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研究成果の概要（和文）：本研究は、我々が確立した新規培養ヒト正常膵管上皮細胞と膵癌細胞株を用いて、膵癌にお
いて高発現しているタイト結合蛋白claudin(CL)-4、CL-18およびPKCを標的とした膵癌分子標的治療の基礎的研究を実
施した。結果、ヒト正常膵管上皮細胞と膵癌細胞株のCL-4およびCL-18ともにPKC特にPKCαシグナル伝達経路により調
節されていることが分かった。膵癌分子標的治療の候補であるCL-4を介した細菌毒素CPEは、膵癌細胞株においては用
量依存性に細胞毒性効果がみられたが、ヒト正常膵管上皮細胞には毒性を示さなかった。そして、膵癌細胞へのCPEの
効果は、PKCα阻害剤により調節可能であった。

研究成果の概要（英文）：In the present study, using normal human pancreatic duct epithelial cells and canc
er cell lines. we investigated the basic study targeting tight junction molecules claudin-4, -18 and a sig
nal molecule PKC that highly expressed in pancreatic cancer. Claudin-4 and -18 were regulated via a PKCalp
ha signal transduction pathway in both human pancreatic duct epithelial cells and cancer cells. The cytoto
xic effects of CPE via claudin-4 are thought to be useful as a novel therapeutic tool for pancreatic cance
r. The cytotoxicity was not observed at any concentration of CPE, whereas in pancreatic cancer cells, CPE 
had a dose-dependent cytotoxic effect. PKCalpha inhibitors represent potential therapeutic agents against 
human pancreatic cancer cells by the use of CPE cytotoxicity via claudin-4.
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１．研究開始当初の背景 

 膵癌は「21世紀に残された難治性癌」と呼

ばれ、根治し得る治療法は現時点では手術療

法のみである。しかし、膵癌根治手術が成さ

れた場合でも、5年生存率は約 15％と十分な

予後が得られているとは言えず、さらに化学

療法、放射線療法の開発も盛んに行われてい

るが、十分な成果はまだ得られていないのが

現状である。従って、既存の治療法とは異な

る分子標的治療等の新規治療法の開発が求

められている。 
 
２．研究の目的 

 正常ヒト膵管上皮細胞の培養系を用いて、

タイト結合は膜貫通蛋白 claudin (CL)-4 お

よび CL-18の正常膵管上皮細胞の発現調節機

構をPKCのアイソフォームに焦点を当て解析

し、膵癌細胞とその発現調節機構を比較検討

する。次に、CL-4 を介した CPE による細胞毒

性効果について、PKC シグナル特に PKCalpha

を中心に検討する。さらに未だ正常膵菅上皮

および膵癌細胞での詳細な働きが不明であ

るtricellulinの発現動態についても合わせ

て解析し、CL-4 および CL-18 と比較すること

により、tricellulin の膵癌診断あるいは分

子標的の可能性について検討する。 
 
３．研究の方法 
 培養ヒト正常膵管上皮細胞系を確立し、膵

癌において高発現しているタイト結合蛋白

claudin(CL)-4、CL-18 および PKC シグナル分

子の発現調節機構の解明およびそれらの分

子を標的とした膵癌分子標的治療の基礎的

研究を実施する。 

(1）ヒト正常膵管上皮細胞培養系の確立 

 膵切除標本の非疾患部より採取した少量

の膵組織を酵素処理し、膵管上皮細胞を分離

した後、レトロウイルスベクターにより

hTERT を導入し、継代可能な安定したヒト膵

管上皮細胞系を確立する。 

 

(2）ヒト正常膵管上皮細胞における CL-4 お

よび CL-18 の誘導発現調節機構の解析 

ヒト正常膵管上皮細胞を各種サイトカイ

ンや増殖因子等で刺激し、CL-4 および CL-18

の発現誘導物質をみつける。タイト結合蛋白

の発現変化は、免疫染色、電子顕微鏡（凍結

割断レプリカ法）、RT-PCR、real-time PCR、

Western blot で解析し、タイト結合のバリア

機能変化は電気生理学的手法により解析す

る。 

 

(3）CL-4 および CL-18 の発現誘導に関する特

異的転写因子の同定 

hTERT 導入ヒト膵管上皮細胞において、マ

イクロアレイにより網羅的に解析し、CL-4 お

よび CL-18の発現誘導に関与するシグナル伝

達経路や特異的転写因子の同定を行う。その

同定された発現調節因子に対するsiRNAによ

る阻害実験を行い、CL-4 および CL-18 の発現

誘導との関連を確認する。 

 

(4）PKC シグナル伝達経路を介した正常膵管

上皮細胞を用いた CL-4 および CL-18 の発現

調節機構の解明 

正常膵管上皮細胞において、CL-4 および

CL-18 の発現誘導に関与する PKC シグナル伝

達経路の同定を行う。その同定された PKC ア

イソフォームの特異的阻害剤およびsiRNAに

よる阻害実験を行い、CL-4 および CL-18 の発

現誘導との関連性を確認する。 

 

(5）PKC シグナル伝達経路を介した膵癌細胞

株を用いた CL-4 および CL-18 の発現調節機

構の解析 

高分化型膵癌細胞株と低分化型膵癌細胞

株において、正常ヒト膵管上皮細胞と同様に

CL-4 および CL-18 の発現誘導に関与する PKC

シグナル伝達経路の同定を行う。その同定さ

れた PKC アイソフォームの特異的阻害剤お

よび siRNA による阻害実験を行い、CL-4 およ

び CL-18 の発現誘導との関連を確認する。 

 

(6）PKC シグナル伝達経路を介した CPE によ

る CL-4 を標的とした in vitro 膵癌治療効果

の検討 

正常膵管上皮細胞および膵癌細胞株にお

いて、CPE の細胞毒性効果を PKC シグナル伝

達経路に焦点を当て検討する。 



 (7) 正常膵管上皮細胞および膵癌細胞株を

用いたtricellulinの発現調節および機能に

ついての解明 

 正常膵管上皮細胞および膵癌細胞株を用

いて、tricellulin の役割を解明する。 
 
４．研究成果 

(1）ヒト正常膵管上皮細胞培養系の確立 

 現在までに数十例のhTERT導入ヒト膵管上

皮細胞系が確立できた。 

 

(2）ヒト正常膵管上皮細胞における CL-4 お

よび CL-18 の誘導発現調節機構の解析 

 正常膵管上皮細胞のCL-4の発現誘導には、

血清および PKC activator である TPA 刺激、

CL-18 の発現誘導には、TPA 刺激が効果的で

あった。 

 

(3）ヒト正常膵管上皮細胞における CL-4 お

よび CL-18の発現誘導に関する特異的転写因

子の同定 
 マイクロアレイにより網羅的に解析した
結果、転写因子としては、GATA-3 および ELF3
の発現変化がみられた。そのうち ELF3 につ
いては、CL-7 の発現調節に関与していること
が分かった。 

 

(4）PKC シグナル伝達経路を介した正常膵管

上皮細胞を用いた CL-4 および CL-18 の発現

調節機構の解明 

 PKC アイソフォームの特異的阻害実験の

結果、正常膵管上皮細胞の CL-4 および CL-18

の発現誘導には PKCα の関与がみられた。 

 

(5）PKC シグナル伝達経路を介した膵癌細胞

株を用いた CL-4 および CL-18 の発現調節機

構の解析 

PKC アイソフォームの特異的阻害実験の

結果、膵癌細胞の CL-4 および CL-18 の発現

誘導には、PKCα だけでなく PKCδ, PKCε,の

作用もみられた。 さらに、PKCα は、EMT に

関与が知られている CL-1 の発現および機能

への影響もみられた。 

 

(6）PKC シグナル伝達経路を介した CPE によ

る CL-4 を標的とした in vitro 膵癌治療効果

の検討 

正常膵管上皮細胞においては、PKC 活性刺

激により CL-4 を高発現しても CPE の細胞毒

性効果はみられなかった。膵癌細胞株におい

ては、PKC 活性刺激により CPE の細胞毒性効

果の減弱がみられ、PKCα 阻害剤によりその

効果は回復した。 

 

(7) 正常膵管上皮細胞および膵癌細胞株を

用いたtricellulinの発現調節および機能に

ついての解明 

正常膵管上皮細胞および膵癌細胞株の

tricellulin は、上皮バリア機能を持ち、主

にJNKシグナル経路を介して調節されていた。 
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