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研究成果の概要（和文）：本研究計画の目的は、SETD5の発現量の増加によるMEK阻害薬耐性獲得機構の解明であ
った。しかし、MEK阻害薬によるSETD5の増加を認めず、当初計画から大きく計画変更が必要となった。しかし、
SETD5の欠失細胞を作製し、in vitroで薬剤に対する応答性、in vivoでの増殖能を検討した結果、いずれも有意
な差を認めることができた。In vitro培養条件下でのTranscriptome 解析では、これらの現象を説明できる遺伝
子を見出すことはできなかったが、今後、MEK阻害薬処理をした細胞や、形成された腫瘍を探索することで、
SETD5が腫瘍増殖に与える分子機構を明らかにしたいと考えている。

研究成果の概要（英文）：The objective of this research plan was to elucidate the mechanism of 
acquiring resistance to MEK inhibitors by increasing the expression level of SETD5. However, the 
study plan had to be drastically changed from the original plan because SETD5 was not increased by 
MEK inhibitors. However, we generated SETD5-deficient cells and examined their response to drugs in 
vitro and their proliferative ability in vivo, and found significant differences in both. We plan to
 elucidate the molecular mechanism by which SETD5 affects tumor growth in the future by exploring 
MEK inhibitor-treated cells and tumors that have formed.

研究分野： 分子生物学

キーワード： SETD5　抗癌剤　細胞増殖　エピゲノム　膵臓癌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
MEK阻害薬によるSETD5の増加を認めなかったが、SETD5の欠失細胞を作製し、in vitroで薬剤に対する応答性、
in vivoでの増殖能を検討した結果、いずれも有意な差を認めることができた。しかしながら、In vitro培養条
件下でのTranscriptome 解析では、これらの現象を説明できる遺伝子を見出すことはできず、この増殖抑制のメ
カニズムの理解には、さらなる条件検討が必要であると考える。今後、MEK阻害薬処理をした細胞や、形成され
た腫瘍を探索することで、SETD5が腫瘍増殖に与える分子機構を明らかにすることで腫瘍増殖の新たな分子機構
の理解につながると期待できる。

※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 
本研究では、RAS-MAPK シグナルによる SETD5 経路制御のメカニズムの解明とその結果

として起こるがんの進展の分子機構を明らかとすることを目的として研究を開始した。SETD5
は、自閉症スペクトラム症の原因遺伝子として報告されている一方で、膵臓がんの悪性化因子と
しての側面も持っている。そこで SETD5のがんの進展に関わる機能を理解することが本研究の
「問い」である。 
難治がんである膵臓がんの克服は、現在、我が国のがん医療の最重要課題である。膵臓がん

の多くでは癌遺伝子 RASの活性型変異がドライバー変異として知られており、RASやその下流
のシグナル分子を標的とした治療法の開発が試みられている。RAS の下流分子である MEK の
阻害薬もその一つであるが、長期治療により耐性を獲得することが治療上の問題である。今回私
たちが注目している SETD5は、MEK阻害薬により発現上昇し、耐性獲得に寄与していること
が報告された 1)。阻害薬耐性獲得時の SETD5の発現上昇機構とその機能には不明な点が多く残
されており、その解明は抗癌剤耐性獲得の理解に必要不可欠と考えられる。 

SETD5 は自閉症スペクトラム症の関連遺伝子で、ヒストン脱アセチル化酵素 HDAC3 など
のクロマチン制御因子のアダプター分子として機能し、エピゲノムの調節を介して転写を制御
する。私たちは SETD5 ヘテロ変異マウスが実際に自閉症スペクトラム症様の表現型を示すこ
とを報告した。この研究で、SETD5ヘテロマウスの神経細胞では、rDNAのプロモーター領域
のヒストンアセチル化修飾H4K16acが増加し、H4K16acに結合する転写抑制因子 Tip5によっ
て rDNA の転写量が減少、効果的な翻訳の低下、特にサイクリン D1 の翻訳量が減少すること
を明らかにした 2)。このことは神経細胞で SETD5がタンパク質合成の制御、特に特定のタンパ
ク質の翻訳を調節して細胞増殖を制御していることを示している。 
このように神経系での解析により SETD5 が細胞増殖制御に貢献していることが明らかとな

ったので、腫瘍細胞における SETD5の制御や機能についてさらに詳細な解析を行い、がん、特
にRASが活性化している膵臓がん細胞のがん進展に対する分子機構を明らかにすることによっ
て、難治がんである膵臓がんの治療戦略の一端を開くことができると期待された。 
 
２．研究の目的 
本研究では、RAS活性化を長期に阻害した時に認められる SETD5活性化メカニズムの理解

と、その結果として認められるがんの進展の分子機構を明らかにすることを目的とした。私たち
は、SETD5ヘテロマウスの神経細胞の解析において、細胞増殖関連タンパク質の中で、サイク
リン D1 だけが翻訳効率が非常に低下していること、すなわち SETD5発現抑制状態では、ある
特定の遺伝子が選択的に翻訳抑制されることを発見した。これは SETD5の発現が上昇する場合
には、選択的な翻訳促進によって細胞増殖能を亢進させる新規分子メカニズムの可能性を示唆
している。 
そこで、腫瘍細胞におけるSETD5の機能解析を行うことを計画した。前述したようにSETD5

は膵臓がん細胞における MEK 阻害時の抵抗性獲得に関与していることが報告されたが、その
詳細な分子メカニズムは不明である。RAS-MAPKシグナルは一般的に細胞増殖を促進する側に
制御するが、そのシグナル阻害環境下では、がん細胞は別経路で細胞増殖関連タンパク質を発現
させる必要がある。本申請課題は、MEK阻害による SETD5の発現制御に加えて、私たちが神
経細胞で見出した SETD5 による細胞増殖制御機構についてがん細胞での機能を明らかとする
ことで、SETD5を介した抗癌剤耐性獲得機構を理解しようとする独自性の高い研究を目指した。
さらに SETD5による遺伝子特異的な翻訳制御機構の理解は、生物学的に非常に興味深く、その
分子メカニズムを明らかにすることから膵臓がんの薬剤耐性メカニズムの理解につながれば、
臨床医学としても非常に有意義な研究である。本研究課題は、主に膵臓がん細胞を用い、そこで
得られた結果をマウスモデル・臨床検体で確認することを計画した。また、膵臓がんで得られた
知見は、増殖因子依存的細胞増殖を示す肺がん由来細胞や、核内受容体依存的な乳がん細胞を用
いて、RAS-SETD5 経路の膵臓がんにおける特異性や様々な癌への汎用性を記述する比較研究
への発展性を持つものであり、そのような解析の中から見出される細胞増殖の調節分子が創薬
の標的となる可能性の検討も期待された。 
1) Wang, Z., et al. SETD5-Coordinated Chromatin Reprogramming Regulates Adaptive 

Resistance to Targeted Pancreatic Cancer Therapy. Cancer Cell, 37: 834 (2020). 
2) Nakagawa, T., et al. The Autism-Related Protein SETD5 Controls Neural Cell 

Proliferation through Epigenetic Regulation of rDNA Expression. iScience, 23: 101030 
(2020) 

 
３．研究の方法 
(1) 膵臓がん細胞を、長期間、MEK inhibitor である Trametinib 処理を行うことで、

Trametinib耐性ヒト膵臓がん細胞を取得する。Cancer Cell (2020) で、報告されたMEK 
inhibitor に耐性を獲得した細胞における SETD5の発現上昇の確認を行う。 



(2) マウス膵臓がん細胞株 AK4.4を用いて Setd5 欠失細胞を樹立する。MEK inhibitor に対
する耐性獲得に Setd5 の上昇が必須であるならば、Setd5 欠失 AK4.4 細胞は、MEK 
inhibitor に対して感受性を獲得することが予想される。 

(3) Setd5は、クロマチンリモデリング因子であり、ゲノム上で転写を制御していることが予想
される。そこで、Setd5 欠失 AK4.4細胞のトランスクリプトーム（RNA-sequence）を行
い、膵臓癌細胞において Setd5が制御している遺伝子の網羅的解析を行う。 

(4) Setd5 欠失 AK4.4細胞を同種マウスに移植することで、生体内で腫瘍細胞の増殖を検討す
る。さらに腫瘍を摘出しHE 染色で、腫瘍細胞の形態を比較する。 

 
４．研究成果 
(1) MEK inhibitor耐性獲得と SETD5発現上昇の再現性確認 

マウス膵臓がん由来の RAS活性化型変異細胞（KPC・AK4.4）を用いて、MEK阻害薬ま
たはHDAC3阻害薬を添加し 3 日から 12 日間培養した。形態の変化や増殖の低下が観察され
たが SETD5 タンパク質蓄積を誘導することができなかった（図 1 左, 左３レーン）。これま
での報告とは実験条件が異なっているが、一般的に RAS の変異により増殖が活性化している
腫瘍において MEK 阻害薬抵抗性獲得に、SETD5 の発現量の増加は貢献していないと結論付
けた。 

(2) マウス膵臓がん細胞株 AK4.4の Setd5 欠失細胞の樹立とMEK inhibitor 耐性への影響 
我々は、神経細胞で、SETD5は細胞増殖に関わる分子の翻訳を制御していることを見出し

ている。そこで RAS 活
性化型変異細胞におい
ても SETD5が増殖や薬
剤耐性に対する機能を
有するかを調べること
とした。そこでCRISPR-
Cas9 システムを用い
て、SETD5 を持たない
RAS 活性化型変異細胞
（ AK4.4-SETD5del, 
#73 及び#75クローン）
を作製した。In vitro の
培 養系では、 AK4.4-
SETD5del細胞は、野生
型 AK4.4 に対して明ら
かな増殖の違いが見ら
れなかった。しかし、MEK阻害薬（Trametinib 20nM）投与による増殖抑制は、WTに比べ
て有意に強く認められた。すなわち、SETD5が発現していることは、Trametinibによる増殖
抑制に対して抵抗性を持つことと結論した（図 1 右）。 

(3) AK4.4-SETD5delのトランスクリプトーム解析 
Setd5は、クロマチンリモデリング因子である。そこで、Trametinibによる増殖抑制に抵

抗性を獲得する分子の転写を制御していることを予想し、Setd5 欠失 AK4.4 細胞（クローン
番号#73, #75）のトランスクリプトーム（RNA-sequence）を行った（図 2）。 

 
RNA-sequence の結果、Setd5を欠失する 2 種類の AK4.4細胞いずれでも上昇している遺

伝子は、29 個であった（図２）。また、いずれのクローンでも上昇または減少している遺伝子
について、定量的 RT-PCR で検証したところ、RNA sequenceの結果が再現された（図 3）。
このことから、用いた細胞での Transcriptome を得ることができていると考えた。 

図１ Setd5 欠失細胞の Trametinib に対する応答 

図 2 Setd5 欠失細胞の Transcriptome 解析結果 



しかしながら、Setd5を欠失
によって、発現が上昇している
遺伝子の GO解析から、薬剤耐
性獲得に関わる遺伝子を見出す
ことができなかった。 

(4) AK4.4-SETD5del の同種マ
ウスへの移植 
In vitroでのトランスクリプ

トーム解析によって、AK4.4-
SETD5del に薬剤耐性に関わる
遺伝子を見出すことができなか
ったことから、in vivoで腫瘍形
成・増殖能に対して Setd5の欠
失の効果を判定することとし
た。AK4.4と遺伝的に同系統で
あるFVB/NマウスにAK4.4 野
生型（WT）と AK4.4-SETD5del
（K O）を移植し、その腫瘍形成能を比較した。さらに腫瘍を摘出しHE 染色で、腫瘍細胞の
形態を比較した。 
その結果、Setd5 欠失 AK4.4細胞より発生した腫瘍は、野生型細胞より発生した腫瘍に比

して、著しく腫瘍増大率が低下していた（図 4）。HE 染色で腫瘍組織構築を観察したところ、
野生型および AK4.4-SETD5del いずれも分化した腺管状構造を認め、明らかな差は認められ
なかった。 

以上のことから、SETD5は、組織の分化などの制御というよりは、単に増殖の制御を行っ
ていること、このような増殖の制御は in vitroの解析では認められず、同種移植したマウス個
体内でのみ認められたことから、３次元の増殖や免疫反応によって制御される細胞増殖に
SETD5は強く関わっていると考えられた。 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

本研究計画の目的は、SETD5の発現量の増加によるMEK阻害薬耐性獲得機構の解明であ
った。しかし、MEK 阻害薬により SETD5 の増加を認めることができずに、当初計画から大
きく計画変更が必要となった。しかし、SETD5の欠失細胞を作製し、in vitroで薬剤に対する
応答性、in vivoでの増殖能を検討した結果、いずれも有意な差を認めることができた。In vitro
培養条件下での Transcriptome 解析では、これらの現象を説明できる遺伝子を見出すことは
できなかったが、今後、MEK 阻害薬処理をした細胞や、形成された腫瘍を探索することで、
SETD5が腫瘍増殖に与える分子機構を明らかにしたいと考えている。 

図 3 Setd5 欠失細胞の RT-qPCR による mRNA 定量 

図 4 Setd5 欠失細胞による腫瘍形成能と腫瘍病理像 
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