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研究成果の概要（和文）：本研究ではRUNX2のノックダウンが膵がん細胞のゲムシタビン（GEM）感受性に及ぼす
影響を調べた。膵がん細胞（AsPC-1 (p53欠損型)、MiaPaCa-2 (p53変異型)、Panc-1 (p53変異型)）でRUNX2をノ
ックダウンするとGEM感受性の向上が観察され、AsPC-1細胞ではTAp73の、そしてMiaPaCa-2およびPanc-1細胞で
はTAp63の発現および活性上昇が検出された。したがって、RUNX2のノックダウンによるTAp73あるいはTAp63の活
性化がp53の機能不全を補い、膵がん細胞のGEM感受性向上に寄与する可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：RUNX2 which belongs to RUNX transcription factor family, plays a vital role 
in the regulation of osteogenesis. Recently, accumulating evidence demonstrated that RUNX2 is 
expressed at higher level in numerous human cancer tissues compared to their corresponding normal 
ones, indicating that RUNX2 might have a pro-oncogenic role. In this study, we have asked whether 
RUNX2 silencing could enhance gemcitabine (GEM) sensitivity of pancreatic cancer cells. 
siRNA-mediated knockdown of RUNX2 increased GEM sensitivity of p53-null AsPC-1, p53-mutated 
MiaPaCa-2 and p53-mutated Panc-1 cells. Intriguingly, RUNX2 depletion caused a marked induction and 
activation of TAp73 and TAp63 in AsPC-1 cells and MiaPaCa-2/Panc-1 cells, respectively. Similar 
results were also obtained in spheres generated from MiaPaCa-2 cells. Thus, our present observations
 suggest that RUNX2 depletion improves GEM sensitivity of pancreatic cancer cells through the 
potentiation of TAp73/TAp63-dependent cell death pathway. 
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１．研究開始当初の背景 
RUNX 転写因子ファミリーに属する RUNX2 
は、骨形成のマスターレギュレーターとし
て機能することが知られている。一方で腫
瘍組織を用いた発現解析から、RUNX2 の発
現レベルは正常組織に比べて様々な腫瘍組
織（前立腺がん、乳がん、骨肉腫、膵がん
など）で高いという報告が相次いでいる。
したがって、RUNX2 は骨形成に加えて「が
ん遺伝子」としての役割を持つ可能性が強
く示唆されていた。 
２．研究の目的 
申請者は骨肉腫由来の U2OS 細胞において
RUNX2 をノックダウンすると、p53 および
TAp73 依存性の細胞死誘導機構の活性化を
介して、U2OS 細胞のアドリアマイシンに対
する感受性が顕著に向上することを見出し
た。そこで本研究では難治性腫瘍の代表で
ある膵がんにおいて、RUNX2 のノックダウ
ンがゲムシタビン感受性の改善に寄与する
かどうかを明らかにすることを目的とした。 
３．研究の方法 
膵がん細胞：p53 の遺伝子型が異なる四種
類の細胞を用いた。SW1990(野生型)、AsPC-1 
(欠損型)、MiaPaCa-2 (変異型)、Panc-1 (変
異型)。 
遺伝子導入：リポフエクトアミン法を用い
て上記の細胞に発現プラスミドおよび
siRNA を導入した。 
発現解析：RNA およびタンパク質の発現解
析はそれぞれ半定量 PCR 法、およびウエス
タン法を用いて行った。 
細胞生存率の解析：ゲムシタビン処理群お
よび無処理群の生存率を WST 法で解析した。 
細胞死の解析：トリパンブルー法を用いて
細胞死の有無を調べた。 
タンパク質間相互作用の検討：免疫沈降法
を用いて調べた。 
プロモーター解析：ルシフェラーゼ・レポ
ーター法を用いて行った。 
４．研究成果 
四種類の膵がん細胞のゲムシタビン感受性
を WST法で比較検討したところ、野生型p53
を発現する SW1990 細胞は高感受性を示し
たが、p53 欠損および p53 変異型細胞は低
感受性を示した。したがって、p53 の遺伝
子型が膵がん細胞のゲムシタビン感受性の
決定に関与することが示唆された。 
そこで、AsPC-1、MiaPaCa-2、Panc-1 細胞
において RUNX2 をノックダウンしたところ、
いずれの細胞においてもゲムシタビンに対
する感受性が向上した。ウエスタン法およ
び半定量 PCR 法による発現解析を行ったと
ころ、AsPC-1 細胞では TAp73 の、そして
MiaPaCa-2 および Panc-1 細胞では TAp63 の
発現誘導に加えて転写因子としての活性化
の上昇が観察された。これらの実験結果は、
RUNX2 のノックダウンによって p53 の機能
不全を TAp73 あるいは TAp63 が補う可能性
を示唆している。現時点では、細胞種によ

る TAp73 および TAp63 の使い分けの仕組み
は不明である。 
さらに、三次元的な細胞塊を模倣したスフ
ェア培養系において同様の実験を行った。
SW1990細胞はスフェアを形成しなかったが、
MiaPaCa-2 細胞は効率的にスフェアを形成
した。この MiaPaCa-2 細胞に由来するスフ
ェアに対して RUNX2 をノックダウンすると、
コントロールノックダウン細胞に比べてゲ
ムシタビンに対する感受性が向上した。ウ
エスタン法による発現解析の結果から、
RUNX2 のノックダウンによる TAp63 の発現
上昇が検出された。 
膵がんでは p53 が高頻度に（75%）変異し
ていることが知られていることから、p53
変異が膵がんのゲムシタビン低感受性に関
与していることが考えられる。本研究結果
から、RUNX2 ノックダウンが p53 の遺伝子
型に関わらず膵がん細胞のゲムシタビン感
受性を向上させることが強く示唆された。 
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