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研究成果の概要（和文）：膵がんは5年相対生存率が約10%と他のがんと比較しても突出して予後不良であり、新
規治療ターゲットの獲得は喫緊の課題である。一方でテロメラーゼは正常細胞ではほとんど機能していないが、
多くのがん腫で共通に活性化されており、分子標的として注目されている。
本研究では膵がん細胞株にヒト正常3番染色体を導入する実験系を通じて、膵がんにおいてテロメラーゼ抑制遺
伝子が3番染色体短腕の特定の領域（3p21.3領域）に存在することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Pancreatic cancer has an approximately 10% five-year survival rate, which is
 a remarkably poor prognosis compared to other cancers, and the development of new therapeutic 
targets is an urgent issue. Telomerase, on the other hand, has little function in normal cells, but 
is commonly activated in many carcinomas, thus attracting attention as a molecular target.
In this study, through an experimental transfection of normal human chromosome 3 into a pancreatic 
cancer cell line, it was clarified that the telomerase suppressor gene is located in the 3p21.3 
region in pancreatic cancer.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、膵がんにおいて3番染色体短腕の特定の領域にテロメラーゼ抑制遺伝子（群）が存在することを明ら
かにした。またその機序は、テロメラーゼ活性中心のTERTのプロモーター活性を抑制することによる可能性が示
唆された。この結果により、膵がんの新たな治療ターゲット開発の糸口となることや、膵がん発生メカニズムの
理解が進むことが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
膵がんは早期発見率が低く根治切除が可能な症例が多くないうえに、根治切除後も高い再発率

を有し、他のがんと比べ突出して予後不良である。再発・切除不能例には、化学療法が用いられ
るが、その抑制効果は十分とは言えない。したがって、膵がんの新たな診断法・治療法の開発は
急務である。一方、テロメラーゼは、がんに無限の増殖性すなわち不死化形質と造腫瘍性を与え
る酵素であり、その活性中心タンパクである TERT（Telomerase reverse transcriptase）の発
現により、その活性が制御されることが知られており、がん治療の新たなターゲットとして期待
されている。 
 
２．研究の目的 
 これまで我々は、染色体工学技術である微小核細胞融合法を用いた正常ヒト 3 番染色体の腎
細胞がん細胞株、口腔扁平上皮がん細胞株へ導入によって（図 1）、がん細胞株におけるテロメ
ラーゼ活性の抑制を誘導することを明らかした（Abe S et al. Genome Integr. 2010 / Nishio S 
et al. Biochem Biophys Res Commun. 2015）。本研究では、膵がん細胞株に正常ヒト 3 番染色
体を導入することにより、膵がんにおけるテロメラーゼ抑制遺伝子の同定を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 膵がん細胞株（ヒト；PK9、マウス；LTPA）にヒト正常細胞由来の 3 番染色体を導入し、テロ
メラーゼ活性の中心を担う TERT（Telomerase Reverse Transcriptase）の発現抑制効果を検討
した。具体的には以下の実験を行った。 
(1) ヒト正常 3番染色体を導入した膵がん細胞株を樹立（PK9#3、LTPA#3） 
(2) PK9#3 の細胞老化アッセイ、LTPA#3 を用いた qRT-PCR 法による Tert 発現解析 
(3) LTPA#3 の細胞増殖能、浸潤能の検討 
(4) 任意の領域で切断した 3番染色体を PK9、LTPA に導入することによるテロメラーゼ抑制遺伝

子の染色体領域の特定 
(5) LTPA#3 の Tert プロモーター活性を調べるためのレポーターアッセイ 
 
４．研究成果 
(1) ヒト正常 3番染色体を導入した膵がん細胞株を樹立（PK9#3、LTPA#3） 
ヒト膵がん細胞株 PK9 の FISH 解析

によって、PK9 の片アレルに 3p21.3 領
域が欠失していることが分かった（図
1a）。次に、微小核細胞融合法を用いて、
正常細胞由来のヒト 3番染色体をPK9、
LTPA にそれぞれ導入した（以後
PK9#3、LTPA#3 と表記）。また Control
として 4 番染色体も同様にそれぞれ導
入した（以後 PK9#4、LTPA#4 と表記）。
その結果、PK9#3 は明らかな細胞形態
変化を来し、細胞増殖が停止した。一方
で、PK9#4 はそのような変化は見られ
なかった（図 1b-f）。 
 
 
 
(2) PK9#3 の細胞老化アッセイ、LTPA#3 を用いた qRT-PCR 法による Tert 発現解析 
PK9#3 で見られた細胞増殖停止が、テロメラー

ゼ抑制に起因するものであれば細胞老化を来し
ているという仮説を立て、PK9、PK9#3、PK9#4 を
用いて細胞老化アッセイを行った。その結果、
PK9#3 では他の株と異なり、細胞老化が誘導され
ていることが分かった（図 1g-i）。 
次に LTPA、LTPA#3、LTPA#4 を用いて、qRT-PCR

法により Tert の発現解析を行った。その結果、
LTPA#3 は親株や 4 番染色体導入株に比べて、優
位に Tert 発現が抑制されていた（図 2）。 
 
 



(3) LTPA#3 の細胞増殖能、浸潤能の検討 
 PK9#3 で見られた細胞増殖能の変化が LTPA
でも同様に認められるか、細胞増殖能を検討
したところ、LTPA#3 は優位に LTPA、LTPA#4 に
比べ、細胞増殖能が低下していた（図 3a）。ま
た、浸潤能も同様に低下していることが分か
った（図 3b-e）。 
 
 
 
 
 
 
 
(4) 任意の領域で切断した 3 番染色体を PK9、LTPA に導入することによるテロメラーゼ抑制遺 
伝子（群）の染色体領域の特定 
 これまでの我々の先行研究（Abe S 
et al. Genome Integr. 2010）から、
テロメラーゼ抑制遺伝子の局在が
3p21.3 領域ではないかという仮説を
立てた。これを明らかにするために、
2 種類の改変 3 番染色体を用いた。1
つは正常 3 番染色体から 3p22〜短腕
テロメアを削除したもの（delp22-
pter）、もう 1つは 3p21.3〜短腕テロ
メアを削除した（delp21.3-pter）。こ
れを LTPA に導入し（図 4a-c）、qRT-
PCR 法により Tert の発現解析を行っ
た。その結果、LTPA#3delp22-pter は
LTPA#3 同様に Tert の発現が抑制さ
れていたが、LTPA#3delp21.3-pter で
は、抑制効果は見られなかった（図
4d）。このことから、3番染色体上のテロメラーゼ抑制遺伝子（群）は 3p21.3 領域に局在する可
能性が示唆された。 
 
(5) LTPA#3 の Tert プロモーター活性を調べるためのレポーターアッセイ 
TERT の活性調節はプロモーター変異や転写因子によるものが多いが、膵がんにおいてはプロモ

ーター変異の頻度はほとんどないため、これまで明らかとなった 3 番染色体導入によるテロメ
ラーゼ抑制効果は転写因子による機序によ
るものという仮説を立てた。Tert のプロモ
ーター領域を任意で削除したプラスミド
（図 5a）を用い、レポーターアッセイを行
い、LTPA と LTPA#3 における Tert プロモー
ター活性を評価した。その結果、LTPA#3 は
親株に比べ、Tert プロモーター活性が低下
していた。また任意の 923bp を削除した段
階で、この活性低下は見られなくなった（図
5b）。以上の結果から、この 923bp に結合す
る転写因子によってTertプロモーター活性
が低下していることが示唆された。 
 
 
 
以上の結果から、本研究により、膵がんにおいて 3p21.3 領域にテロメラーゼ抑制遺伝子（群）

が存在する可能性が示唆された。また、その機序は転写因子を介したプロモーター活性の低下で
あることが示された。 
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