析をおこない、論文として報告した。

研究成果の概要（英文）：We identified two promising factors, Lysophosphatidic acid receptor 2 (LPA) 
and Na+/H+ exchange regulatory factor 2 (NHERF2) which have some funcions to regulate AR and induce 
chemoresistance. However, the analysis with clinical samples showed that AR expression did not 
contribute poor prognosis and the additional laboratory investigation was not able to detect AR 
nuclear translocation in pancreatic cancer cell lines, which required the revision of our initial 
study design. We focused on LPA2 and NHERF2 as the oncogenic and chemoresistant factor in colon 
cancer, instead of pancreatic cancer. We kept experiments and got data which showed LPA2 and NHERF2 
had specific functions in terms of carciogenesis and chemoresistance. In addition, we performed SNPs
 and IHC analysis in pancreatic cancer patients and found p53 and MDM2 as specific biomarkers.  
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１．研究開始当初の背景 
癌死亡率の多くを占める消化器進行癌にお
いて、これまでの化学療法に加え分子標的治
療は新たな治療戦略をもたらした。なかでも
EGFR の抑制は最も注目される分子標的の
一つであるが、その効果は限定的で、さらな
る新規分子標的への期待は大きい。申請者ら
は 過 去 に EGFR リ ガ ン ド で あ る
amphiregulin の抗癌剤耐性誘導を報告して
きた。これらをもとに、抗癌剤耐性のメカニ
ズムの解明と、膵癌を中心とした消化器癌の
新規分子標的・バイオマーカーの樹立を目指
した。 
 
２．研究の目的 
消化器癌モデルをもちいて、Amphiregulin
および HB-EGF の核移行による抗癌剤耐性
獲得メカニズムの解明とそれらによる新規
分子標的の樹立を目的とした。さらに、消化
器癌において特に予後不良であり、治療戦略
の選択肢の限られている膵癌への応用を目
指した。 
 
３．研究の方法 
研究立案時、下記の方法での検証を予定した。 
(1)①.核移行に関与する遺伝子の解析と修飾
因子の検索 
②.①で抽出された標的遺伝子の発現と現

象との関連性の検証(in vitro) 
③.ヌードマウス皮下移植モデルを用いた

①で抽出された遺伝子との関連性の検証(in 
vivo) 
(2)①.膵癌細胞を用いた核移行シグナルの機
能解析 
②.膵癌細胞の移植モデルを用いた in vivo

解析 
③.外科手術標本・EUS-FNA 下採取した膵

癌組織を用いた免疫組織化学染色での臨床
病理解析 
 
４．研究成果 
(1)①.核移行に関与する遺伝子の解析と修飾
因子の検索 
関与遺伝子の解析で、AR シグナルの上流に
存在する Lysophosphatidic acid receptor 2 
(LPA2)が候補として抽出された。そこで、
LPA2 を中心的に研究している Emory 
UniversityのChris Yun研究室と共同で研究
をすすめることとした。さらに、LPA2 の
scaffold protein である Na+/H+ exchange 
regulatory factor 2 (NHERF2)も修飾因子と
候補に挙げられた。それらの結果より、LPA2、
NHERF2 の二つを新規解析因子として以降
の研究をすすめることとなった。 
 
②.①で抽出された標的遺伝子の発現と現象
との関連性の検証 (in vitro) 

LPA2 および NHERF2 それぞれが癌での発
現を確認。さらに、knockdown した細胞では、
蛍光免疫染色上 AR の核の局在が減弱してい
ることを確認。そのうえで細胞増殖を検証し
たところ、LPA2 および NHERF2 のいずれ
においても knockdown 細胞において増殖能
が抑制された。さらに、抗癌剤感受性試験
(IC50)において、それぞれの knockdown 細
胞で抗癌剤感受性が亢進した結果を確認し
た。これにより、LPA2、NHERF2 いずれに
おいても抗癌剤耐性を調整することが In 
vitro レベルで明らかとなった。 
 
③.ヌードマウス皮下移植モデルを用いた 1)
で抽出された遺伝子との関連性の検証 (in 
vivo) 
LPA2 および NHERF2 ノックダウン細胞を
ヌードマウスの皮下に移植したモデルを用
いて腫瘍増殖能を検証すると、いずれのノッ
クダウン細胞においても、腫瘍増大が抑制さ
れた。しかし、腫瘍の自然増殖能がコントロ
ールとノックダウン腫瘍間で差が大きいた
め、3 週間にわたる抗癌剤投与下の効果比較
では、2 群間の自然増殖能の差が影響し有意
な結果が得られなかった。 
 
(2)①.膵癌細胞を用いた核移行シグナルの機
能解析 
膵癌細胞株を用いて HB-EGF・AR の発現を
PCR 解析したところ、複数の細胞株で発現確
認が可能であった。しかし、AR の核移行が
蛍光免疫染色・核抽出による WB のいずれに
おいても確認できず、AR の核移行自体が同
定できなかった。HB-EGF はシグナル自体が
微弱で評価困難であった。 
 
②.膵癌細胞の移植モデルを用いた in vivo 解
析 
上記・後述する下記理由のため、膵癌細胞を
用いた in vitro/in vivo検証はこれ以上行わず、
後述する追加検討を行った。 
 
③.外科手術標本・EUS-FNA 下採取した膵癌
組織を用いた免疫組織化学染色での臨床病
理解析 
膵癌 61 例を抽出し、その病理組織検体を用
いて抗 AR 抗体、抗 HB-EGF 抗体で芽根喜組織
化学染色（IHC）を施行。HB-EGF は非特異的
染色が強く、陽性・陰性染色の判定が困難で
あったため、染色状態が良好な AR を用いた
解析を行った。我々の大腸癌の検討によると、
AR の染色は細胞質が陽性のものは核内も同
様に陽性であったが、膵癌においては核内の
染色率は 2 例（3％）のみと極めて少なく、
AR 核移行の存在が十分に明らかにされなか
った。また、細胞質における AR 発現と予後
の相関をみてみると、大腸癌と異なり、AR 発



現群が非発現群よりも予後が良いという逆
転した結果であった。さらに、膵癌細胞株
（MiaPaCa-2、PANC1）を用い、蛍光免疫染色
法（IF）での AR の核内シグナル確認と、キ
ットを用いて核抽出し WB で核内発現の確認
をしたが、いずれにおいても AR の核移行の
存在が確認できなかった。以上より、ARの核
移行は膵癌においては確認されず、抗癌剤耐
性モデルの解析には意義が乏しいと考えた。 
 
【本研究における追加検討】 
上記より、膵癌を用いた検討は継続困難と判
断し、計画当初に万一計画通りにいかなかっ
た場合に備えて検討していた通り、すでに AR
核移行が確認でき、臨床検体においてもその
発現意義を確認報告している大腸癌モデル
での検証を行うこととした。この大腸癌研究
において、NHERF2 をノックダウンした
細胞株を用いた腫瘍増殖能にくわえ、ノッ
クアウトマウスを用いた発癌モデルにおい
ても、NHERF2 のノックアウトが腫瘍増
殖に抑制的に働くことを見出し、NHERF2
自体が大腸癌の癌遺伝子として働く事に着
目した論文を作成し、2016 年 2 月に 
American Journal of physiology 
Gastrointestinal and Liver Physiology 
に accept された。さらに、LPA2 に関する
解析として、LPA2 自体の発現が癌の発現
を制御することを、トランスジェニックマ
ウスを用いて明らかにし、PLos One に
2016 年 2 月に投稿、accept された。 
膵癌臨床検体を用いたサブ解析として、バイ
オマーカーとして知られる p53 と MDM2 につ
いて IHC での評価と、SNP 解析をおこなった
ところ、p53 の SNP 変異は膵癌のリスクファ
クターとして、MDM2 の SNP 変異は予後予測因
子として有用であることを明らかし、論文と
して報告した。（PLos One 2015 Mar 3;10(3)） 
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