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研究成果の概要（和文）：Ezrinは癌の転移を促進するが、PKCにより制御されている。PKCI（PKC関連タンパク）と相
同性がある癌抑制遺伝子FHITは膵癌でも異常が報告されているが、アデノウイルスベクターを用いてFHITを膵癌細胞S2
-VP10に過剰発現させることで、FhitがPKCとEzrinの結合を阻害することによりEzrinのスレオニン基のリン酸化を抑制
し、EzrinとActinの結合抑制されることを証明した。結果としてEzrinによる細胞の遊走性が抑制された。以上より、
癌抑制遺伝子FHITの過剰発現はEzrinを制御することで膵癌の転移を抑制する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Ezrin is recognized as a key component in tumor metastasis and regulated by PKC. A
bnormalities of tumor suppressor FHIT, whitch shares homology with PKCI (PKC-interacting protein), have be
en found in pancreatic cancers. In this study, we showed that FHIT overexpression in S2-VP10 pancreatic ad
enocarcinoma cells by transfection of Ad- FHIT suppressed migratory/invasive capacities of tumor cells.  W
e observed that overexpression of FHIT largely reduced threonine-phosphorylated Ezrin.  Furthermore, FHIT 
overexpression interrupted not only Ezrin and Actin cytoskeleton interaction but also Ezrin and PKC alpha 
interaction.  We also found Fhit and PKC alpha binding in the immunoprecipitation analysis. Ectopic activa
tion of FHIT significantly reduced the invasive potential in S2-VP10 cells.  These findings suggested that
 overexpression of FHIT protein might regulate tumor invasion via inhibiting Ezrin and Actin cytoskeleton 
interaction.

研究分野：
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外科系臨床医学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(1)膵癌による死亡者数は年間 2 万人を越え

ており、今後も喫煙・飲酒・肥満など生活習

慣や社会環境を背景に増加傾向にあると予

測されている。その難治性の要因として、早

期発見が困難であり、発見時にはすでに周囲

臓器への浸潤や転移を来していることが多

く、また、既存の化学療法、放射線療法に対

する抵抗性が挙げられる。膵癌の浸潤転移を

抑制することが切除率を向上し、切除不能で

あっても予後の改善に繋がることが期待で

きる。PKC（protein kinase C）はセリン／

スレオニンキナーゼとして機能する密接に

関連した酵素ファミリーからなっており、細

胞－細胞シグナリング、遺伝子発現、および

細胞の分化と増殖の制御に重要な役割を果

たしている。PKC は非常に多様な働きを持っ

ているが、その発現異常は発癌や癌の浸潤・

転移に大きく関わっていることが分かって

おり、PKC 阻害剤は従来の抗癌剤と全く異な

る機序で抗腫瘍効果を有する次世代の抗癌

剤として期待されている。 

(2)FHIT(Fragile Histidine Triad)癌抑制遺

伝子は固形癌や血液系腫瘍において転写異

常や蛋白発現の低下が高率に認められてい

るが、その機能は十分解明されていない。

FHIT 蛋白配列は Ap4A 加水分解酵素と 52％相

同性があり、核内では核酸の加水分解あるい

は転写酵素として働いていることが示唆さ

れている。また、FHIT 蛋白は細胞質にも存在

し て お り 、 PKCI （ protein kinase C 

inhibitor/interacting protein）と 20%相同

性を持っていることが判明している。PKCI は

PKC と複合体を形成し PKC のシグナル伝達を

制御しているが、FHIT が PKC を制御している

可能性が示唆されている。 

 

２．研究の目的 

(1) 本研究では癌抑制遺伝子 FHIT により

FHIT蛋白を強発現させることでPKCを阻害す

る全く新しい治療法の開発であり、膵癌細胞

の浸潤転移を抑制する独創的な遺伝子治療

である。 

(2)癌抑制遺伝子を導入する遺伝子治療は癌

細胞のアポトーシスを誘導する目的のこと

が多いが、遺伝子導入効率の問題やアポトー

シスに抵抗性の癌細胞も多いことで実臨床

での応用に至っていない。固形癌が宿主を死

に至らしめるのは無秩序な増殖のみではな

く、重要臓器への浸潤転移により生命維持が

困難になることが上げられる。癌の浸潤転移

を制御できれば予後の改善、延いては癌との

共存も可能となり、最も悪性度の高い膵癌な

ど現在の治療では限界のある固形癌に対し

画期的な治療法を確立する基礎的研究とな

ることを期待するものである。 

 

３．研究の方法 

(1)癌の浸潤転移に関わるシグナル伝達系の

中で最近注目されている ERM family(Ezrin- 

Radixin-Moesin)は細胞骨格アクチンフィラ

メントと細胞膜タンパク質を架橋するリン

カータンパク質として機能することにより，

細胞アピカル膜を構造的・機能的に構築し、

癌細胞においては浸潤・転移を促進する。上

流は PKC により制御されている。今回の研究

では FHIT 遺伝子を欠損している膵癌細胞株

SUIT-2、S2-CP9、S2-VP10 を用い、FHIT 発現

プラスミドおよび FHIT 発現アデノウイルス

ベクターによる FHIT 強発現系で FHIT による

PKC 制御を検討する。実際に膵癌細胞株でも

FHIT と PKC が結合することを確認し、ERM 

family-Actin 相互作用を解析する。FHIT が

PKC 阻害作用を有すれば、下流の EMR family

である EZRINのスレオニン残基のリン酸化を

阻害し、EZRIN と ACTIN の結合を抑制するこ

とを明らかにする。さらにin vitro で Boyden

チャンバー法により FHIT が癌細胞の浸潤能

を抑制し、さらに、in vivo でヌードマウス

の肺転移モデルを作成し、FHIT による肺転移



抑制を検討することで FHIT の PKC 阻害薬と

しての浸潤・転移抑制という新たな可能性を

探求する。 

 

４．研究成果 

FHIT 遺伝子を欠損している膵癌細胞株

SUIT-2、S2-CP9、S2-VP10 において EZRIN, 

ACTIN の発現をウェスタン・ブロッティング

（IB）により確認した結果、いずれの細胞株

でも両者の発現を認めた。EZRIN の発現量が

最も多く、細胞増殖能および浸潤能も強い

S2-VP10 を以後の実験系に使用した。 

FHIT 発現アデノウイルスベクター（Ad-FHIT）、

コントロールして PBS、LacZ 発現アデノウイ

ルスベクター（Ad-LacZ）を S2-VP10 に 1000 

MOI で感染させ 48 時間後の cell viability

を XTT assay にて差がないことを確認した。

同時に GFP 発現アデノウイルスベクター

(Ad-GFP)1000MOI48 時間で GFP 発現効率が

95%以上であることを確認し、遺伝子導入が

確実に行われていることを実証した。 

S2-VP10にAd-FHITを感染48時間後の細胞質

成分を用い抗 PKC 抗体により免疫沈降（IP）

を行い、抗 FHIT 抗体で IBを行い、PKCと FHIT

が結合していることを証明した。同時に抗

EZRIN 抗体で IB を行ったが、コントロール群

では PKCと EZRIN の結合を認めたが、Ad-FHIT

感染細胞では PKCと EZRIN の結合を認めなか

った（図 1）。このことにより、FHIT タンパ

クが PKCと結合することにより、PKCと EZRIN

の結合を阻害している可能性が強く示唆さ

れた。 

次に抗 EZRIN 抗体により IP を行い、次いで

抗リン酸化チロシン抗体、抗リン酸化スレオ

ニン抗体で IB を行い、EZRIN のリン酸基の変

化を WB 法で検討した。EZRIN のチロシン基の

リン酸化はコントロール群、Ad-FHIT 感染細

胞で共に変化なかったが、スレオニン基のリ

ン酸化はコントロール群では変化なく、

Ad-FHIT 感染細胞のみ 100%阻害されていた

(図 1)。また同時に抗 Actin 抗体で WBを行う

と Ad-FHIT 感染細胞でのみ FHIT と Actin の

結合が阻害されている結果が得られた（図 1）。

抗 Actin 抗体で IP を行い、抗 EZRIN 抗体で

WB を行った結果も同様に、Ad-FHIT 感染細胞

のみ Actin と EZRIN の結合が阻害されている

ことが証明された。この結果より、FHIT 過剰

発現では FHIT と PKC が結合し、PKC による

EZRIN のスレオニン基のリン酸化が阻害され、

FHITとActinの結合も阻害される可能性が強

く示唆された。 

 

図１ 

 

 

図２ 

 

 

Ad-FHIT を用いた実験をより生理的な条件で

再現するため、カチオニックリポソームであ

るDOTAPコレステロールを用いプラスミドで



の遺伝子導入実験を行ったが、遺伝子導入効

率が低く、アデノウイルスベクターと同様な

結果は得られなかった。そのため、免疫蛍光

染色で遺伝子導入が行われた細胞のみ形態

の変化を観察した。コントロール細胞ではア

クチンフィラメントの重合とそれに一致し

た EZRIN の局在が確認されたが、FHIT 発現プ

ラスミドが導入された細胞ではアクチンフ

ィラメントの重合阻害とEZRINのびまん性発

現が認められ、EZRIN と ACTIN との結合阻害

が示唆された。 

上記の結果より強発現系のAd-FHITを用い膵

癌細胞の転移能を検討する実験を行った。細

胞増殖能をそろえた条件で、Boyden チャンバ

ー法による細胞浸潤能の検討を行った。

Ad-FHIT 感染（1000MOI)36 時間後にメンブレ

ンに S2-VP10 を敷き、その 12 時間後にメン

ブレンを通過してチャンバーに到達した細

胞を固定、DAPI 染色の蛍光吸光度で定量した。

Ad-FHIT 感染細胞はコントロール群に比し有

意に細胞浸潤能の減弱が認められた

（P<0.01)（図 3、4）。 

 

図３ 

 
 

 

 

 

 

図 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

以上より、FHIT 遺伝子治療は PKC を制御する

ことにより EZRIN と ACTIN の結合を阻害し細

胞の遊走能を減弱することで膵癌の転移を

抑制する可能性が示唆された。 

ヌードマウスを用いた肺転移モデルは現在

構築中である。 
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