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研究成果の概要： 
Neuropilin-1 プラスミドを用いて neuropilin-1 低発現の膵癌細胞 COLO357 に neuropilin-1 を
導入したところ、Np-1 高発現株では抗癌剤投与による survival が増加し、apoptosis が減少し
た．Neuropilin-1 の抗 apoptosis 効果には caspase-3 の関与が考えられた．膵癌細胞株、ヒト
膵癌組織を用いた検討では、膵癌において STAT5A、5B mRNA、蛋白の発現が確認されさらに STAT5B
の活性化が認められたが、 PANC-1 を用いた STAT-5 siRNA による実験では STAT5 と survival，
apoptosis の関連は認められなかった．  
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１． 研究開始当初の背景 

膵癌では多くの増殖因子レセプターやそ
のリガンドの発現が認められ，その悪性度と
の関連が報告されている． 

Neuropilin-1（以下 Np-1）は増殖因子
VEGF-A と 神 経 軸 索 伸 長 阻 害 因 子
semaphorin3Aのco-receptorとして働く膜蛋
白である．膵癌においては Np-1 の発現が認
められているがその生物学的役割は明らか
ではなく、そのシグナル伝達経路も判明して
いなかった． 

２．研究の目的 
研究代表者は平成 16年 7月より平成 18年

9 月まで米国 Dartmouth Medical School に留
学し膵癌における Np-1 の役割とそのシグナ
ル伝達経路についての研究を行った．Np-1 
anti-sense を用いた実験により膵癌におい
て Np-1 は proliferation, survival, 
adhesion と invasion に関与することを見出
した．さらに Np-1 が integrin b1 を介して
adhesion に関与し、signal transducer and 
activator of transcription 5 (stat5)が



 Np-1による抗apoptosis効果に関わっている
可能性が示した．  

  今回我々は膵癌におけるNp-1のapoptosis
への関与，さらに STAT5 pathway と apoptosis
との関連，膵癌における stat5 発現および活
性化を検討するための実験を計画した． 

 
 
 
 ３．研究の方法 
 (1) Np-1 低発現のヒト膵癌細胞 COLO357 に

Np-1cDNA を stable transfection してクロー
ンを作成し，sham 及び Np-1 高発現クローン
(Np-1 sense)にシスプラチン(CDDP)を投与し
て 24 時間培養して,MTT assay にて survival
を検討した．さらに Western blot にて
apoptosis 関連蛋白の関与について検討した． 

 
 
 
 
 

 
図 1 MTT assay (2)膵癌細胞株 PANC-1 に STAT5 siRNA を

transient transfection したのち ActD を投
与して apoptosis を誘導し MTT assay にて
control 群との survival の比較を行った。 

 
 さらに Western blot 法による apoptosis
関連蛋白の検討では sham に比し Np-1 sense 
clone において cleaved PARP 、 cleaved 
caspase-3 の減少が認められた． 

(3) ヒト膵癌細胞株 AsPC-1、Capan-1、MIA 
PaCa-2、PANC-1 の total RNA を抽出し、SYBR 
Green I を用いた RT-PCR 法にて STAT5A、5B 
mRNA 発現を検討した．標準遺伝子は GAPDH を
用いた．使用したプライマーは下記の如くで
ある． 

 
 
 
 

STAT5A:   
5’-CAATGAGCTTGTGTTCCAGGTGA-3’  
5’-AGCAAAGGCATTGTCCCACAG-3’  
STAT5B:  
5’-TGAACAGAGGTTGGTCCGAGAA-3’  

 5’-AACGTCTGGTTGATCTGGAGGTG-3’ 
GAPDH:  

 5’-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3’ 
5’-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3’ 図 2 
また Western blot 法にて STAT5A，STAT5B 蛋
白発現を検討し、さらに活性化の指標である
チロシンリン酸化について免疫沈降法，
Western blot 法にて検討した．さらにヒト膵
癌組織標本よりパラフィン切片を作成し、免
疫組織染色により STAT5A，STAT5B 蛋白の膵
癌での発現を検討した．膵癌細胞の核内にお
ける 30%以上の発現と陽性とした． 

 
(2)PANC-1 に STAT5 siRNA の投与により

STAT5 蛋白の発現は低下したが、ActD を投与
した survival の検討では control 群に比し
STAT5 siRNA 投与群で survival の変化は認め
られなかった． 
(3) RT-PCR 法にてヒト膵癌細胞株 AsPC-1、

Capan-1、MIA PaCa-2、PANC-1 の STAT5A、5B
の mRNA 発現を検討したところ全ての細胞株
に STAT5A、5B mRNA 発現が認められた． 

４．研究成果 
(1) CDDP100uM で 24 時間培養した後、MTT 
assay により生存率の検討を行ったところ、
shamでは生存率が 26.4%であったのに対して
Np-1 sense clone1 では 59.1%、clone2 では
64.6%と sham に比し Np-1 sennse clone で生
存 率 が 有 意 に 増 加 し た  (*,p=0.02 、
**,p=0.001) ． 

 
 
 
 
 
 

  
  
  
  
  
  
  
 図 3 



Western Blot法による検討では全ての細胞
株で STAT5A、5B 蛋白の発現が認められた． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 
 
さらに蛋白の活性化について抗チロシン

リン酸化抗体を用いた免疫沈降法、Western 
Blot 法により検討したところ全細胞株にて
STAT5B 蛋白の活性化が認められた． 
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