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研究成果の概要（和文）：膵臓癌細胞を用いて代謝が活性化するLysosome酵素を網羅的に解析し、標的酵素とし
て糖代謝に関与する酸性αグルコシダーゼ（GAA)、スフィンゴリン脂質代謝に関与するグルコセレブロシダーゼ
（GBA）、酸性セラミダーゼ（AC)を特定した。それぞれの酵素を標的とした遺伝子治療法を開発し、細胞レベ
ル、動物実験レベルにおいて抗腫瘍効果を検証した。それぞれの酵素阻害により細胞増殖抑制効果を認めた。マ
ウス皮下腫瘍モデルにおいてウイルスベクターを用いて腫瘍増殖抑制効果を認めた。また生存率延長を認めた。
siRNA法を用いてGBAを阻害し、膵癌細胞のアポトーシス誘導、オートファジー阻害を確認した。

研究成果の概要（英文）：We comprehensively analyzed lysosome enzymes that are metabolically 
activated using pancreatic cancer cells. We identified acid α-glucosidase (GAA) involved in glucose
 metabolism, glucocerebrosidase (GBA) involved in sphingolipid metabolism, and acid ceramidase (AC) 
as target enzymes for treatment. We developed gene therapy methods targeting each enzyme and 
verified their anti-tumor effects at the cell level and animal experiment level. Antiproliferative 
effect was confirmed by inhibiting each enzyme. A viral vector was used to suppress tumor growth in 
a mouse subcutaneous tumor model. In addition, we observed an increase in the linear loss rate in 
tumor-bearing mice. 
Apoptosis induction and autophagy inhibition of pancreatic cancer cells were confirmed by inhibiting
 GBA using siRNA method.

研究分野：消化器外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
切除不能膵臓癌には塩酸ゲムシタビンを中心とした化学療法が適応されている。生存期間中央値は7-9カ月と予
後不良であり、抗癌剤耐性を示す症例に対する新たな治療法の開発が必要である。我々は癌の悪性化や代謝に関
与するオートファジー機構の実態であるライソゾーム酵素に着目し、細胞内の要求が上昇する酵素群を特定し、
特定されたGAA、AC、GBAを阻害することで癌細胞の増殖抑制効果が得られることを確認した。癌細胞内の代謝機
構を培養細胞および動物実験モデルで明らかにした。当該研究の結果は将来的に抗癌剤耐性を改善させ、膵臓癌
治療の奏功率を大きく改善させる可能性がある。

※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 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
膵臓癌は悪性度の高さにより診断時に手術可能な症例は全体の 10-20%に留まる。これらの切除不能膵臓癌には塩酸ゲ
ムシタビンを中心とした化学療法が適応されている。近年では化学療法の進歩により抗癌剤が奏功し切除可能に転換
する症例も増加してきているが、生存期間中央値は 7-9 カ月と依然として予後不良であり、抗癌剤耐性を示す症例に
対する新たな治療法の開発が必要である。栄養飢餓により強く誘導されるオートファジー機構は 2016 年にノーベル
生理学・医学賞を受賞し、癌細胞においても亢進していることが示され、癌治療研究における有望な標的として注目
されている。オートファジーは、ミトコンドリアなどのオルガネラの新陳代謝やタンパク質、糖質、脂質、核酸といっ
た生体高分子の分解を担う細胞内大規模分解系であり、細胞内の栄養供給や恒常性維持に重要な役割を果たしている。
抗癌剤によってストレス環境に晒された細胞内では、異常タンパクやミトコンドリアなどの蓄積により細胞内環境が
悪化する。癌細胞はオートファジーによってこれらの異常な高分子を適切に分解することで細胞内環境を維持し、細
胞死から逃れていると考えられる。そのため、オートファジーを阻害することで抗癌剤耐性を改善することが報告さ
れている (Piya S, et al. Autophagy. 2017)。しかし、これまでの研究ではオートファジー全体を機能不全に陥らせる
薬剤が多く、多大な副作用が問題視され臨床応用へは新たな観点が必要であった。そこで申請者は、オートファジー
の最終段階が多様な加水分解酵素を内包する細胞内小器官であるLysosomeに依存した分解系であることに着目した。
Lysosome内酵素のうち、抗癌剤投与により活性化される酵素群が抗癌剤耐性に寄与しているという仮説を立て検証を
開始した。さらにの治療戦略に示すように、抗癌剤耐性に関与する特定の Lysosome酵素を選択的に阻害することで、
オートファジー全体ではなく、分子特異的な分解不全を誘導し抗癌剤の効果を高める方法を着想した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的はがん細胞内の Lysosome 酵素による代謝ネットワークを解析し、個人間で異なる抗癌剤ストレスに対
する耐性やその原因を明らかにすることである。また抗癌剤耐性に関与する Lysosome 酵素を特定し、その酵素の阻
害によって抗癌剤の効果が上昇することを検証する。本研究の特色は、これまで解析されていない抗癌剤投与下の癌
細胞における Lysosome酵素の網羅的な発現変化について世界に先駆けて解明し、治療へ応用する点である。 
近年、癌とオートファジー機構の関係性が注目され活発に研究が行われているが、オートファゴソーム形成の観点か
らの研究が大勢を占めており、分解の実態である Lysosomeの変化に  
着目した研究は非常に少ない。癌細胞では細胞内の活発な代謝を維持するため極めて高いオートファジー要求が確認
されているにも関わらず、実際に分解を担う Lysosome 酵素を対象とした研究は癌領域では皆無である。その原因と
して、Lysosome酵素と癌細胞の関係が注目されていなかったことに加え、それぞれの酵素反応の測定系の複雑さがあ
げられる。申請者はこれまで Lysosome 病を対象とした酵素療法や遺伝子治療法を研究する遺伝子治療研究部共同で
研究を行ってきた背景があり、各種酵素の遺伝的解析や評価法が既に確立しており、本研究を遂行する上で大きな利
点となる。さらに上述した先行研究により、培養細胞レベルでは活性化した酵素阻害により抗癌剤耐性の改善が確認
された。すなわち、抗癌剤耐性における Lysosome 酵素代謝の役割という未解明な領域に対し、これまでの研究の知
見を活かすことができるため、極めて独自性、創造性および実現性に富んだ研究である。さらに、Lysosome酵素の抑
制を利用した新規治療法開発を見据える本研究は、従来の研究が進めている『オートファジー制御を利用した治療』
とは臨床応用へ向けた実用性という点で一線を画す。近年のオートファジーの制御を利用した治療法はオートファゴ
ソームの形成阻止に基づく完全なオートファジー抑制を志向した方法であり、臨床応用をする上では安全性の担保が
問題となる。本研究は、酵素阻害が非特異的に全身の細胞に作用した場合にも、既に存在する Lysosome 病への組換
え酵素製剤を利用することで副作用を軽減し、安全性を担保できるという点にも高い独創性を有する。 
 
① 抗癌剤投与前後での Lysosome酵素発現および代謝産物変化の網羅的解析 
② 変化量の大きい Lysosome酵素遺伝子の特定 
③特定した酵素を標的とした遺伝子治療の検討 
 
３．研究の方法 
① 膵臓がん細胞株に塩酸ゲムシタビンを投与し、マイクロアレイ解析及び siRNA によるライソゾーム酵素遺伝子のノ
ックダウンを行い、抗癌剤耐性に寄与する遺伝子を同定する。 
②同定しライソゾーム酵素の機能解析を行う。オートファジー解析、ミトコンドリア機能解析、アポトーシス解析な
ど 
③同定した遺伝子に対する shRNA 搭載ウイルスベクターを作成し、培養細胞に投与することで、ノックダウンの影響
を生化学的、形態学的に評価する。 
③ 膵臓癌担癌マウスを作成し、ウイルスベクターによるライソゾーム酵素遺伝子ノックダウン と抗癌剤の併用効果
を解析する。 
 
４．研究成果 
 
1)塩酸ゲムシタビンによるライソゾーム及びミトコンドリアの発現上昇 
 ヒト膵癌細胞株 PANC-1 に対し、膵臓癌の標準治療薬である塩酸ゲムシタビン(GEM)1µMを投与し、抗癌剤抵抗性の原
因となる遺伝子を特定するためマイクロアレイ解析を行った。GEM 投与により 100 の遺伝子で発現上昇を認め、70 の
遺伝子で発現抑制を認めた(図 1A)。これらの反応した遺伝子において、ライソゾーム遺伝子（LAMP2、LAMP3）、オート
ファジー関連遺伝子（MAP1LC3B）、ミトコンドリア遺伝子（MFN2）の発現上昇を認めた（図 1B）。 
 膵癌細胞株を GEM（PANC-1：1μM、MIA PaCa-2：0.5μM）投与 48時間後に電子顕微鏡（TEM）にて撮影し、GEM によ
る細胞内オルガネラへの影響を確認した。TEM 解析の結果、GEM 処理した膵癌細胞には、ライソゾームが高発現し、わ



ずかに膨張したミトコンドリアが存在することが明らかになった（図 1C）。また、 GEM を投与した PANC-1 と MIA PaCa-
2 では、LysoTracker（赤）と MitoTracker（緑）の蛍光強度の増強が観察された（図 1D）。実際、フローサイトメトリ
ー解析では、GEM を投与した膵癌細胞では、非投与の細胞に比べて MitoTracker の蛍光強度が有意に増加していた（図
1D）。これらの結果から、化学抵抗性を誘導する濃度の GEM が、膵癌細胞のライソゾームとミトコンドリアの量を増加
させることが示された。 
 

図 1. ゲムシタビン投与によりライソゾーム及びミトコンドリアの発現上昇を認めた 
 
2) 塩酸ゲムシタビンによりオートファジー、GAA、GBA、AC 酵素活性増強の確認 
GEM を投与した PANC-1 細胞のマイクロアレイ解析より 52 個のライソゾーム遺伝子を抽出し、ライソゾーム機能と化
学療法抵抗性につき解析した。PANC-1 細胞では、GEM 処理 24 時間後に 52 遺伝子のうち 33 遺伝子の mRNA 発現量が増
加した（図.2A）。特に、酸性αグルコシダーゼ(GAA)やα-ガラクトシダーゼ A(GLA)などのグリコシダーゼ、グルコセ
レブロシダーゼ（GBA）、酸性セラミダーゼ（AC）の上昇を認めた。本研究では、グリコーゲン代謝の鍵となる酵素であ
る GAA、スフィンゴリン脂質代謝に関与する GBA および AC について着目した。 



図 2A.ゲムシタビン投与にて特定の Lysosome 酵素の上昇 
 
3）GAA 阻害による効果 
GAA 抑制が GEM の感受性を高めることを確認するため、siRNA を用いて GAA 遺伝子
をノックダウン(KD)し、細胞増殖およびアポトーシス誘導効果を解析した。 
 GEM の投与により、未治療群と GAA KD 細胞の両方の細胞生存率が用量依存的に
抑制され（図 3A）、GAAKD 細胞では低用量の GEM（0〜1μM）に高い感受性を示した。
さらに、GAA KD と GEM 処理により膵癌細胞の増殖能は GEM 単剤と比較して有意に
抑制された（図 3B）。続いて、GAA KD が膵癌細胞のアポトーシスシグナルへの影
響を明らかにするため、Cleaved Caspase -3、-8、Cleaved PARP のウェスタンブ
ロット解析を行った。GAA の発現を抑制すると、GEM（PANC-1：1μM、MIA PaCa2：
0.5μM）処理 72時間後に、膵癌細胞におけるこれらのアポトーシスシグナルの発
現量の上昇を認めた（図 3C）。 
GAA KD の抗腫瘍効果を in vivo で調べるために、AdV-shGAA ベクターを作製した。
GAA に対する 4種類の siRNA の中から、GAA の発現抑制効果が高いものを抽出し、
shGAA 用の AdV を作製した。AdV の効果は、in vitro のウェスタンブロットで確認
した。続いて、ヌードマウスに PANC-1 細胞を皮下移植し、腫瘍に AdV を直接注入
（1×109pfu）した。注入後 4週間で、AdV-shGAA 群の腫瘍径は AdV-shScr 群より
も有意に小さかった（図 4A）。AdV-shGAA 群と AdV-shScr 群の間に体重の有意差は
なかったが、AdV-shGAA 群では生存率の延長が認められた（図 4B）。 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

4)GBA 阻害による効果 
GBAのノックダウンにより、すべての膵臓癌細胞株で増殖が抑制された。特に、酵素活性の低いBxPC-3細胞では、GBAノ
ックダウンの効果が顕著であった。ウェスタンブロット解析およびフローサイトメトリー解析により、GBAノックダウ
ンは、酵素活性の低いBxPC-3およびPANC-1細胞においてアポトーシスタンパク質(cleaved caspase-8)の発現量を増加
させることが示された。一方、AsPC-1では、GBAノックダウンにより、他のエフェクターアポトーシスタンパク質
(cleaved caspase-9、 cleaved PARP)の発現量が増加した。さらに、GBAのノックダウンにより、すべての膵臓癌細胞
株でアポトーシス細胞が増加した。 
がん細胞における GBA ノックダウンとミトコンドリア機能不全の関係を評価した。TEM では、GBA ノックダウンによ
り異常に膨潤・変性したミトコンドリアの集積が確認された。また、強い抗増殖作用とアポトーシスシグナルを示し
たBxPC-3細胞では、細胞内小器官が明らかに変化していた。また、ミトコンドリア機能を評価するために、JC-1染色の
赤と緑の比率で間接的にMMPを評価した。JC-1カチオン色素は、MMPの減少に伴い、赤から緑へのシフトが容易に検出
された。GBAノックダウンにより、膵臓癌細胞の赤色/緑色蛍光比が減少した。さらに、ミトコンドリア機能に対する
GBAノックダウンがアポトーシス誘導の原因であるかどうかを評価するために、GBAノックダウン後の短い時間(24時間
)においてミトコンドリア機能障害とアポトーシス細胞の解明を行った。GBAノックダウンにより膵臓癌細胞の赤色/緑
色蛍光比が減少した。一方、GBAノックダウンにより、すべての膵臓癌細胞株において、短時間でのアポトーシス細胞
の増加は認められなかった。これらの結果は、GBAノックダウンが膵臓癌細胞のMMPの減少を誘導し、その後、アポトー

図 3. GAAノックダウンは GEMの抗腫瘍効果を増強 

図 4. shGAA搭載アデノウイルスベクターによる膵臓癌に対する抗腫瘍効果 



シスを誘導することを示唆したするものであった。 
GBAノックダウンにより、すべての膵臓癌細胞株で細胞全体における活性酸素の発生が増加した。さらに、GBAノック
ダウンにより、ミトコンドリアに局在した活性酸素の発生が誘導された。これらの結果は、蓄積したミトコンドリア
での活性酸素の発生がミトコンドリアを損傷し、ミトコンドリア由来のアポトーシスシグナルを誘導していることを
示唆するものであったした。したがって、GBAノックダウンは、悪性腫瘍細胞におけるミトコンドリア機能障害、アポ
トーシス、抗増殖に寄与することが示唆された。 
まず、マイトファジーの最終分解系であるライソゾーム変性機能をLysoTracker Red DND-99染色で評価した。同時に
ミトコンドリア染色をMitoTracker™ Green FMで実証した。本製品は膜電位に関係なくミトコンドリアを染色する試薬
で、ミトコンドリアを定量することが可能である。 GBAノックダウンによりミトコンドリアの増加が促進される一方
、ライソゾーム機能は全体的に低下しており、GBAノックダウンによりミトコンドリア分解が減少することが示唆され
た。次に、マイトファジー特異的色素(Mtphagy Dye)を用いたフローサイトメトリーにより、マイトファジーを測定し
た。GBAノックダウンにより、Mtphagy Dyeの蛍光強度が低下した。そこで、ウェスタンブロット解析でマイトファジー
関連タンパク質の発現を検証した。興味深いことに、Parkin、PINK1、phospho-PINK1 の発現量は、膵臓癌 細胞株間で
一貫した結果を示さなかった。一方、GBAノックダウンにより、すべての膵臓癌細胞株でLC3-IIの発現が増強された。
しかし、SQSTM1/p62レベルは増加しなかった。これは、オートファジーの阻害に伴って予想されることである。そこで
、LysoTracker Red DND-99 染色と MitoTracker™ Green FM によってミトコンドリアとライソゾームの共局在を検証
した。GBAノックダウン後、共局在化が減少した。そこで、ライソゾーム阻害剤(bafilomycin A1)単独およびGBAノック
ダウンとの組み合わせでSQSTM1/p62およびLC3-II発現を評価し、オートファジーフラックスを排除した。GBAノックダ
ウンとbafilomycin A1との併用は、膵臓癌細胞株のSQSTM1/p62とLC3-IIの発現を誘導した。これらの結果は、GBAノッ
クダウンがバフィロマイシンA1とは異なる経路でオートファジックフラックスに部分的に作用している可能性を示唆
するものであった。 
 
5) AC阻害による効果 
 まずPANC-1、PATC66、MIA PaCa-2のAC発現量をウェスタンブロット解析で評価した。PANC-1ではAC高発現、PATC66で
は中等度の発現、MIA PaCa-2では低発現であった。次にsiRNAによるノックダウンで実際にACがノックダウンされてい
るか、またそれに伴いアポトーシスを引き起こすとされるセラミドが蓄積しているかどうかをウェスタンブロット解
析、酵素活性測定、LC-MS/MSで評価した。全ての細胞株において、ACの蛋白発現量はsiACにより抑制されていた。ACの
酵素活性についても、いずれの細胞株で有意に抑制されていた。また、全ての細胞株でAC抑制による細胞内のC16、C18
、C24セラミドの増加を認めた。siScrをトランスフェクションさせた群では、未治療群移比べ細胞内セラミドは減少
していた。これらの結果から、siACはACの機能的活性を阻害し、細胞内セラミドの蓄積を誘導していることが示され
た。 
セラミドはミトコンドリア機能不全を介して細胞死と腫瘍抑制を引き起こすことが知られている。そこで、セラミド
蓄積がミトコンドリア機能に及ぼす影響を評価するため、JC-1染色を用いてACノックダウン下でのミトコンドリア膜
電位を測定した。JC-1染色では、ミトコンドリア膜電位の脱分極により赤色から緑色へ蛍光が変化する。ACノックダ
ウンにより、全ての細胞株で緑色の蛍光細胞が増加した。以上の結果から、AC阻害はミトコンドリア機能不全を誘導
することが示された。 
 AC阻害によるアポトーシスの機序を解明するため、不全ミトコンドリアから主に産生される細胞内活性酸素種 
(ROS) を測定した。フローサイトメトリーにてROSを測定したところ、全ての細胞株においてAC阻害でROSは増加して
いた。蛍光染色において、ACノックダウンでミトコンドリア由来のROSが誘導されていた。一方で、NACを投与すると、
siACにより誘導されたROS産生が抑制された 。同様に、NAC投与でACノックダウンにより生じたアポトーシスが抑制さ
れており、ROSの蓄積がアポトーシスを誘導していることが示された。以上の結果から、ACノックダウンにより蓄積し
たセラミドによってROSが産生され、アポトーシスを誘導することが示された。ミトコンドリア機能不全と酸化ストレ
スに関するACの役割を確認するため、MIA PaCa-2を用いてAC過剰発現モデルを作成した。AC過剰発現によって、セラ
ミドは分解され、その結果ミトコンドリア膜電位は過分極し、ROSの産生が減少した。以上の結果から、ACはミトコン
ドリア機能と酸化ストレスに影響を及ぼすことが示された。 
 さらに、ACノックダウンが、ROSの分解酵素であるMnSODに及ぼす影響について検討した。ROSはAktの活性化を介し
てMnSODを抑制することが報告されている。本研究では、ACノックダウンはリン酸化Aktの発現を亢進させ、MnSODnの発
現を抑制させており、ミトコンドリア機能不全によるROS蓄積はMnSODの抑制によりさらに増強されていることが示唆
された。 
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