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研究成果の概要（和文）： 
 膵癌治療の第一選択薬(GEM)の耐性機構の解明のため、膵癌細胞と獲得耐性株を用いて網羅的
同時絶対定量法（LC-MS/MS）により、トランスポーター・代謝酵素を網羅的に定量した。GEM
による発育阻止濃度と発現量の相関、耐性株と親株の発現量の差、膵癌組織の発現量と生存期
間の相関を検討したところ、GEM 耐性機構に GEM リン酸化酵素（デオキシシチジンキナーゼ：
dCK）の発現低下が最も寄与していることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 To clarify the resistant mechanism of gemcitabine(GEM), which is a standard agent for 
pancreatic cancer, a combination of targeted proteomic (LC-MS/MS) and metabolomic 
analyses were applied. The Attenuation of GEM phosphorylation by suppression of 
deoxycitidine kinase (dCK) was the most important mechanism for GEM resistance by using 
acquired resistant model and comparison of tissue expression profile and survival. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)膵癌の大半は、切除不能な進行癌であり、
切除可能であっても再発率は極めて高く、生
存期間中央値は局所進行癌で 8-10 ヶ月、転
移性癌で 3-6 ヶ月と報告され、他臓器の癌に
比べ非常に予後不良であり、21世紀にその克
服が残された最難治癌である。膵癌の治療成
績向上のためには、切除不能例や再発例に対
する有効な化学療法の確立に加え、抗癌剤体

制メカニズムの解明が急務とされている。 
(2)塩酸ゲムシタビン（GEM）が膵癌治療の第
一選択薬として広く使用されているが、単剤
での奏効率は 10%程度と極めて低く、その主
たる原因は薬剤耐性と考えられる。GEM を含
む核酸アナログ系抗癌剤は他の抗癌剤に比
べ、代謝酵素やトランスポーターの影響を受
けやすい特徴がある。また薬物トランスポー
ターと代謝酵素は薬剤の臓器特異性、組織移
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行性、細胞内効果の規定因子であり、その発
現量情報は膵癌の抗癌剤耐性メカニズム解
明において非常に重要である。これまでも耐
性因子同定・メカニズムの解明が進められて
きたが、耐性機構の解明に至っていなかった。 
(3)GEM の薬剤耐性機構は、複数因子が関与す
る複雑な機構であると考えられ、その解明に
は網羅的なスクリーニングが不可欠である。
網羅的スクリーニングは、核酸（DNA, mRNA）
を中心にマイクロアレイの手法が広く普及
しているが、生体情報の中でも、生体内で機
能を発揮する蛋白質を、定量的情報を含む網
羅的スクリーニングの手法である高感度質
量分析装置（LC-MS/MS 法）による高感度同時
絶対定量法を用いることで、耐性メカニズム
の解明を目指すことが可能であると考えら
れた。 
 
２．研究の目的 
 膵癌細胞における薬物輸送単体蛋白、抗癌
剤関連代謝酵素の蛋白発現量を LC-MS/MS 法
を用い、網羅的絶対定量することで、膵癌の
抗癌剤耐性機構を解明し、薬物投与前の抗癌
剤感受性予測を可能とすること、その過程で
求められる各耐性因子の活性量や寄与率を
利用し、阻害剤等の抗癌剤効果増強の期待で
きる併用薬を開発すること、を目的に研究を
開始した。 
 
３．研究の方法 
(1)培養膵癌細胞の GEM 感受性の測定と GEM
耐性細胞株の樹立：膵癌の GEM に対する感受
性にはばらつきがあるため、10種の培養膵癌
細胞を種々の濃度の GEM 存在下に培養し、発
育阻止指数（50%発育阻止濃度：IC50）を求め
た（自然耐性株の同定）。GEM 感受性細胞株を、
求めた IC50値相当の GEM添加条件で6ヶ月
間培養を行うことで、GEM耐性細胞株を樹
立する（獲得耐性株の樹立）。 
(2)LC-MS/MS を用いたトランスポーター及び
GEM 関連代謝酵素の発現プロファイルの解明
（定量的プロテオミクス）：培養細胞より蛋
白質試料を抽出、還元・アルキル化の後、ト
リプシン消化を行って、ペプチドライブラリ
ーを作成した。内部標準として安定同位体ペ
プチドを添加し、LC-MS/MS(multiplex MRM法)
で解析し、ピーク比と先に作成しておいた検
量線から、絶対定量値を求めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

          図１ 
測定したのはGEM感受性に影響を及ぼすと考
えられる、GEM を含む核酸の細胞内外輸送に
絡むトランスポーター（ENT1,2, CNT1, 3, 
MRP1,3,4,5,7）及び GEM 細胞内代謝関連酵素
（CDA, dCK, 5-NT, UMP-CMP-kinase, dCMPDA, 
RRM, CTPS）である。上述の因子の関連図を
図１に示す。 
①培養膵癌細胞株のトランスポーター・代謝
関連酵素の発現プロファイルの検討：培養細
胞膵癌株 10種において、各々絶対定量値と
GEM 添加下培養細胞で得られた IC50値（及び
1/IC50値）の相関を検討した。 
②獲得膵癌細胞株のトランスポーター・代謝
関連酵素の発現プロファイルの検討：親株
（PK9）と耐性株（RPK9）で絶対定量値を比
較し、有意なものを抽出した。 
(3)臨床情報の解析：膵癌で切除が行われた
としても、ほぼ全ての症例が再発をきたし、
死の転帰を辿る。そのため、再発予防のため
の切除術後のGEMによる補助化学療法が標準
治療となっている。補助化学療法施行例の生
存期間が、抗癌剤感受性・耐性の指標となる
ことが考えられるが、それ以外の予後因子を
抽出することを目指し、東北大学肝胆膵外科
で1989年〜2008年までに切除された膵癌（浸
潤性膵管癌）症例の臨床情報から、既存の腫
瘍マーカー（CA19-9, DUPAN-II, CEA）と予
後の関係を、単変量（カプランマイヤー法／
ログランク検定）及び多変量解析（コックス
比例ハザードモデル）を行い、解析し、更に
再発形式との関連も解析した。 
(4)膵癌腫瘍組織における発現プロファイル
の解析：肉眼的根治切除された膵癌のうち、
術後 GEM 補助療法が行われた 10例（図２）
を対象に、切除主要組織から、蛋白試料を抽
出し、LC-MS/MS 解析を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         図２ 
 得られた絶対定量値と図２の生存月数と
の相関を検討した。 
(5)メタボロミクスによる耐性因子の解明：
GEM は細胞内でリン酸化され、抗腫瘍活性を
発揮するため、その核酸代謝中間体を細胞内
外で測定することで、獲得耐性細胞株でどの



ような代謝過程の阻害がおこっているかを
同定した。 
細胞内外の GEM, GEMの不活性化体（dFdU）
濃度, を経時的に測定した。また、GEM 不活
性化酵素（CDA）の阻害剤（THU）添加条件下
で、dFdU を同様に経時的に測定した。 
細胞内のGEM 及び GEMのリン酸化体（dFdCMP）
を測定することで、GEMリン酸化酵素（dCK）, 
脱リン酸化酵素（cN）の酵素活性を測定した。
また、リン酸化酵素添加条件下で、酵素活性
を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 培養膵癌細胞の GEM 感受性の測定と GEM
耐性細胞株の樹立： 
① GEM 感受性：10種の膵癌細胞培養株の GEM
の IC50値は、11.6〜1.34×106nM の分布を示
し、薬剤感受性は通常培養条件下で細胞
種により大きく差があることを見出した。 
② GEM 耐性細胞株の樹立：自然培養下で
GEM に比較的感受性のある PK9 膵癌細胞
を親株とし、GEM 添加長期間培養で、IC50

値 2.4×104倍の GEM 耐性細胞（RPK9）を
樹立することに成功した（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
            図３ 
 
(2) LC-MS/MS を用いたトランスポーター及
びGEM関連代謝酵素の発現プロファイルの解
明（定量的プロテオミクス）： 
① 培養膵癌細胞株のトランスポーター・代
謝関連酵素の発現プロファイルの検討：GEM
に対する IC50値との相関を表１に示す。特に
高い相関を示すものとして、dCK, UMP-CMPK, 
ENT1 が抽出された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        表１ 

②獲得膵癌細胞株（RPK9）のトランスポータ
ー・代謝関連酵素の発現プロファイルの検
討：GEM 獲得耐性膵癌細胞株(RPK9)とその由
来親株(PK9)で LC-MS/MSによるトランスポー
ターを網羅的に低量したところ、表２のよう
な結果が得られた。有意な発現量の差を認め
たのは、ENT1. MRP1. MRP4 であり、その発現
量は RPK9 で PK9 に比べ、各々1.4, 1.7, 2.2
倍に増加していた（表２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        表２ 
同様に、GEM 関連代謝酵素の発現量を比較す
ると、表３のような結果が得られた。有意な
発現量の差を認めたのは、dCK, CDA, RRM1, 
CTPS1, CTPS2 であり、dCK は RPK9 では検出
限界以下であり、PK9 に比べ少なくとも 1/48
以下であった。CDA, RRM1, CTPS1, CTPS2 は、
各々1.6, 1.9, 1.3, 1.2倍に増加していた（表
３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        表３ 
 
 表 1, 2, 3 の結果から、トランスポーター：
ENT1、代謝酵素：dCK を耐性機構に関与する
重要な因子の候補として抽出した。 
 
(3) 臨床情報の解析：  
過去の報告通り大部分の症例で CA19-9 など
の糖鎖抗原を中心として、腫瘍マーカーの上
昇が認められた。切除術前後の腫瘍マーカー
測定が行われた 194 例を解析したところ、驚
くべきことに、約半数（47.4%）の症例で肉
眼的根治切除後も腫瘍マーカーが正常化し



ていないことが明らかになった。年齢、性別、
病期（主腫瘍の進行度・リンパ節転移の有無）、
手術術式、手術前の腫瘍マーカー、切除後の
腫瘍マーカーの正常化の有無などを解析対
象因子とし、術後生存期間との関連を解析し
たところ、多変量解析では、リンパ節転移の
有無（P=0.0227）, 切除後の腫瘍マーカー正
常化の有無（P=0.025）の２因子が独立した
予後規定因子であることが明らかになった。
リンパ節転移陽性例の予後が不良であるこ
とは、過去に多数の報告があるが、多数例の
検討で、切除術後の腫瘍マーカーの推移が独
立した予後規定因子であることを初めて明
らかにした。また、切除後も腫瘍マーカーが
正常化しない例では、有意に肝転移再発のリ
スクが高まることから（P=0.0299）、切除時
点で既に存在している不顕性の微小転移あ
るいは不顕性癌遺残を示している可能性が
高いことを明らかにした（表 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         表４ 
 
(4) 膵癌腫瘍組織における発現プロファイ
ルの解析： 
膵癌組織から抽出した蛋白試料から得られ
た絶対定量値と術後生存月数の相関係数を
示したものが、表５である。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        表５ 
 
        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        図４ 
 
中でも、術後生存月数と dCK の発現量は相関
係数 0.899 と高い相関を示した（図４）。 
 
(5)メタボロミクスによる耐性因子の解明： 
 
①培養液中（細胞外）GEM 濃度は、RPK9, PK9
とも同様に経時的に減少し（細胞内に取り込
まれており）、細胞内への取り込みは獲得耐
性への寄与は少ないと考えられた（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        図５ 
 
 
②細胞外の GEM 不活性化体(dFdU)濃度は、
RPK9 で PK9 に比べ有意に増加していた。その
増加は、GEM 不活性化酵素阻害剤（THU）の添
加で消失した。しかしその条件下で、GEM の
感受性に変化は認められなかったため、GEM
の不活性化は、獲得耐性への寄与は少ないと



考えられた（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       図６ 
 
③GEM のリン酸化酵素（dCK）と脱リン酸化酵
素（cN）の酵素活性を測定すると、リン酸化
酵素の活性は RPK9 では検出感度以下に低下
していた。また、絶対定量値で得られた、dCK
を添加することでその酵素活性は親株と同
様まで回復した（図７）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      図７ 
 上記①〜③の結果から、GEM の獲得耐性に
はdCKの発現量低下に伴う酵素活性の低下に
より、抗腫瘍活性を発現させる活性体（リン
酸化体）の細胞内濃度の低下が、最も重要に
寄与していることが明らかにされた。 
 
 本研究から、膵癌における GEM 獲得耐性の
メカニズムとし GEM リン酸化酵素（dCK）の
発現低下とそれによるGEMリン酸化抑制が重
要な関与をしていることが明らかにされた。
dCK は過去にも Gem 感受性に関与している可
能性が報告されているが、膵癌における GEM
感受性の観点から、その寄与を明らかにした
ものはなく、本研究の意義は大きいと考えら
れる。また、臨床検体を用いた解析でもその
関与が裏付けられたことから、単に試験管内
での人工的な系でのみ当てはまる現象では
なく、実臨床の現場でおこっている GEM 耐性
に基づく、治療効果の現弱を説明できる可能
性が高い。 
 今後、前向きに採取されたバイアスの少な
い試料と計画的に治療・観察された臨床情報

を集積し、本研究で得られた成果の追試を行
う必要がある。更にその際、本研究で明らか
になった様に（表4）、腫瘍マーカー（CA19-9）
を加味して適切な層別化を行った上で、解析
することがバイアスを低下させ、臨床情報の
正確な解釈につながると考えられる。また、
dCK の発現低下を解除する併用薬については、
本研究課題の期間内で明らかにすることが
出来なかったため、今後の検討で明らかにす
る必要がある。また、GEM と非劣勢が示され、
実臨床でも多く使用されてきた S1(5FU)の薬
剤耐性のメカニズムに関しても、同様に明ら
かにすることで、薬剤耐性打破による膵癌治
療成績の向上につながる可能性がある。
LC-MS/MS 法を用いた蛋白質同時絶対定量は、
複数の蛋白質発現量の解析に優れ、代謝産物
の測定（メタボロミクス）と合わせ、膵癌の
みならず他の癌腫も含めた抗癌剤の耐性メ
カニズムの解析に有用であると考えられた。 
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