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研究成果の概要（和文）：膵臓癌細胞を用いて、抗癌剤投与によりオートファジー活性が変化することを確認
し、さらに、網羅的解析により抗癌剤投与によりオートファジー関連遺伝子や複数のライソゾーム酵素の遺伝子
が発現上昇していることを同定した。特に酸性αグルコシダーゼ（GAA）に着目し、GAA遺伝子をsiRNAで抑制す
ることにより塩酸ゲムシタビンによる抗腫瘍効果が増強され、アポトーシスの亢進し、抗腫瘍効果が増強するこ
とを確認した。肝細胞癌の臨床検体の癌部および非癌部の16S rRNAシークエンスの結果では癌部において正常肝
組織と比較して、Proteobacteriaが有意に多く、Firmicutesが少ないという結果であった。

研究成果の概要（英文）：We confirmed the changes in autophagic activity by gemcitabine in pancreatic
 cancer and revealed that several autophagic and lysosomal enzymes were activated by gemcitabine by 
microarray. Among the lysosomal enzymes, α-glucosidase was identified as the promising target of 
chemoresistance. Using siRNA, inhibition of α-glucosidase enhanced the antitumor effect of 
gemcitabine. 16S rRNA sequence of resected specimens of hepatocellular carcinoma revealed the 
difference in α-and β-diversity between tumor and adjacent normal tissues. 

研究分野： 消化器外科学

キーワード： 膵臓癌　癌微小環境　腸内細菌　化学療法抵抗性　オートファジー　ライソゾーム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膵臓癌のキードラックである塩酸ゲムシタビンの抗癌剤耐性の機序をオートファジー活性、ライソゾーム酵素に
見出し、特に酸性αグルコシダーゼの制御により塩酸ゲムシタビンの抗腫瘍効果が増強することを明らかにする
ことができた。膵臓癌腫瘍内の細菌叢解析により、細菌叢とオートファジー、抗癌剤耐性の相互作用を解析する
ことで、膵臓癌微小環境と抗癌剤耐性の理解を進めることが期待でき、今後も研究を継続する予定である。

※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 
膵癌は最も予後不良な克服すべき最重要疾患である。治療法としては外科的切除が唯一の根

治術であるが、発見時切除可能である症例は約 10～20％と極めて少ない。切除不能例に対し化

学療法や放射線療法などの集学的治療を行ってもその効果は限定的で、1 年生存率は約 15％に

留まる。膵癌が抗癌剤耐性を示す要因として、膵癌微小環境における線維化や低酸素化、癌幹細

胞、耐性遺伝子の活性化などが挙げられるが、いまだブレイクスルーとなる治療抵抗性の機序解

明、克服は得られておらず、新規治療戦略の立案、構築が急務である (Cell 2023;186:1729-54.)。 

オートファジーは障害された蛋白質をオートライゾゾームによる自己消化を介して細胞内エ

ネルギーの維持あるいはタンパク質の供給によって細胞内器官を再構成することで細胞のホメ

オスタシスを維持する生体機構である。オートファジーは膵癌における抗癌剤耐性の機序の一

つとして注目されている。オートファジーはオートファゴソーム形成に始まり、分解の本体は脂

質二重膜で構成されるオルガネラの一つであるライソゾームが担い、オートファジーによって

取り込まれた物質をその構成単位まで酵素処理している (J Clin Invest. 2015;125:47-54.)。癌

細胞における Lysosome 発現増強が、血管新生やがんの転移浸潤能に関与していることが知ら

れている (Nature. 2015;524:361-5.)。 

一方で、腸内細菌叢は腫瘍微小環境、腫瘍免疫と密接に関係していることが報告され、化学療

法や免疫チェックポイント阻害剤の効果や耐性への関与が大きな注目を集めている (Cancer 

Cell. 2018;33:570-80.)。特に口腔内に存在し歯周病の原因菌である Fusobacterium nucleatum

は大腸癌の腫瘍内で検出され、予後不良との関連が報告されているが (Gut. 2016;65:1973-80.)、

膵癌でも腫瘍内に Fusobacterium 属が存在し、予後との関連が報告されている (Oncotarget. 

2015;6:7209-20.)。膵癌では腫瘍内の腸内細菌の多様性と構成が予後と関係することから (Cell. 

2019;178:795-806)、膵癌の進行や治療抵抗性における腸内細菌の関与が強く示唆されるが、そ

のメカニズムは不明である。 

 
２．研究の目的 
本研究では膵臓癌の進行や治療抵抗性において何らかの影響を与えていると考えられる腸内

細菌に着目し、細胞質内に侵入した病原性細菌を捕獲、分解する生体防御機構の役割を担うオー

トファジー機構を軸に、膵臓癌において腫瘍内の腸内細菌が化学療法抵抗性に関与する分子メ

カニズムを解明し、腸内細菌をターゲットとした新規治療法開発を目指す。オートファジーの本

体であるライソゾーム酵素に着目し、抗癌剤耐性の鍵となる酵素を同定し抑制することでオー

トファジー不全を誘導し、抗癌剤の治療効果を高めることを確認する。さらに、腫瘍内の腸内細

菌を同定し、オートファジー活性およびライソゾーム酵素活性との関係を解析する。 

 

３．研究の方法 

①膵臓癌切除検体におけるオートファジー活性と予後の解析を行う。 

②膵臓癌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および 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。 

③同定したライソゾーム酵素がオートファジー、ミトコンドリア、抗癌剤によるアポトーシスに

及ぼす影響の機能解析を行う。 

④癌組織中の腸内細菌を RNA scope および 16S rRNA 解析で局在の同定および細菌叢解析を行

う。 



４．研究成果 

1. オートファジー活性と膵臓癌の予後 

膵癌切除検体を用いて、オートファジー活性の指標である Beclin1 および LC3 の免疫組織染

色を行い、Proportion および Intensity で評価を行ったところ、Beclin1、LC3B はそれ自体で

は共に有意な予後との関係を示さなかった。 

図 1．膵癌切除検体における Beclin1、LC3 発現と予後 

2．塩酸ゲムシタビンによるオートファジー関連遺伝子および Lysosome 酵素遺伝子発現の上昇 

ヒト膵癌細胞株（PANC-1、MiaPaca2）に対し、膵臓癌の標準治療である塩酸ゲムシタビン

（GEM）投与した際の細胞内変化を、電子顕微鏡、蛍光顕微鏡を用いて評価した。電子顕微鏡

においてはミトコンドリアの膨化や、Lysosome の発現の上昇を認めた（A）。蛍光顕微鏡におい

ては、Lysosome（赤）の発現上昇、ミトコンドリア（緑）の発現上昇を認めた（B）。フローサ

イトメトリーにて同条件でのミトコンドリアの定量を行うと、GEM 投与にて有意なミトコンド

リアの発現上昇をみとめた（Mann-Whitney U test、p<0.05）（C）。GEM の濃度は、CCK assay

にて膵癌細胞株の抗癌剤耐性を示した濃度（PANC1:1μM、MiaPaca2: 0.5μM）を選択した。 

図 2．GEM 投与によるミトコンドリアの蓄積と Lysosome 酵素の上昇 

塩酸ゲムシタビン（GEM）を投与した膵癌細胞（PANC-1）に対しマイクロアレイ解析を行い

（A）、オートファジー関連遺伝子や複数の Lysosome 酵素の遺伝子が発現上昇していることを

同定した（B）。塩酸ゲムシタビンによって発現上昇を認めた Lysosome 酵素遺伝子として、遺

伝子欠損時の酵素補充療法が確立されている、酸性 α グルコシダーゼ（GAA）や α ガラクトシ

ダーゼ A（GLA）、イズロネートスルファターゼ（IDS）、α イズロニダーゼ（IDUA）などの発

現も有意に増加していた。本研究ではグリコーゲン代謝に大きくかかわる酸性 α グルコシダー

ゼ（GAA）に着目した。 



図 3．GEM 投与によるマイクロアレイ解析 

3． 塩酸ゲムシタビンによるオートファジー、Lysosome 酵素活性の変化 

ヒト膵癌細胞株（PANC-1、MiaPaca2）に対し、濃度別に塩酸ゲムシタビンを投与すると、濃度

依存的に GAA の酵素活性の上昇を認めた（Mann-Whitney U test、p<0.05）（A）。また Western 

blotting では GEM の濃度依存的に LAMP2、LC3II の発現が上昇し、p62 が減弱していること

から、GEM によって Autophagy-Lysosome pathway の亢進が確認された（B）。 

図 4．GEM 投与によるオートファジー活性化 

4． GAA 抑制による化学療法抵抗性の改善 

ヒト膵癌細胞株（PANC-1、MiaPaca2）に対し siRNA を用いて GAA 遺伝子をノックダウン

させ、塩酸ゲムシタビンを投与すると、GEM による細胞増殖抑制効果がさらに増強することが

確認された（Repeated measures analysis of variance、p<0.05）。 

図 5．GAA ノックダウンによる GEM の抗腫瘍効果 



さらに GAA ノックダウン細胞においては、GEM との併用療法において Cleaved caspase-3、

Cleaved caspase 8、Cleaved PARP などのアポトーシスシグナル蛋白が増強することが確認さ

れた（A）。また、Annexin V Assay においても、アポトーシス細胞が有意に増強することが確

認された（Mann-Whitney U test、p<0.05）（B）。 

図6．GAAノックダウンによるGEMのアポトーシス誘導効果 

5． RNA scope による癌組織中の腸内細菌の同定 

ヒト癌組織中の腸内細菌の同定のため RNA scope を用いた in situ hybridization を行った。プ

レリミナリーで施行したヒト大腸癌組織の RNA scope では癌組織中の Fusobacterium 

nucleatum を同定した（図 6）。さらに、網羅的腫瘍内腸内細菌のプレリミナリーとしてヒト

肝細胞癌組織（n=27）と対応する非癌部組織（n=27）から DNA を抽出し、16S rRNA シ

ークエンスを施行したところ、16S rRNA シークエンスの通常プロトコルである 2-30 サイ

クルでは微生物由来の DNA の増幅が得られず、40 サイクルまで PCR サイクルを上げるこ

とで微生物由来 DNA の増幅が得られた。α diversity と Permanova (β diversity)の結果か

ら、腫瘍部と非腫瘍部では菌叢の全体構造に有意な差がみられた(p=0.0319、p=0.015)。肝

細胞癌では癌部において正常肝組織と比較して、Proteobacteria が有意に多く、Firmicutes

が少ないという結果であり、現在 Genus、Species レベルの解析を進めており、膵癌組織で

も 16S rRNA シークエンスを行う。さらに同定された菌を in situ hybridization で局在の

評価を行うとともに、オートファジー、ライソゾーム酵素との関係の解析を行う。 

図 7．RNA scope による Fusobacterium nucleatum の同定 
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８．本研究に関連して実施した国際共同研究の実施状況
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