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研究成果の概要（和文）：8p欠失に伴って発現低下するZNF395の膵癌進展における意義を解明するため、ZNF395
の発現が低下している膵癌細胞株を用いて、ドキシサイクリン誘導性ZNF395発現細胞を樹立した。ZNF395を誘導
すると細胞周期の遅延により増殖が著明に抑制された。膵癌切除組織を用いた免疫組織化学で、ZNF395の発現は
非癌部の膵管上皮と腺房細胞の細胞質に認められた。加えて、前癌病変の腫瘍細胞も同様に発現していた。一
方、浸潤癌では発現が有意に低下しており、特に低分化の癌細胞で顕著に低下していた。ZNF395の発現低下は膵
癌の予後不良と相関する傾向を示した

研究成果の概要（英文）：To elucidate the functional significance of downregulation of ZNF395 due to 
8p loss in pancreatic carcinogenesis, pancreatic cancer cell lines for doxycycline-inducible 
expression of ZNF395 were established. The proliferation potentials were markedly suppressed through
 a cell cycle arrest by induction of ZNF395. Immunohistochemical analyses of resected pancreatic 
cancer tissues revealed that the expression of ZNF395 was observed in cytoplasm of non-tumorous 
pancreatic ducts and acinar glands. In addition, it was detectable in intraepithelial lesions. On 
the other hand, ZNF395 expression was significantly reduced in the cancer cells in invasive lesions,
 especially in these with poor differentiation. Downregulation of ZNF395 showed a tendency to be 
worse prognosis in the patients with pancreatic cancers.

研究分野： 人体病理学

キーワード： 膵癌　ZNF395　がん抑制遺伝子　細胞周期

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膵前癌病変が浸潤癌へ進展する分子メカニズムの一部を明らかにした。8p欠失に伴うZNF395の発現低下は膵癌前
駆細胞に細胞周期の脱制御と増殖能亢進をもたらした。今後、ZNF395の下流で活性化されるシグナルパスウェイ
の同定を目指す。本研究で得られる知見は、新規の膵癌早期診断法および分子標的治療法の開発に応用可能であ
る。予後不良な難治癌である膵癌の治療成績の向上に寄与することを期待する

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－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、10 年生存率は 4.9％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、
上皮内癌が浸潤癌へと進展するメカニズムはよく分か
っていなかった。私たちは、浸潤癌（右図 A）と上皮
内癌（右図 B）のゲノムコピー数異常を比較検討し
て、第 8 番染色体短腕（8p）の欠失が膵癌の進展に重
要であることを見出した。さらに 8p 上に存在する
DUSP4 の発現低下が膵癌細胞の浸潤能獲得に寄与す
ることを報告した。本研究は、DUSP4 と同様に 8p
の欠失に伴って発現低下する ZNF395 に注目して、膵癌の進展過程における機能的意義を明ら
かにするために遂行された。 
 
２．研究の目的 

本研究では、以下の項目について解析を進める。 
(1) 膵癌細胞における ZNF395 遺伝子欠失の機能的意義の検討 
 ①ZNF395 欠失膵癌細胞に ZNF395 遺伝子を導入して、増殖能や生存能、浸潤能、運動能

等の変化を調べる。 
 ②ZNF395 欠失膵癌細胞を用いてドキシサイクリン（Dox）誘導性 ZNF395 発現膵癌細胞

を樹立する。Dox 誘導後の細胞形質の変化を in vitro で検証する。 
(2) ZNF395 関連シグナルパスウェイの同定 
 ①膵癌細胞では ZNF395 遺伝子が欠失することでどのような発現変動が生じているのかを

調べる。さらに、発現変動に伴い活性化されるシグナルパスウェイを同定する。 
 ②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

検索し、特異的阻害剤の有無と治療薬としての実現性について検討する。 
(3) ヒト膵癌組織における ZNF395 の発現解析 
 ①外科切除された膵癌組織を用いて ZNF395 の発現を免疫組織化学で解析する。 

②臨床病理学的因子との相関性を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) ZNF395 の機能解析 

①ZNF395 cDNA を pTRIPZ ベクターに挿入して、Dox 誘導下で ZNF395 を発現するプラスミ
ドを構築する。これを膵癌細胞株 PANC-1 に導入し、ピューロマイシンで選別後、耐性株
を得る。 
②得られた細胞株が Dox 誘導性に ZNF395 を発現することを Western blot 法および免疫細
胞化学で確認後、以下の機能の変動を調べる。 
 細胞増殖能（MTS アッセイ, Promega） 
 Apoptosis 制御能（ヒストン/DNA 断片 複合体検出 ELISA キット, Promega） 
 細胞周期（FACSCalibur, BD） 
 浸潤能（マトリゲル インベージョンチャンバー, BD） 
 マトリクスメタロプロテアーゼ産生能（Gelatin-zymography, Primary Cell） 
 遊走能（Migration assay, Platypus Technologies） 

③これらの細胞株を免疫不全マウスの膵臓に移植した後、Dox を投与して腫瘍の増殖能や
転移能、生存期間の変化等を観察する。既に本研究で使用するヒト膵癌細胞株が免疫不全
マウス(NOD-Scid)の膵臓に移植可能であり、移植後の進展を観察できることを確認してい
る。 

(2) ZNF395 関連シグナルパスウェイの解明 
①ZNF395 の誘導性発現あるいはノックダウンによって発現変動する遺伝子を網羅的に抽出
するために、マイクロアレイ(Agilent)を用いた網羅的発現解析を行う。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、ZNF395 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）で発現レベ
ルや活性化レベルが変動していることが報告され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標的分子候補の中で、すでに特異的阻害剤が存在する分子があれば、その阻害剤によっ
て制御されるシグナルパスウェイを検索する。 

(3) ヒト膵癌組織における ZNF395 の発現解析 
①大分大学附属病院で膵癌切除術が施行された 90症例の組織標本と ZNF395 特異的抗体を
用いて免疫組織化学を施行する。正常膵管と前癌病変および浸潤癌における ZNF395 の局
在、発現率を比較する。 
②臨床病理学的因子との相関性を調べることで膵癌における ZNF395 発現低下の臨床病理
学的意義を明らかにする。 

 
４．研究成果 
(1) ZNF395 の機能解析 

①Dox 誘導下で ZNF395 を発現する膵癌細胞株 を 2株（PANC/ZNF-1 と PANC/ZNF-2）と、そ
れらのコントロール細胞株を 2株（PANC/vec-1 と PANC/vec-2）樹立した。Dox 添加により
PANC/ZNF-1 と PANC/ZNF-2 の細胞質に ZNF395 の発現が認められた（下左図）。 
②Dox 添加 72時間後の増殖率を比較したところ、PANC/vec-1 と PANC/vec-2 では変化はな
かったが、PANC/ZNF-1 および PANC/ZNF-2 では ZNF395 の誘導により増殖能が顕著に抑制さ
れた（下右図）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

③ZNF395 誘導に伴う増殖抑制がアポトーシス
感受性の亢進に起因するものか否かを検討し
たところ明らかなアポトーシスは観察されな
かった。そこで、細胞周期への影響を調べ
た。右図のように同調後 8時間で、ZNF395 誘
導細胞では明らかな細胞周期の遅延がみら
れ、大部分の細胞が G1期に停滞しているこ
とがわかった。 
④ZNF395 誘導前後の細胞から RNA を抽出してマイクロアレイを用いた網羅的発現解析を行
い、発現プロファイルを比較した。有意に発現変動した遺伝子群を用いてパスウェイ解析
を施行したところ、細胞増殖や細胞分裂、核分裂に関わるパスウェイが変動していること
が示された。上記の細胞周期の実験結果と併せると、ZNF395 は細胞周期の制御に関わる分
子で、8p 欠失に伴う発現低下により癌細胞は細胞増殖能を獲得することが示唆された。 

(2) ZNF395 の発現解析 
①非癌部の膵組織において、ZNF395 の
発現は膵管上皮と腺房細胞にみられた
（右図）。主に細胞質に局在しており、
細胞膜や核にはほとんど認めなかった。
前癌病変においても同様の発現がみら
れ、low-grade および high-grade の
PanIN とも ZNF395 の発現を保持していた（右図）。これに対して、浸潤癌では明らかに発
現が低下しており（右図）、特に低分化の膵癌で顕著であった。 
②臨床病理学的因子との相関をみると、癌の分化度と有意な相関がみられた。それにより
発現低下している症例は発現低下していない症例に比べて予後不良の傾向が観察された。 
 
本研究で得られた知見から、ZNF395 は膵癌細胞における新規のがん抑制遺伝子であること
が明らかになった。ZNF395 は膵臓の正常細胞において細胞周期を制御する分子である。前
癌病変で 8p が欠失すると ZNF395 の発現が低下する。それによって細胞周期の脱制御が生



じ、膵癌細胞の増殖能は増強する。その結果、浸潤癌へ進展することが示唆された。今
後、ZNF395 の発現低下に伴い活性化するシグナルパスウェイを同定して、その膵癌の治療
標的としての有用性を検討する予定である。本研究の成果を含む論文はほぼ完成しており
現在投稿準備中である。 
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