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研究成果の概要（和文）：代表者らは膵がんの新規治療法を開発すべく、膵がんで観察される４遺伝子変異を模
倣した初の動物モデル、4-hitハエを作出した。この4-hitハエは、腫瘍細胞の異常な増殖により殆どが成虫にな
る前に死亡した。代表者らは4-hitハエを用いた遺伝学解析より、リボフラビン（RF）代謝の律速酵素であるRF
キナーゼとMEKがこの致死性を促進することを明らかにした。さらに代表者らは、これらのキナーゼの阻害剤の
組み合わせが4-hitハエの生存率を上昇させ、マウス膵臓におけるヒト膵がんゼノグラフトの成長を有意に抑制
することも見出した。以上の結果は、この組み合わせが膵がんの新規治療法となり得ることを示している。

研究成果の概要（英文）：To develop a novel therapy for pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC), we 
established the first animal model, a 4-hit fly, that mimics the four-gene mutations observed in 
PDAC. Most of these flies died before reaching adulthood due to the abnormal proliferation of 
transformed cells. To clarify the signaling pathways involved in their decreased viability, we 
performed genetic screening with the 4-hit fly. As a result, we revealed that riboflavin (RF) kinase
 and MEK promote their malignant traits. RF kinase is a rate-limiting enzyme in RF pathway and 
unclear their roles in PDAC. Therefore, we conducted chemical testing and elucidated that a 
combination of RF pathway and MEK inhibitors markedly increased the viability of the 4-hit fly. 
Furthermore, the combination significantly suppressed tumor expansion in mice orthotopically 
implanted with human PDAC cells. These results indicate that the combination is a novel therapeutic 
candidate for PDAC.

研究分野：がん生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膵がんは、早期発見が困難で、かつ有効な治療法が殆ど存在しない代表的な難治がんである。その新規治療法の
開発は極めて重要だが、長年の研究にもかかわらず膵がんの詳細な発生機序や有効な治療標的は十分に解明され
ていない。そこで、代表者らは本研究でショウジョウバエ遺伝学を駆使し、新規治療薬候補を見出すことに成功
した。この結果は、4-hitハエが膵がん悪性化の分子機序の解明や新規治療法の開発に有用であることを示唆し
ている。代表者らは今回同定した治療標的以外にも複数の標的候補を見出しており、これらを解析することで将
来的に治療の選択肢を増やせる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｆ－１９－１ 
 
１．研究開始当初の背景 
がんは日本人の死因の第１位であり、今後

も罹患率は増加すると予測されている。そこ
で代表者らは、がんの中でも特に予後の悪い
膵がんの発生機序の解明と新規治療薬の開発
を志した。膵がんでは、がん遺伝子 KRAS の活
性化変異や、がん抑制遺伝子群 TP53・CDKN2A・
SMAD4 の不活性化変異がそれぞれ 40-90％の
患者に観察され、最も予後が悪い患者群はこ
れら４遺伝子全ての変異を有する（Makohon-
Moore et al. Nat Rev Cancer 2016）。この患
者群に対する新規治療法を開発すべく、代表
者らはこの４遺伝子変異を模倣した 4-hit シ
ョウジョウバエを作出した（図 1）。この 4-hit
ハエは、腫瘍細胞の過剰な増殖・浸潤により、
成虫になる前に全個体が死亡した。代表者ら
は、このハエを使用して全キナーゼの遺伝学
的スクリーニングを実施し、リボフラビン
（RF）代謝の律速酵素リボフラビンキナーゼ
（RFK) のヘテロ接合性変異がこのハエの致
死表現型を救済することを見出した（図 2A）。
RF （別名ビタミン B2）は、細胞膜に局在す
る RF トランスポーター（RFT）を介して細胞
内に取り込まれ、RFK によってリン酸化され
てフラビンモノヌクレオチド（FMN）となり、
FMN はさらに Flavin adenine dinucleotide
（FAD）synthetase 1（FLAD1）によって FAD
に変換される（図 2B）。FMN や FAD は補酵素
として様々なフラボタンパクと結合し、エネ
ルギー産生や酸化還元反応、他のビタミンの
合成など恒常性の維持に重要な各種代謝反
応を調節する（ Lienhart et al. Arch 
Biochem Biophys 2013）。代表者らはさらに、
RF経路の競合的阻害剤 roseoflavin（RoF）と
MEK阻害薬 trametinib（Tr）の組み合わせ投
与も4-hitハエの致死性を救済することを見
出した（図 2C）。これらの結果から、RAS-MEK
経路の活性化に起因する腫瘍において、RF経路が腫瘍形質の発現を促進することが示唆された。
しかし、「RF経路はどのように膵がんの形成を促進するのか」、そして、「RF経路は膵がんの治療
標的となり得るか」の２つの重要な問いが依然存在していた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、RF経路が膵がんを促進する作用機序を解明し、RF経路や MEK の阻害が新規膵が

んの治療法になり得るか検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）4-hit ハエでの RF 代謝関連遺伝子のノックダウン 
 ノックダウンに必要なハエは Bloomington Drosophila Stock Center、国立遺伝学研究所、
Vienna Drosophila RNAi Centerから入手し、代表者がハエの生存率の増減を観察するのに適し
ていることを確認済みである Ser>4-hit/S80-T ハエと交配して、それぞれの遺伝子を腫瘍細胞
特異的にノックダウンした 4-hit ハエを得た。そしてこれらのハエを 27 度で 13 日間飼育し、
羽化した個体の数を蛹の総数で除して生存率を算出した。 
 

（２）ヒト膵がん細胞同所移植マウスにおける RoF と Tr の抗腫瘍効果の検討 
 BALB/cSlc nu/nuマウスの膵臓に Luciferase 遺伝子を組み込んだヒト膵がん細胞（AsPC-1）
を 1×106個移植した。そして、Luciferin（150 mg/kg mouse body weight）投与後の Luciferase
活性を指標に、IVIS Imaging Systemを用いてがん細胞の増殖を経時的に計測し、その測定値が
一定に達した時点で溶媒（DMSO、生理食塩水）もしくは 0.2 mg/kg Tr を経口投与、および溶媒
（エタノール、クレモフォール、生理食塩水）もしくは 10 mg/kg RoF を週５日腹腔内投与した。
投与を開始して４週間後に腫瘍を採取し、その重量を測定した。 

図２：リボフラビン（RF）経路の阻害による 4-hit
ハエ生存率の改善 A, RFKヘテロ接合性変異によ
る 4-hitハエ生存率の改善。B, RF経路。roseoflavin 
（RoF）は、FMNや FADと競合して本経路を阻害
する。C, RoF と MEK 阻害薬 trametinib の併用に
よる 4-hitハエ生存率の改善。*、P < 0.05。 

図１：膵がん遺伝子型モデルハエ 幼虫の翅原基
（赤：輪郭）で、patched （ptc）プロモーター活性
を利用して約 10 細胞ぶんの幅の単層上皮細胞に遺
伝子操作を施した（緑）。黒い領域は野生型細胞。Ras
遺伝子を活性化すると、形質転換細胞の増殖が亢進
して帯が広くなる（1-hit）。４遺伝子異常ハエ（4-hit）
では一層増殖が活発になり、遊走能が亢進した腫瘍
細胞が出現し（右；矢頭）、ハエは致死となる。 
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Figure 1 (4-hit fly)
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（３）ヒト膵がん細胞のコロニー形成における RoFおよび Tr の影響の検討 
 5×103個の AsPC-1 細胞を 1.8%メチルセルロース入り培地に懸濁し、下層を 0.48%アガロース
入り培地でコートした 24 ウェルプレートに播種した。翌日に最終濃度が 10 µM RoF、1 nM Tr、
10 µM RoF + 1 nM Tr となるように調製した培地（DMSO最終濃度 0.1％）を添加し、5％ CO2存
在下、37℃で培養した。そして 13 日後に培養液を追加し、23 日後に各群を撮像してコロニーの
大きさおよび数を測定した。 
 
４．研究成果 
（１）RF 代謝関連遺伝子のノックダウンはいずれも 4-hit ハエの致死性を救済する 
 代表者らは、RF 代謝経路の律速酵素をコードする RFK のヘテロ接合性の変異が 4-hit ハエの
生存率を回復させることを明らかにしていたが（図 2A）、RF 代謝に関わるその他の遺伝子の関与
は不明であった。RF経路に関与するヒト遺伝子のハエオルソログを DIOPT Ortholog Finder で
検索したところ、RFT は Rift、RFK は RFK、FLAD1 は FADS と CG16848の２つの遺伝子が対応する
ことが分かった（図 3A）。そこ
で代表者は、これらの遺伝子
を 4-hit ハエの腫瘍細胞特異
的にノックダウンした。その
結果、いずれの遺伝子のノッ
クダウンも 4-hit ハエの生存
率を有意に回復させた（図
3B）。これらの結果より、RF経
路に関わることが報告されて
いる全ての遺伝子が 4-hit ハ
エの悪性形質を促進している
ことが明らかになった。 
 
（２）RoF と Tr の組み合わせ投与はヒト膵がん細胞ゼノグラフトの成長を抑制する 
 4-hit ハエの生存率を RoF と Tr が有意に回
復させたことから（図 2C）、代表者はこの組み
合わせが哺乳類モデルでも抗腫瘍効果を示す
か検討した。まず代表者らは４遺伝子変異を持
つヒト膵がん細胞株 AsPC-1 細胞にルシフェラ
ーゼ遺伝子を導入した。そして、免疫不全マウ
スの膵臓に同所移植し、RoF や Tr を４週間投
与しながら IVIS イメージング法によってゼノ
グラフトの成長を観察した。その結果、RoF と
Tr の組み合わせは投与開始２週間後より溶媒
投与のコントロール群と比べて有意に腫瘍の
成長を抑制すること、一方 RoF や Tr の単独投
与は影響を与えないことが分かった（図 4A）。
さらに、RoF と Tr の組み合わせ投与４週後の
膵腫瘍の重量は、溶媒投与群と比較して有意に
低下していた（図 4B）。以上の結果より、RoF と
Tr の併用はヒト膵がんゼノグラフトの成長を
抑制することが示された。 
 
（３）RoF と Tr の組み合わせ添加はヒト膵がん細胞のコロニー形成を抑制する 
膵がんは間質の豊富な腫瘍であり、そ

の成長は線維芽細胞や血管などがん微
小環境の影響を受ける。したがって、前
項で見出した RoF と Tr の組み合わせに
よる抗腫瘍効果ががん細胞への直接の
作用によるものなのか、あるいはがん微
小環境への影響を介したものなのか、依
然として不明であった。そこで、代表者
は３次元培養したAsPC-1に RoFや Trを
処置し、コロニー形成への影響を検討し
た。その結果、RoF や Tr の単独処置は対
照群と比較して大きなサイズのコロニ
ーを減少させたが、RoF と Tr の組み合わ
せ処置はコロニーのサイズだけでなく
数も有意に減少した（図 5）。以上の結果より、RoF と Tr は少なくとも膵がん細胞自体に影響を
与え、抗腫瘍効果を発揮していると考えられた。 

図３：RF 経路関連遺伝子のノックダウンによる 4-hit ハエ生存率の回
復 A, ヒトとハエにおける RF経路関連遺伝子。B, ハエ RF経路関連
遺伝子の腫瘍細胞特異的ノックダウンによる 4-hit ハエの生存率の上
昇。*、P < 0.05。**、P < 0.01。（Contとの比較） 
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Figure 1 (4-hit fly)
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図４：RoF と Tr 併用によるヒト膵がん腫瘍の成
長抑制 A, IVIS イメージング法による腫瘍の成
長の経時的計測。*、P < 0.05。（Controlとの比較）
B, RoFおよび Tr投与４週目の腫瘍の重量。*、P 
< 0.05。**、P < 0.01。 

図５：RoF や Tr 添加によるヒト膵がん細胞のコロニー
形成の抑制 A, RoF および Tr 添加 23 日後の膵がん細
胞の３次元培養像。Bar = 0.1 mm。B, RoFおよび Tr添
加 20日後のコロニーの大きさごとの数。*、P < 0.05。
（Controlの総コロニー数との比較） 
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Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is a common
refractory cancer due to difficulty of early detection. Since there are
few effective treatments for it, the 5-year survival rate is only
approximately 10% in the United States (Mizrahi et al. Lancet 2020).
Therefore, novel therapeutics for PDAC are eagerly awaited.

To tackle the issue, we recently succeeded in establishing a first
animal model, 4-hit Drosophila, that mimics mutation of KRAS,
TP53, P16, and SMAD4. These gene mutations are frequently
observed in PDAC patients with the worst prognosis. Through a
comprehensive genetic screening using the 4-hit flies, we identified
riboflavin (RF) metabolism pathway or MEK as promoting a
malignant trait in those flies. Furthermore, a combination of an RF
metabolism pathway inhibitor, roseoflavin (RoF), and a MEK
inhibitor trametinib (Tr) significantly improved the fly viability. The
combination also markedly suppressed xenograft expansion of
human PDAC cells. RoF is an analog of RF and competitively
inhibits the RF metabolism pathway. Indeed, RoF treatment reduced
the amount of RF and its metabolites in PDAC cells, resulting in
suppression of mitochondrial respiratory chain activity and cell
survival. Additionally, administration of RoF and Tr potently
attenuated spheroid formation in PDAC cells. These results indicate
that the combination of RoF and Tr is a novel therapeutic candidate
for PDAC.

Fig.２: Establishing fly models for PDAC genotypes.
A. Generating 4-hit flies modeling a genotype of PDAC patients with the worst
prognosis. Because there is no gene corresponding to the human P16 gene
in flies, Cyclin E (CycE) was overexpressed to generate the same condition
as P16LOF. LOF, loss-of-function. B. Viability counting method. We calculate
the percentage of 4-hit flies that develop from pupae to adults as a viability. C.
Morphological changes of wing discs in 1-hit (RasG12D) and 4-hit flies. In the
larval wing disc (red: outline), patched (ptc) promoter activity was used to
genetically manipulate a monolayer of epithelial cells approximately 10 cells
wide (green: GFP-labeled genetically modified cells). Wild-type cells are
present in the black region. Activation of the Ras gene results in increased
proliferation of the transformed cells and a wider band (second from right). 4-
hit results in increased proliferation and the appearance of tumor cells with
increased migratory ability (rightmost arrowhead), which are lethal to the flies.

C

A

RasG12D
p53shRNA
CycE
Smad4shRNA

A B

KRASG12D
TP53LOF
P16LOF
SMAD4LOF

modeling

<Background>

<Results>

<COI Disclosure Information>
We have no financial relationships to disclose.

Adults Embryos Larvae Pupae

Viability = Hatched pupae
Whole pupae

= +

*P < 0.05, **P < 0.001
Dunnett’s test (compared to Con)

0

20

40

60

80

100

KD#1 KD#2 KD#1 KD#2 KD#1 KD#2
Con Rift RFK CG16848

0

20

40

60

80

100

KD#1 KD#3
Con FADS

RFT

FADS

RFK CG16848

** **

**

**

**

**

**

*

KD#2

0

100

200

300

400

0 1 2 3 4 5

Lu
m

in
es

ce
nc

e 
(x

10
9 )

Weeks

Control
RoF
Tr
RoF + Tr

0

1000

2000

3000

4000

C
ha

ng
e 

fro
m

 b
as

el
in

e 
(%

)

Week 0 1 2 3 4 5

Analysis
of the mice

Orthotopic transplantation of 
luciferase-AsPC-1 cells 
into mouse pancreata

Administration of vehicle, 
3 mg/kg RoF, and/or 1 mg/kg Tr

(5 times/weeks)

*

0

200

400

600

800

1,000

1,200

1,400

C… R… T… R…

Tu
m

or
 w

ei
gh

t (
m

g) *
*

*

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0 1 2 3
Days

R
el

at
iv

e 
m

ito
ch

on
dr

ia
l 

re
sp

ira
to

ry
 c

ha
in

 a
ct

iv
ity

**
*
*

** *
*

*

10

3

1

0.3

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0
0.1

RoF (µM)

Day 0      4 14                                   24

Spheroid 
count

① Control (DMSO)
② 10 µM RoF
③ 1 nM Tr
④ 10 µM RoF + 1 nM Tr

Seeding 
5×103
cells/well Addition of 

medium

Bottom layer: 0.48% agar/medium
Top layer: AsPC-1 cells + 1.8% methylcellulose/medium

*

0

20

40

60

80

100

- tram

Control
RoF

0  0
*

*

*

*

C

F

Con RFK mut/+

A B

Con  MEK mut/+

TrControl

RFK FADFMNRF
RFT

roseoflavin (RoF)

RF

Energy production
Antioxidant reactionFLAD1

*

4-
hi

t f
ly 

via
bi

lity
 (%

)

G

RASG12D

↓
RAF
↓

MEK
↓

ERK
↓

trametinib
(Tr)

Human Drosophila

SLC52A1
SLC52A2
SLC52A3

RFK

FLAD1 FADS
CG16848

RFT 

RFK

D

E

…

4-
hi

t f
ly 

via
bi

lity
 (%

)

PDAC patients
with worst prognosis

4-
hi

t f
ly 

via
bi

lity
 (%

)

4-hit fly viability (%)

Normal
epithelium

KRAS
P16

TP53
SMAD4

PDAC
A B

Fig. 5: Repression of xenograft growth of PDAC in mice by treatment of
RoF and Tr.
A. Scheme of orthotopic mouse xenograft experiment. AsPC-1 cells contain 4-
hit mutations. B. Suppression of xenograft tumors administered by a
combination of RoF and Tr. Tumor volumes were monitored weekly by the
bioluminescence IVIS Imaging system after D-luciferin injection into the mice.
*P < 0.05 on week 5. C. Waterfall plot showing percent changes in
luminescence on week 5 relative to week 0. Each bar indicates a result of one
mouse. D. Reduction of tumor weight by treatment of the combination of RoF
and Tr. Tumor weights were measured on week 5.

Fig. 4: Elevated expressions of RF metabolism pathway-related genes in
PDAC.
The mRNA expressions of indicated genes in the pancreas of tumors and non-
tumors derived form the GEPIA 2 database. *P < 0.05.

Fig. 1: Establishing fly models for PDAC genotypes.
A. Increasing pancreatic cancer death. Pancreatic cancer is predicted to be
the second leading cause of cancer-derived death in the United States by
2030 (Rahib et al. JAMA Netw Open 2021). Therefore, the development of
novel therapies for PDAC is an extremely important issue. B. A model of
pancreatic ductal carcinoma (PDAC) development (modified from Morris et al.
Nat Rev Cancer 2010). PDAC frequently carries mutations of KRAS, TP53,
P16, and SMAD4. PDAC patients with the worst prognosis often contain
mutations in these four genes (Qian et al. JAMA Oncol 2018).

Fig. 7: Suppression of spheroid formation by administration of RoF and
Tr.
A. Scheme of three-dimentional culture of AsPC-1 cells. B. Reduction of
spheroid size by treatment of RoF and Tr. Bars, 1 mm. C. Reduction of
spheroid number and size by treatment of RoF and Tr. The number of
spheroids was counted for each size indicated. *P < 0.05 compared to
control.

Fig. 6: Suppression of RF uptake, respiratory chain activity, and cell
growth in Capan-1 cells by RoF treatment.
A. RoF-induced reduction of intracellular RF metabolites and their recovery by
RF supplementation. The amount of each chemical in cytosol was measured
by LC-MS. B. Suppression of mitochondrial respiratory chain activity by RoF
administration. The activity was measured with MTS Assay (Cell Titer 96®,
Promega). C. Recovery of respiratory chain activity by RF administration. The
activity was measured on day 2 after treatment with MTS Assay. D.
Experimental scheme of long-term RoF treatment. E. Morphological change
of Capan-1 cells treated with 10 µM RoF. F. Reduction of cell number by long-
term treatment of RoF. *P < 0.05 and **P < 0.01 compared to control.

1. Identifying RF metabolism pathway as a candidate of
therapeutic target by genetic screening of 4-hit flies.
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Fig. 3: Recovery of 4-hit fly viability by treatment of RoF and Tr.
A & B. Identifying MEK and RFK as therapeutic targets by whole-kinome
screening (252 species). Heterozygous mutation of MEK (A) or RFK (B)
rescues 4-hit fly lethality. C. Ras signaling pathway. Trametinib inhibits MEK
activity. D. RF metabolism pathway. RF is uptaken into the cells via RF
transporter (RFT) localized at the cell membrane and phosphorylated by RFK
to flavin mononucleotide (FMN), which is converted to flavin adenine
dinucleotide (FAD) by FAD synthetase 1 (FLAD1). FMN and FAD bind to
various flavoproteins as cofactors and regulate various metabolic reactions that
are important for maintaining homeostasis. Roseoflavin (RoF) competes with
RF, FMN, and FAD to inhibit the pathway. E. Genes related RF metabolism
pathway in human and Drosophila. F. Recovery of 4-hit fly viability by
knockdown (KD) of RF metabolism pathway-related genes. G. Rescue of 4-hit
fly lethality by treatment of RoF and Tr. *P < 0.05 and **P < 0.01 compared to
control.
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2. Possibility of activation of RF metabolism pathway in PDAC.

3. Suppression of PDAC progression by a combination of RoF
and Tr.
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<Conclusion>
A combination of RoF and Tr is a promising candidate for a
novel treatment for PDAC.

4. RoF suppressed mitochondrial respiratory chain activity
and cell growth through the reduction of RF uptake.
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