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研究成果の概要（和文）：膵臓がんに対し有効な新規分子診療標的を同定するために、MAPK の

下流標的遺伝子群を対象に RNA 干渉法を用いた網羅的機能スクリーニングを行い、発現抑制に

よってがん細胞の生存増殖、造腫瘍性を強く抑制する分子を治療標的に有用な分子として同定

した。がん細胞特異的に高発現を認める分子を血清中に検出するシステムを構築し，膵腫瘍患

者血清で高値を示す血清診断マーカーの候補分子を同定した。治療標的に有効な短 2 重鎖 RNA

配列を「膵臓がん治療用の組成物」として特許出願した。 
 
研究成果の概要（英文）：To identify novel diagnostic and therapeutic molecular targets 
for pancreatic cancer, we carried out RNA interference-mediated systemic knockdown 
screening of downstream targets of MAPK, which led us to identify novel therapeutic 
molecular targets repressing survival, proliferation, and tumorigenesity of pancreatic 
cancer cells. We constructed a detection system in serum for overexpressed molecules in 
pancreatic cancer and found a candidate serum diagnostic marker that was elevated in 
patients’ serum. Short RNA intereference sequences specific for the therapeutic target 
molecules were filed for a patent application.    
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１．研究開始当初の背景 
膵臓がんは我国において粗罹患数が 2000 年
度 20045と、胃がん 102785、大腸がん92137、
肺がん 67890、肝臓がん 40053 に次いで第 5 
位、粗死亡数においては 2000年度 19093 と、
肺がん53722、胃がん50647、大腸がん35946、
肝臓がん33979に次いで第 5位となっている。

上記粗罹患数と祖死亡数の対比で明らかな
ように膵臓がんは極端に予後不良であり、5
年相対生存率は 5.5%と、大腸がん 64.6%, 胃
がん 58.8%, 肺がん 19.9%、肝臓がん 17.1%
に比して極端に低い。罹患数は激増しており、
この 25 年間に 3 倍強となっている (国立が
んセンターがんの統計より)。さらには、患
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者の平均余命は平均で 1 年半程度であり、疼
痛、黄疸，消化機能不全等伴って、苦痛が極
めて大きい。これらの事実は膵臓がんが医学
医療上極めて大きな問題であり，現在に至っ
てもなお膵臓がんに対しては予防、診断、治
療の何れに関しても効果的な方法がないこ
とを示していて、早急に有効な診療方法を開
発することが求められている。近年、がんの
診療においてはがん発生進展の分子機構を
ふまえた分子診療戦略が有望であることが
示されているが膵臓がんに対しては有効な
分子診療法は未だ知られていない。新規分子
診療法の開発には膵臓がん発生進展の詳細
な分子機構の解明が必要で、それによって膵
臓がんの予防、診断，治療に有用な分子を同
定することができると考えられる。本研究代
表者はこの戦略に沿って，これまでに膵臓が
んにおける分子異常の網羅的解析を行い，膵
臓がんにおいてはKRASの突然変異とDUSP6
の発現異常による機能低下が MAPK の恒常
的活性化をもたらし、発生進展に重要な役割
を果たしていることを明らかにした。活性化
MAPK は種々の遺伝子発現を誘導するが、そ
れら誘導遺伝子群が実際に膵臓がんの悪性
形質を担っているものと考えられる。よって
それら MAPK 下流遺伝子群を網羅的に解析
して同定したところ、実際に MAPK 遺伝子群
には DNA 複製，細胞回転，信号伝達系等、
膵臓がん細胞の生存増殖に必須の遺伝子が
多数含まれていた。これら MAPK 下流遺伝子
群を機能的にスクリーニングすることによ
り分子診療標的として有用な分子を同定す
ることができるとの着想から本研究を実施
した。 
２．研究の目的 
本研究代表者の研究のゴールは膵臓がん発
生進展の分子機構の解析から膵臓がんの予
防、診断，治療に有用な分子を見いだし、そ
れを利用した膵臓がんに対する新規分子診
療法を開発することにある。本研究課題にお
いては，これまでに同定した MAPK1 誘導遺
伝子を系統的に RNA 干渉法によりノックダ
ウン(発現抑制)しその表現型を解析すること
により膵臓がん細胞の増殖、腫瘍形成におけ
る役割を明らかにし，発現動態の詳細な検討
による診断マーカーとしての可能性，また、
ヒト膵臓がん細胞移植マウスモデルを用い
た腫瘍形成抑制・治療実験による治療標的と
しての可能性を検討して、膵臓がんの新しい
診療法確立につながる分子標的を同定する
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) MAPK1下流標的遺伝子の網羅的ノックダ
ウンスクリーニング  
これまでに同定した膵臓がんにおける
MAPK1 下 流 の標的遺 伝 子 79 遺 伝子

(Oncogene 25:4831–39, 2006)を膵臓がん培養
細胞において in vitro で RNA 干渉法にて網羅
的に発現抑制し、増殖活性をスクリーニング
して増殖抑制効果の強いものを同定する。77
遺伝子それぞれに対して特異的な short 
interference RNA (siRNA)を Off -target 効果を
最小限にするソフトウエアーで設計し，作成
する。RNA 干渉法の手順は既報(Cancer Res 
65:2899-905, 2005)に従う。増殖活性のスクリ
ーニングは MTT 法により前述既報に従って
行う。増殖抑制効果の強いものに対して検証
のため異なる遺伝子配列を標的とした siRNA
および short hairpin RNA (shRNA)を発現する
ベクターを作成し、MTT 法、colony formation
解析実験を前述既報に従って行う。全体の
10-15%程度を目標に遺伝子を絞り込むが特
に機能未知あるいは新規遺伝子に着目する。 
(2) 遺伝子発現解析  
MAPK 関連分子について定量 PCR 法、免疫
染色法により膵臓がん組織における定量，局
在を検索する。新規分子については遺伝子
(cDNA)クローニング，特異抗体の作成を行っ
て解析する。 
(3) 遺伝子機能の解析  
同定した MAPK 下流標的候補分子について
以下により機能解析を行い，がん細胞の生存，
増殖，造腫瘍性における機能について明らか
にする。①ノックダウンによる効果を細胞回
転の変化について解析する。②組み替えタン
パク質発現による細胞内局在を細胞機能に
関連して解析する。③信号伝達系抑制による
変化する蛋白発現について解析する。 
(4) 分子標的診断，治療の実験的検討 
①がん組織内発現が特異的かつ高度な分子
について血清診断マーカーとしての可能性
を検討するため血清中の標的分子検出系を
ELISA で構築し，血清濃度を解析する。②標
的分子特異的 siRNA を用い，膵臓がん細胞移
植マウスゼノグラフトモデルにおいて
MAPK 下流標的候補分子ノックダウンによ
る抗腫瘍効果について直接注入法，静脈内投
与法により抗腫瘍効果の解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) MAPK1下流標的遺伝子の網羅的ノックダ
ウンスクリーニング  
MAPK 下流標的遺伝子 79 遺伝子に対し，個
別に特異的な siRNA を設計合成し、in vitro
において膵臓がん培養細胞に導入して標的
遺伝子の発現抑制を行った。結果，標的とす
る遺伝子の発現抑制により細胞増殖は種々
の程度に抑制された(図 1)。同一遺伝子に対す
る異なる配列の siRNA を用いても同様の増
殖抑制効果が得られることを確認した。さら
に、持続的抑制効果を検証するため shRNA
を発現するベクターを構築し、それを導入し
て細胞のコロニー形成能を検討した結果、標



 

 

的抑制により強いがん細胞生存阻害効果を
認めた(図 2)。正常細胞に対する効果を検索す
るため正常膵管上皮細胞 HPDE (Dr. Tsao, 
Ontario Cancer Center/Princess Margaret 
Hospital, Toronto, ON, Canada の好意により供
与)をもちいて siRNA による遺伝子ノックダ
ウンの効果を解析した結果，正常細胞では増
殖抑制効果ががん細胞に比べて弱かった(図
3)。候補表的分子に対する shRNA ベクターを
恒常的に発現するがん細胞クローンを作成
し，ヌードマウス皮下に移植して雑腫瘍能を
検討した結果，標的分子の発現抑制により造
腫瘍性が低下することを見出した(図 4)。以上
より，MAPK 下流遺伝子群から発現抑制によ
りがん細胞特異的に増殖抑制効果を示す遺
伝子群を同定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 候補分子診療標的の発現解析 
MAPK 下流分子群において培養がん細胞で
発現が高いものについて組織内発現を解析
し，幾つかで組織内がん細胞特異的に発現が
高いものを見出した。また、一部分子の発現
は臨床病理情報と関連していた。 
(3) 同定分子標的候補の機能解析:  
① 遺伝子ノックダウンの細胞回転に対する
効果について解析し，分子により G0/G1 期停
止, G2/M 期停止，アポトーシス型細胞死が認
められた。② GFP 結合蛋白発現ベクターを
構築し，細胞内局在と相互作用関連分子につ
いて検討し，核内スペックルパターンを示す
分子とその関連分子との関係を明らかにし
た。また、同分子が細胞分裂時には細胞質内
にび漫性に移行することを見出した。③ 
MAPK 活性不活化により発現が変化する蛋
白をプロテオーム法により網羅的に検索し，
特異的に変化する蛋白を複数同定した。 
(4) 分子標的診断，治療の実験的検討 
①組織内発現でがん細胞特異的に発現が高
い分子について ELISA による血清内蛋白検
出システムを構築し，標的分子の血清内濃度
を膵臓腫瘍患者、非腫瘍患者血清について測



 

 

定した。結果，がん患者において血清濃度高
値を示すことがある分子を見出した。 
② 2 本鎖干渉 RNA を用い，マウスゼノグラ
フトモデルにおいて in vivo での MAPK 下流
標的候補分子の抗腫瘍効果について直接注
入法，静脈内投与法により抗腫瘍効果の解析
を行った結果，腫瘍縮小傾向を認めたが統計
学的有意差を認めるには至らなかった。投与
法をさらに工夫する必要があった。 
本研究の結果，膵臓癌治療に有用な新規分子
標的として、 SON, PBK, CENPA, WDR5, 
MCM5 を同定し，各々に対し有効な短 2 重鎖
RNA 配列を「膵臓がん治療用の組成物」とし
て特許出願した(特願 2009-229503)。 
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