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研究成果の概要（和文）：代表者は、抗アレルギー薬として臨床使用されている MMKY-01 が

膵臓癌および胆嚢癌のジェムシタビン感受性を増強することを見出した。本研究では、

MMKY-01 がユブキチンープロテアソームタンパク分解経路を介してジェムシタビン耐性分子

RRM1 を分解することでジェムシタビン感受性を増強させることを明らかにした。さらに、胆

嚢癌細胞株を用いジェムシタビン耐性株を樹立し MMYK-01 効果につき追加解析を行った。そ

の結果、MMKY-01 は単独でジェムシタビン耐性胆嚢癌細胞を強力にアポトーシスへと誘導し

た。これは MMKY-01 による TGF-産生阻害効果によることが推測された。 
本研究は、膵癌および胆嚢癌の新規抗がん剤治療としてジェムシタビン＋MMKY-01 併用療法

が臨床応用可能であることを示すとともにジェムシタビン耐性克服としてのMMKY-01単独療

法を推奨する基礎的知見を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：The present study demonstrated that MMKY-01 accelerates drug 
sensitivity to gemcitabine via decreasing RRM1 expression in pancreatic and gall bladder 
(GB) cancer cells. The reduced RRM1 expression was derived through 
ubiquitin-proteosome pathway in pancreatic cancer. Further analysis revealed that 
MMKY-01 rendered gemcitabine resistant GB cancer cell to apoptosis. These results 
indicated that MMKY-01 plus gemcitabine is possibly effective to pancreatic as well as GB 
cancer. Especially, MMKY-01 treatment was revealed to reverse the gemcitabine resistance 
in GB cancer.    
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１．研究開始当初の背景 
抗アレルギー剤として臨床投与されている
MMKY-01 が膵癌細胞株 KP4 の抗がん剤ジ
ェムシタビンへの効果を濃度依存的に増強
させることを見いだした。この効果は他の抗
がん剤 5FU, CPT11, タキサンには認められ
ずジェムシタビン特異的効果と考えられた。
Ribonucleotide reductase 1 (RRM1)は、
DNA 合成に関与する酵素であると同時に、
ジェムシタビン代謝経路に作用する。ジェム
シタビンの抗がん剤作用は、中間代謝産物で
ある dFdCDP による RRM1 阻害効果により
発揮される。実際、癌細胞内 RRM1 発現量は
ジェムシタビン効果を左右する感受性マー
カーとして小細胞肺がんで報告されている。
研究代表者は、MMKY-01 の KP4 に対する
ジェムシタビン効果増強が、RRM1 発現を介
して行われる可能性を推測した。KP4 に
MMKY-01 を 0,50,100, 200M 添加したとこ
ろ、RRM1 発現がタンパクレベル（western 
blot 解析）で濃度依存的に減少した（図１）。
この結果は、MMKY-01 がジェムシタビン耐
性に働く RRM1 タンパク発現を減少させた
ことに起因することを示唆した。 
研究代表者は、MMYK-01 の RRM1 タンパ
ク発現抑制効果の機序を基礎的に解析する
とともに膵癌の新規薬物治療モデルとして
の MMKY-01+ジェムシタビン療法の  in 
vitro 研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
MMKY-01 の RRM1 タンパク発現抑制によ
り発揮されるジェムシタビン増強効果を基
礎的に解析し明らかにすること。さらにヌー
ドマウス皮下腫瘍モデルにて MMYK-01+ジ
ェムシタビン併用療法の有効性を解析・検討
する。 
 
３．研究の方法 
・Western blot 法:①膵癌細胞株 KP4 におけ
る RRM1 タンパク発現抑制効果を評価②複数
種の膵癌細胞株における MMKY-01 の RRM1 抑
制効果の評価 
・ MTT アッセイ：複数種の膵癌細胞株におけ

る MMKY-01のジェムシタビン増強効果の評
価 

・ アポトーシス評価：TUNEL アッセイ 
・ジェムシタビン耐性胆囊癌細胞株の樹立： 
MMKY-01 のジェムシタビン耐性克服の検討 
 
４．研究成果 
（平成２０年度） 
・KP4 細胞における MMKY-01 のジェムシ
タビン感受性増強がアポトーシスによるこ
とを TUNEL 法にて証明した（図２）。 
・ 次に、RRM1 に対する siRNA オリゴを作

成し KP4 細胞にトランスフェクション後、

ゲムシタビン感受性増強を確認した。これ
は、MMKY-01 のジェムシタビン感受性増
強効果が、MMKY-01 の RRM1 発現抑制に
起因することを裏付ける解析となった。 

・ KP4 細胞における MMKY-01 の RRM1
タンパク発現抑制は、プロテアソーム阻害
剤である MG132 存在下(100M, 200M)
にて阻害された（図３）。これは、MMKY-01
の有する RRM1 タンパク発現抑制機序が
ユビキチンプロテアソーム系による分解
であることを証明した。 

・ さらに複数種の膵癌細胞株(PK-8, PK-1, 
PK-9, PK-59)においても MMKY-01 のジ
ェムシタビン感受性増強効果を認めた。さ
らに Western blot 解析においてこの４細
胞株における MMKY-01 の RRM1 タンパ
ク発現抑制効果を認めた。 

・ しかし、当初推測していた MMKY-01 の
p53 発現上昇は認められなかったため、ヌ
ードマウス実験も断念し、次年度からの研
究計画の再考をおこなうこととした。 

（平成２１年度） 
まず、前年度に明らかにした膵癌細胞での結
果につき論文作成を行い、英文雑誌への投稿
を開始した（最終的に 2010 Int J Oncol に
accept された１）。 
平成21年度は、ジェムシタビンが膵癌と同様

に臨床投与されている胆囊癌に癌腫を変更し

、異なる視点よりMMKY-01+ジェムシタビン併

用療法に関するin vitro実験を計画した。こ

の背景には、同時進行で行っていた胆嚢癌の

ジェムシタビン投与症例を対象とした免疫組

織学的解析において、RRM1発現が耐性に関与

することを明らかにした研究に端を発してい

る２。 

まず、胆囊癌細胞株GB-d1よりジェムシタビシ

タン(GEM)耐性株GB-d1Rを作成し、MMKY-01に

対する感受性を解析した。耐性株作成はジェ

ムシタビン濃度を微量ずつ上昇させ、GB-d1

細胞培養を継続する手法で約半年を要した。

その結果、GB-d1Rは100M濃度のジェムシタビ

ン存在下でも生存した。また、Western blot

にてジェムシタビン耐性分子であるRRM1発現

を解析したところ、GB-d1Rは親株GB-d1に比し

、10,000倍のRRM1発現がみられ、ゲムシタビ

ン耐性に寄与することが示唆された。 

研究代表者は、ジェムシタビン耐性を獲得し

たGB-d1Rに対し、MMKY-01併用効果を解析した

ところ、予想通りMMKY-01存在下において

GB-d1Rのジェムシタビンに感受性上昇をみと

めた。さらに驚くべきことに、MMYK-01の単独

投与によりGB-d1Rは強力にアポトーシスを引

き起こした。これは、MMKY-01が胆囊癌に対す

るGEM治療耐性を克服する作用を有すること

が推測された。 



 

 

そこで、この機序について平成２２年度、さ

らなる解析を行うこととした。 

（平成２２年度実績） 

まず、MMKY-01のGB-d1Rに対するアポトーシス

誘導がTGF-beta添加により阻害されること、

さらにはELISA法を用いてMMKY-01がGB-d1Rの

TGF-beta産生を抑えることを証明した。 

この現象は、TGF-betaシグナルが、ゲムシタ

ビン耐性を獲得しているGB-d1Rでは、

TGF-betaシグナルが細胞死を回避する重要な

因子であることを示唆した。すなわち、ゲム

シタビンに耐性を示す胆囊癌にはMMKY-01投

与が有効であること、これにはMMKY-01による

TGF-beta産生抑制機序が関与している。 

 一方で研究代表者は、MMKY-01のGB-d1Rに対

するアポトーシス誘導分子を同定する目的で

GB-d1RをMMKY-01処理前後でcDNAマイクロア

レイ解析を行い、MMKY-01投与により発現変化

する遺伝子を網羅的に解析した。その結果、

MMKY-01処理によりGB-d1Rはアポトーシス関

連遺伝子BIRC3やAPAF1の発現が上昇している

ことが明らかとなった。 

 これらの事実より、MMKY-01がGB-d1Rの

TGF-betaシグナルを遮断することによって、

BIRC3やAPAF1を介してGB-d1Rに強力にアポト

ーシスを引き起こしている機序が示唆された

。現在、これらの結果に関する論文を作成中

である。 
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図１ MMKY-01 は、濃度依存的に RRM1 タンパ
ク発現を減少させる。 
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図２ MMKY-01 のジェムシタビン (GEM)効果
増強はアポトーシス誘導による。 
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図３ 
MMKY-01 の RRM1 タンパク発現抑制効果は、 
MG132 添加により消失した。 
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