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研究成果の概要（和文）：shRNAの手法にて作成した膵癌細胞株2種類を用いて機能解析を行った．抗癌剤の感受
性について検討したが，有意な結果は得られなかった．しかしながらSLP-2の発現を抑制した細胞株では，細胞
の移動能及び浸潤能が顕著に低下し，EMTが制御されていることが示された．マウスを用いた肝転移モデルにお
いて発現抑制株では肝転移の形成された個数が有意に低下していることが示された．以上よりSLP-2はEMTを介し
た癌細胞の浸潤転移を調整することで，肝転移に関与し予後を調整している可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：Functional analysis was performed using two types of pancreatic cancer cell 
lines prepared by shRNA technique. We examined the susceptibility of anticancer drugs, but no 
significant results were obtained. However, in the cell line that suppressed the expression of 
SLP-2, the migratory ability and invasive ability were remarkably decreased, indicating that the EMT
 was controlled. In the liver metastasis model using mouse, it was shown that the number of liver 
metastasis was significantly decreased in the SLP-2 suppressed ccells. From the above, it is 
suggested that SLP-2 may regulate the invasive ability and metastasis of cancer cells via EMT.

研究分野：外科
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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 
 我々の施設ではこれまで膵癌の予後に寄

与する因子の探索的研究を行い，Stomatin 

like protein 2(SLP-2)が新規予後規定因子

であることを世界に先駆け報告した 1)．その

手法として，StageⅡB膵癌のうち，5年生存

が得られた予後良好な 4例，早期再発から癌

死に至った 4例，正常膵組織 5例からなるホ

ルマリン固定パラフィン包埋組織(FFPE)を

使用し，網羅的プロテオミクス解析から全

1229 タンパク質を抽出し，免疫染色法による

評価確認を行い抽出した(図 1) 

 Stomatin like protein2(SLP-2)は胃癌 2)，

肺癌 3)，乳癌 4)といった他癌種においても，

その発現によって予後不良になることが報

告され，近年癌の悪性化に関与する因子とし

て注目されている(図 2)． 

Stomatin はヒト赤血球の細胞膜から単離，同

定された膜タンパク質であり，SLP-2 は N 末

の疎水性領域を欠失したサブタイプとして

同定された 5)．細胞内ではミトコンドリアに

その局在が集中しており，ミトコンドリア内

膜に存在するカルジオリピンと結合するこ

とで膜の安定化に寄与することや，電子伝達

系における呼吸鎖の形成に関与することな

どがこれまで明らかにされている 6）．また癌

の悪性化について，これまで食道癌における

増殖能や接着能への影響 7)，神経膠腫におけ

る MMP の活性化や浸潤能への効果 8)など，癌

種によって様々な要因が報告されているが，

膵癌についての報告はなく，その機能や予後

との関連性については明らかにされていな

い．  

２．研究の目的 
 本研究の目的はSLP-2の機能解析を行うこ

とで，癌の悪性化に関与するメカニズムを明

らかにすることにある．SLP-2 はミトコンド

リア内膜に局在するタンパク質である．これ

まで膜の安定化に関与することでアポトー

シス関連因子の放出を抑制し，抗アポトーシ

ス効果として表現される 9)．食道癌におい

て，SLP-2 の発現を抑制することで，カン

プトテシンやアドリアマイシン，シスプラ

チン投与時のアポトーシスが誘発される

ことが示されている 10)．これらの報告から，

SLP-2 の発現は抗癌剤由来のストレスが細

胞に加わった際に，ミトコンドリア由来の

アポトーシスに関与することで，抗癌剤に

対する耐性獲得につながっている可能性が

あるのではないかと予測した．またこれ以外

にも，細胞の移動能や接着能に関連する報告

もあることから，本研究では第一に SLP-2 の

発現をもとに抗癌剤感受性の予測を行うこ

と，次いで SLP-2 の発現と膵癌の予後を悪化

させるメカニズムについて移動能，浸潤能な

どといった機能を評価することで明らかに

したいと考えた． 

３．研究の方法 
 本研究はSLP-2の癌悪性化に関与するメカ

ニズムを解明すべく，膵癌細胞株を用いた基

礎的研究及び動物を用いた生体内での評価

を平行して行うこととした．  

(1) 基礎的研究(in vitro) 

SLP-2 の発現を調整した細胞株を用いて，細

胞の増殖能や抗癌剤投与後の viability，ア

ポトーシスへの影響について，ミトコンドリ

アの機能解析を行うとともに明らかにする．

またSLP-2の発現と細胞の移動能や浸潤能と



いった機能についての解析を行う． 

(2) 動物実験(in vivo) 

マウスを用いてSLP-2の発現が腫瘍の形成能

に及ぼす影響について検証する．また抗癌剤

の感受性を評価すべく，形成された腫瘍に対

し抗癌剤を投与することで腫瘍の縮小能や

その後の生存期間への影響について検討す

る．また SLP-2 の発現が腫瘍の転移形成能に

影響がないか検証すべく，細胞株を脾臓に注

入する肝転移モデルを作成し発現量による

変化について評価を行った． 

 
４．研究成果 

(1) 細胞選択・安定発現抑制株の作成 

膵癌細胞株6種類(Panc1, Miapaca2, SUIT2, 

ASpc, BxPC3, SW1990)を用いて，SLP-2 の

発現を比較したところ，Panc1,ASPC1 の発

現量が高いことから，この 2種類の細胞株

を用いて研究を行うこととした．SLP-2 の

shRNA を作成し，これを膵癌細胞株に導入

し，安定発現抑制株及び安定発現株を作成

した．以後の研究は本細胞株を用いて行うこ

ととした(図 3)． 

 

(2) 抗癌剤感受性についての検証 

安定発現株及び安定発現抑制株を用いて

5Fluorouracil,GemcitabineのIC50について

測定した．結果として SLP-2 の発現量の変化

による抗癌剤の感受性変化は認められず，感

受性に対する影響は低いものと考えられた． 

(3) SLP-2 の発現を抑制することで膵癌細胞

の移動能・浸潤能は低下する 

scratch assay 及び trans-well assay を用い

て移動能についての評価を行った．SLP-2 の

発現量を抑制することで移動能が有意に低

下することが明らかとなり，matrigel でコー

ティングされた Boydem chamber を用いた浸

潤能の評価でも同様にSLP-2の発現が抑制さ

れることで浸潤能が有意に抑制されること

が明らかとなった(図 4,5)． 

(4) SLP-2 の発現は Epithelial-mesenchymal 

transition を制御している 

SLP-2 の発現が癌細胞の移動・浸潤能に深く

関与していることことから，そのメカニズム

を解明すべく，EMT 関連マーカーの発現を

western blot 法を用いて評価した．その結果

SLP2 の発現を抑制した細胞株では上皮系マ

ーカーである E-cadherin の発現が上昇し，

間葉系マーカーである Vimentin の発現が抑

制された．以上より SLP-2 の発現が上昇する

ことで，癌細胞では EMT が誘導されている可

能性が示唆された(図 6)．  

 



(5) SLP-2 の発現は生体内における肝転移形

成に深く関与している 

SCIDマウスを用いた Xenograft model を作成

した．SLP-2 の安定発現株及び安定発現抑制

株(1.0×105 cells)をマウスの肝臓に注入し，

6 週間後に形成された肝転移の個数を評価し

た．その結果安定発現株では平均 22 個の肝

転移を形成するのに対し，安定発現抑制株

(sh1,sh2)では sh1 で平均 2.3 個，sh2 では平

均 1.6 個と有意に転移形成数が抑制され，

SLP-2 の発現が生体内において肝転移形成に

顕著に関与していることが示された． 

 

 以上の結果から SLP-2 は EMT を介した癌細

胞の浸潤転移を調整することで，肝転移を制

御し膵癌の予後に関与している可能性が示

唆された．SLP-2 は細胞内においても特にミ

トコンドリアに発現が偏在しているタンパ

ク質である．ミトコンドリア由来の単一タン

パク質が EMT 及び，肝転移を制御しうるとい

う報告は少なく，極めて興味深い知見である

といえる．今後はミトコンドリア由来タンパ

クである SLP2 を通じた遠隔転移形成に関与

するシグナル伝達のメカニズムを明らかに

することで，癌の予後規定因子のみならず，

新たな分子標的治療の標的としての可能性

について検証していく必要があると考える． 
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