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研究成果の概要（和文）：膵癌細胞の葉状仮足に局在し、浸潤転移に関わるARHGEF4とLAMTOR2を基礎研究により
同定した。リガンドとカチオン性ペプチドを付加したARHGEF4とLAMTOR2に対するsmall interfering RNA
（siRNA）化合物をヒト膵癌オルガノイド移植マウスに尾静脈注射した結果、それぞれのsiRNA化合物は膵癌組織
までデリバリーされた。ARHGEF4またはLAMTOR2を標的とするsiRNA投与群において、コントロールsiRNAの投与さ
れた群およびゲムシタビン投与群に比較して膵癌組織の増大が抑制された。マウスの肝・腎・肺に炎症や組織構
築の乱れはなく、肉眼的に異常を認めなかった。

研究成果の概要（英文）：We identified ARHGEF4 and LAMTOR2, which are localized in the lamellipodia 
of pancreatic cancer cells and involved in the invasiveness and metastasis. Small interfering RNA 
(siRNA) compounds against ARHGEF4 and LAMTOR2 to which ligands and cationic peptides were added were
 injected into human pancreatic cancer organoid-implanted mice through the tail vein. As a result, 
each siRNA compound was delivered to the pancreatic cancer tissue. In the siRNA-administered group 
targeting ARHGEF4 or LAMTOR2, pancreatic cancer tissue growth was suppressed compared to the control
 siRNA-administered group and the gemcitabine-administered group. There was no inflammation or 
disturbance of tissue architecture in the liver, kidney, or lung of the mouse.

研究分野： 消化器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
k-ras変異などの膵癌細胞の増殖機序に関する基礎研究の論文発表は多い。しかし、同定された標的分子が膵癌
創薬に結びついた例はなく、膵癌研究から誕生した分子標的薬は存在しない。研究代表者らは、膵癌の最大の特
徴である「豊富な癌間質を伴う癌細胞の浸潤」を抑制することができれば新薬を開発できるのではないかと考え
た。
siRNAのデリバリーシステムとして独自に考案・合成し、siRNA化合物を合成した点が本研究の創造的なところで
ある。本研究の核酸化合物が膵癌細胞の浸潤・転移を抑制することを示すことができれば、世界初の膵癌に対す
る核酸製剤開発に結び付く可能性がある。

※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。



１．研究開始当初の背景  

膵癌により年間 3 万 9000 人が死亡しており、膵癌の 5年生存率は 5～10%と極めて低

い数値である。使用できる膵癌治療薬は限られているため、有望な新規治療薬の開発が

臨床の現場で切望されている。膵癌の予後不良の原因として術後再発率が高いことがあ

げられる。手術で取り除いたと思われていた癌が実際は腹膜などに直接浸潤して残存し

ており、再発をきたす。ステージ IIAまでの比較的早期の段階で発見されても、術後再

発率は 60-80％と高率である。これらの背景から、研究代表者は膵癌の浸潤・転移機構

を解明することにより、浸潤および転移に関わる分子を標的とした創薬に結び付くので

はないかと考えた。 

研究代表者らは、ARHGEF4 および LAMTOR2 が mRNA の状態で膵癌細胞の葉状仮足に運

ばれ、葉状仮足において局所翻訳されることにより、膵癌の浸潤・転移にとって中心的

な役割を担っていることを明らかにした。ARHGEF4 および LAMTOR2 の局所翻訳を抑制す

ることができれば、膵癌細胞の浸潤を減少させることが可能である。 

 

２．研究の目的  

浸潤している膵癌細胞には葉状仮足が多数形成されている。本研究の標的分子である

ARHGEF4と LAMTOR2 は、Extracellular Signal-regulated Kinase(ERK)シグナル伝達経

路を活性化することにより葉状仮足形成を促し、膵癌細胞の浸潤・転移を亢進させるこ

とを明らかにした(Int J Oncol 53:2224-2240,2018; Oncotarget 10:2869-2886,2019)。

本研究では、ARHGEF4 と LAMTOR2 を標的とした核酸製剤開発に向けた基盤研究を行う。

独自に発見した膵癌細胞の浸潤・転移機構に着目することにより、ERK シグナル伝達経

路が膵癌細胞の浸潤・転移にとって重要なシグナル経路であり、創薬の標的分子である

ARHGEF4と LAMTOR2 を同定することができた。 

また、臨床的な膵癌と乖離していないモデルマウスを用いて薬効を評価する必要があ

る。研究代表者らは、ヒト膵癌細胞株を用いたオルガノイド培養技術を開発し、ヒト膵

癌オルガノイドをマウス皮下に移植したヒト膵癌オルガノイド移植モデルマウスを樹

立した(Hum Cell 35:735-744, 2022)。ヒト膵癌オルガノイド移植モデルマウスのヒト

膵癌組織は、臨床的な膵癌組織と組織構築が極めて類似しており、ヒト膵癌由来の癌間

質が豊富に存在し、薬効評価に優れた性質を有する。本研究では、膵癌細胞膜上に高発

現しているレセプターに結合するリガンドにカチオン性ペプチドを結合したデリバリ

ーシステムのナノ化合物を ARHGEF4 と LAMTOR2 に対する siRNA に付加する。これらの

siRNA化合物が、膵癌細胞まで効率よく輸送された結果、膵癌細胞の浸潤・転移を抑制

するかを解析することを目的とする。 

 

３．研究の方法  

① ARHGEF4 と LAMTOR2 に対する siRNA 化合物が、膵癌細胞まで効率よく輸送されるか



の検討 

リガンドとカチオン性ペプチドを付加した ARHGEF4 と LAMTOR2 に対する siRNA 化合

物をヒト膵癌オルガノイド移植モデルマウスに尾静脈から静脈注射する。それぞれの

siRNA化合物が膵癌組織の膵癌細胞までデリバリーされるかを検証する。細胞実験では、

蛍光標識したコントロール用 siRNA にリガンド＋カチオン性ペプチドを付加した核酸

化合物を培養中のヒト膵癌細胞 S2-013 の培養液に一晩添加した細胞の共焦点顕微鏡観

察を行った結果、核酸化合物が S2-013 細胞内に取り込まれていることを確認できた。

本研究では、ヒト膵癌細胞株をオルガノイド培養することにより、培養皿の中でヒト膵

癌オルガノイドを作製する。ヌードマウスを麻酔下で背部の皮下を切開し、皮下にヒト

膵癌オルガノイドを移植し縫合する。マウス皮下で形成されたヒト膵癌組織は継時的に

増大し、4 週で最大径 1cm、6 週で最大径 1.5cm ほどの腫瘍が形成される。移植術を行

って 6 週経過したモデルマウスに蛍光標識した ARHGEF4 と LAMTOR2 に対する siRNA 化

合物を静脈注射により投与する。リガンド＋カチオン性ペプチドは、体内へ投与された

siRNA の酵素分解を抑制し、siRNA を膵癌細胞膜表面に高発現しているリガンドレセプ

ターに結合できるようにする。核酸化合物が、ヒト膵癌オルガノイド由来の腫瘍組織に

集積することを in vivo 光イメージング装置（IVIS spectrum imaging system, Caliper 

Life Science社製）を用いて確認する。その後、マウスを還流固定し、膵癌組織の標本

作製を行う。それぞれの群で抗 ARHGEF4抗体または抗 LAMTOR2 抗体を用いて組織染色を

行い、共焦点顕微鏡により観察を行う。siRNAの取り込まれた膵癌細胞において、ARHGEF4

と LAMTOR2が特異的に発現抑制されていることを確認する。 

② ARHGEF4 と LAMTOR2 に対する siRNA 化合物による浸潤・転移抑制効果と予後改善効

果の検討 

ARHGEF4と LAMTOR2に対する siRNA化合物をヒト膵癌オルガノイド移植モデルマウス

に 1 回/週の頻度で合計 6 回尾静脈から静注投与する。各群 10 匹のマウスに投与を行

う。移植の翌週から投与を開始し、全身状態の変化を観察する。6回目の投与を終了し

た翌週まで経時的に腫瘍サイズを計測して腫瘍増大抑制効果を検討する。コントロール

siRNAの核酸化合物を投与された群（10匹）および進行膵癌に対する治療で使用される

ゲムシタビンを腹腔内投与する群（10匹）も準備して経時的に腫瘍径を測定する。ゲム

シタビン投与群では、1回/週､合計 6回のゲムシタビン単剤の腹腔内投与を行う。その

後、すべての群の膵癌組織を摘出し、ホルマリン固定する。ヘマトキシリン＆エオジン

染色を行い、組織標本を作製する。膵癌原発巣からの筋層浸潤の程度・脈管侵襲・皮下

リンパ節転移・肝転移・肺転移をコントロール siRNA の核酸化合物を投与されたマウス

群と比較する。予後改善を検討するために、上記と同様に各群 10匹のヌードマウスに、

ARHGEF4と LAMTOR2 に対する siRNA 化合物を合計 6回尾静脈から静注投与する。移植後

12 週目までの生命予後および全身状態の変化を観察する。ARHGEF4 または LAMTOR2 を標

的とする siRNA投与群において、コントロール siRNA の投与されたマウス群およびゲム



シタビン投与群に比較して予後が延長するかを解析する。解剖時にモデルマウスの採血

を行い、肝・腎・膵機能および治療効果の指標になる腫瘍マーカーCA19-9 の測定を行

う。 

 

4. 研究成果  

① ARHGEF4 と LAMTOR2 に対する siRNA 化合物が、膵癌細胞まで効率よく輸送されるか

の検討について 

siRNAが生体内で機能を発揮するためには、経静脈投与された siRNA を膵癌細胞へ安

全に送達させるデリバリー技術の確立が重要である。カチオン性ペプチドが siRNAの熱

力学的な安定性や RNase A 耐性を向上する効果を有する上に、siRNA と複合体を形成し

て細胞内に導入してもノックダウン活性を阻害しないことを明らかにした(Bioorg Med 

Chem 21:1717-23,2013)。さらに、膵癌細胞への取り込みを促すリガンドをカチオン性

ペプチドに結合することに成功した。In vitro にて作成したヒト膵癌オルガノイドを

ヌードマウスの背部皮下に移植後 6 週目に腫瘍径が 1.5cm ほどのサイズになったとこ

ろで、蛍光標識した ARHGEF4 と LAMTOR2に対する siRNA 化合物を尾静脈注射により投与

した。24時間後、in vivo imagerにて撮影した結果、核酸化合物はヒト膵癌オルガノ

イド由来の腫瘍組織に集積することを確認した（図 1）。その後、マウスを還流固定し、

膵癌組織の標本を作製した。それぞれの群で抗 ARHGEF4 抗体または抗 LAMTOR2 抗体を用

いて組織染色を行い、共焦点顕微鏡により観察を行った結果、siRNAの取り込まれた膵

癌細胞において、ARHGEF4と LAMTOR2が特異的に発現抑制されていることを確認できた。 

 

② ARHGEF4 と LAMTOR2 に対する siRNA 化合物による浸潤・転移抑制効果と予後改善効

果の検討について 

 ARHGEF4と LAMTOR2に対する siRNA 化合物の抗腫瘍効果を検討するために、ヌードマ

ウス背部皮下にヒト膵癌オルガノイドを移植した 1 週後から尾静脈注射にて 1/週の頻

度で 6週間投与した。siRNA 化合物を投与した群（n=10）では膵癌腫瘍周囲への浸潤を

抑制することによりコントロール群（n=10）およびゲムシタビン単剤投与群（n=10）に

比較して有意に膵癌腫瘍の増大を抑制する結果を得た。リガンドを付加しない核酸化合

siRNA-ARHGEF4 siRNA-LAMTOR2

図1 ARHGEF4とLAMTOR2に対するsiRNA化合物
の膵癌組織へのデリバリー
赤色：膵癌組織へデリバリーされたsiRNAを示す。



物を投与した群においてはコントロールと抗腫瘍効果の差はなかったが、リガンドを付

加した核酸化合物を投与した群では顕著な腫瘍増大抑制効果を認めた。その結果、

ARHGEF4 と LAMTOR2 に対する siRNA 化合物投与群の 12 週目までの予後はコントロール

群に比較して改善傾向を認めた。 

ヒト膵癌オルガノイド移植モデルマウスの血清を用いて CA19-9 濃度の測定を経時的

に実施して論文報告を行った(Hum Cell 35:735-744, 2022)。ヌードマウスの背部皮下

へヒト膵癌オルガノイドを移植後 4 週目と 8 週目の測定を行った。コントロールとし

て、ヌードマウスの背部皮下へヒト膵癌細胞株のみを局所注射した従来のゼノグラフト

モデルを用いた。ヒト膵癌オルガノイド・モデルマウスの血清 CA19-9 濃度は経時的に

上昇したが、従来のゼノグラフトモデルでは局所注射後 8 週目の CA19-9 濃度が 4 週目

の CA19-9 濃度よりも低い結果であった。従来のゼノグラフトモデルの腫瘍組織の中心

部は一部が壊死しており、相対的に膵癌細胞数が減少しており CA19-9 濃度を用いた評

価が困難であった。 

 ヌードマウスの背部皮下へヒト膵癌オルガノイドを移植後 4 週目と 8 週目の採血を

行い、血清中の CA19-9 の濃度測定を行った。ARHGEF4 と LAMTOR2 に対する siRNA 化合

物を投与した群（n=10）とゲムシタビン単剤投与群（n=10）の血清 CA19-9 濃度はコン

トロール群（n=10）に比較して 4週目では差がなかったが、8週目の時点で低下してい

た。 

本研究を実施した結果、静脈内注射により投与された ARHGEF4 と LAMTOR2を標的にす

る siRNA化合物は膵癌組織にデリバリーされ、ゲムシタビン単剤投与群に比較して膵臓

周囲への浸潤を抑制する機序により腫瘍増大は抑制される結果を得た。 
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