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研究成果の概要（和文）：膵癌細胞株において Annexin A8（ANXA8）の機能解析を行ったところ、

ANXA8 は、膵癌における増殖能、浸潤能、低酸素・低栄養環境への適応応答に寄与している可

能性が示唆された。ANXA8は、直接低酸素誘導因子（HIF-1α）の発現を誘導し膵癌の悪性度を

決定する重要な遺伝子であることが明らかになった。ANXA8 プロモーター制御下にルシフェラ

ーゼ遺伝子を発現させるためのコンストラクトを作製し、ANXA8 の脱メチル化促進因子を網羅

的に探索した。これらは、ANXA8の発現を誘導し、膵癌の進展を促進する可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：We first investigated the functional role of ANXA8 in pancreatic 
cancer cell lines. We clarified that ANXA8 elevated transcriptional activation of HIF-1a, 
and that changes in expression levels of ANXA8 were associated with cell viability, 
migration, and resistance against hypoxic conditions in pancreatic cancer cells. Using the 
construct harboring the promoter sequences of ANXA8 upstream of the luciferase gene, we 
exhaustively explored promoting factors involved in carcinogenesis and progression on the 
basis of DNA demethylation in ANXA8 gene in pancreatic cancers. 
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１．研究開始当初の背景 
膵癌は、最難治癌の１つであり、極めて予

後不良である。これは、早期診断が困難であ
るために発見時に切除不能な進行例が多い
こと、治療抵抗性が高く、浸潤・転移能が高
いことに起因する。このため、膵癌患者の予
後改善には、早期診断法と新規治療法の開発
が必須である。 

 そこで、本研究では、膵癌の罹患率・死亡
率減少を将来の目標に掲げ、発癌危険因子の
同定（一次予防の面から）、早期診断マーカ
ーの確立・新規治療法の開発（二次予防の面
から）、癌進展促進因子、予後予測因子の同
定（二次＋三次予防の面から）に取り組むこ
とを全体構想とする。 
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２．研究の目的 
申請者は、平成 21-22年度科学研究費補助

金若手研究(Ｂ)交付期間中に、各種ヒト癌細
胞株において ANXA8が高発現していることを
見出し、新規癌特異的発現遺伝子として同定
した。さらには、ANXA8 の発現にエピジェネ
ティクス制御（プロモーター領域のメチル
化）が関与していること、その発現が膵癌の
悪性化（増殖・浸潤・転移）に関与する可能
性があることを報告した。 
そこで、本研究では、膵癌における ANXA8

の機能と発現制御機構の解析を進めるとと
もに、ANXA8 の発現を誘導する因子＝プロモ
ーター領域の脱メチル化を促進する因子を
網羅的に探索することで、新規膵癌発生・進
展促進因子を同定することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）膵癌細胞株における ANXA8 の機能解析 
①ANXA8の full-length cDNAを pcDNA3 に挿
入した発現ベクター(pcDNA3-ANXA8)を作製
した。対照として pcDNA3ベクターを用いた。 
②ANXA8の低発現膵癌細胞株である PANC-1に、
pcDNA3-ANXA8をトランスフェクションした
後、経時的に MTT assay、3日目に BrdU assay
を行った（増殖試験）。 
③ANXA8の高発現膵癌細胞株である BxPC-3に、
small interfering RNA (siRNA)、対照とし
て control siRNAをトランスフェクションし
た後、経時的に MTT assay、Caspase 3/7 assay
を行った（増殖試験）。 
④ANXA8-targeting siRNAにより、BxPC-3 細
胞における ANXA8の発現を抑制した後、
Migration assay、Invasion assayを行った
（遊走試験、浸潤試験）。 
⑤ANXA8の低発現膵癌細胞株である PANC-1に
低栄養環境（無血清培地）を処置し、経時的
に ANXA8 の発現量の変化を評価した(Real- 
time PCR)。 
⑥PANC-1 に、pcDNA3-ANXA8、対照として
pcDNA3ベクターをトランスフェクションし
た後、低栄養環境（培地）を処置し、2 日目
に MTT assayを行った。 
⑦BxPC-3 に、ANXA8-targeting siRNA、対照
として control siRNAをトランスフェクショ
ンした後、経時的に ANXA8が各種遺伝子の発
現に及ぼす影響を評価した。(RT-PCR, Real- 
time PCR)。 
⑧ルシフェラーゼレポーターベクター
(pGL4.14)に低酸素誘導因子 HIF-1αのプロ
モーター領域の配列を組み込んだコンスト
ラクト(HIF-1α- LUC)を作製した。PANC-1に、
pcDNA3-ANXA8（対照として pcDNA3ベクター）
と HIF-1α- LUCをコトランスフェクション
した後、経時的にルシフェラーゼ活性を測定
した。また、細胞内 Ca2+キレート剤 BAPTA-AM
を前処理した後、同様に行った。 

（2）膵癌細胞株における ANXA8の発現とそ
の制御機構の解析 
①膵癌における ANXA8の発現制御とエピジェ
ネティクス機構の関連を解析するため、
ANXA8 低発現膵癌細胞株である PANC-1 に、脱
メチル化剤(5- Aza-dC)、ヒストン脱アセチ
ル化酵素阻害剤(Sodium butyrate)処置によ
る RNA発現量の変化を評価した(RT-PCR, 
Real-time PCR)。 
②Bisulfite-sequencing法により、各種ヒト
癌細胞株における ANXA8遺伝子の Exon1- 
promoter領域の CpGメチル化状態を解析した。 
③メチル化と ANXA8発現量との関係を明確化
するため、ルシフェラーゼレポーターベクタ
ー(pGL4.14)に ANXA8のプロモーター領域の
配列を組み込んだコンストラクト(ANXA8- 
LUC)を作製した。さらに、CpG メチルトラン
スフェラーゼ（M.SssI）により CpG サイトを
完全にメチル化したコンストラクト(Me- 
ANXA8-LUC)を作製した。対照として、pGL4.14
ベクターとそのメチル化体(Me-pGL4.14)を
用いた。これらを PANC-1細胞にトランスフ
ェクションし、24時間後にルシフェラーゼ活
性を測定した。 
 
（3）脱メチル化促進因子の網羅的探索 
①ルシフェラーゼレポーターベクター
(pGL4.14)に ANXA8 のプロモーター領域の配
列を組み込んだコンストラクト(ANXA8- LUC)
を PANC-1にトランスフェクションした後、
ANXA8 の脱メチル化を促進する因子を網羅的
に探索した。 
 
４．研究成果 
（１）膵癌細胞株における ANXA8 の機能解析 
PANC-1細胞に、ANXA8を高発現させること

で、細胞増殖能が有意に上昇した（図 1）。
siRNAにより BxPC-3細胞の ANXA8の発現を抑
制したところ、細胞増殖能が有意に減少し、
細胞死が誘導され（図 2）、遊走能・浸潤能も
減少した（図 3）。これらの結果より、ANXA8
は膵癌細胞株の増殖能、遊走能、浸潤能に対
する促進因子である可能性を見出した。
ANXA8 は、膵癌の悪性度を決定する重要な遺
伝子であることが明らかになった。 
PANC-1細胞を低栄養環境下（無血清培地）

で培養することにより、ANXA8 の発現が強く
誘導された（図 4）。PANC-1 細胞に、ANXA8を
高発現させることで、低栄養環境に対して抵
抗性を示した（図 4）。ANXA8 発現抑制細胞
（BxPC-3）を用いて、各種遺伝子の発現を検
討したところ、ANXA8 の発現と低酸素誘導因
子（HIF-1α）の発現に関連があることが示
された（図 5）。ルシフェラーゼレポーター遺
伝子上流に HIF-1αのプロモーター領域の配
列を組み込んだコンストラクト(HIF-1α
-LUC)と pcDNA3-ANXA8をコトランスフェクシ



 

 

ョンすることにより、ルシフェラーゼ活性が
上昇した（図 6）。この活性は、細胞内 Ca2+キ
レート剤 BAPTA-AM の前処理により消失した
ことから、ANXA8 は直接 HIF-1αの発現を誘
導し，その機序には細胞内 Ca2+が関わってい
ることが明らかになった（図 6）。 
 これらの結果より、ANXA8 は、膵癌細胞に
おける低栄養・低酸素環境への適応応答に寄
与している可能性が示唆された。 
 

（2）膵癌細胞株における ANXA8の発現とそ
の制御機構の解析 
PANC-1 において ANXA8 の発現 (RNA)は

5-Aza-dC、Sodium butyrate 処置により上昇
した（図 7）。各種癌細胞株において、ANXA8
遺伝子の Exon1- promoter領域の CpGメチル
化状態と ANXA8 発現量には関連が認められ
た（図 8）。ANXA8のプロモーター領域の配列
を組み込んだコンストラクト(ANXA8-LUC)の
レポーター活性は、メチル化 (Me-ANXA8 
-LUC) により有意に抑制した（図 9）。 
これらの結果より、癌細胞株における

ANXA8 の発現制御には、エピジェネティクス
機構が関与している可能性を見出した。また、
ANXA8 遺伝子の脱メチル化による発現誘導が、
膵癌細胞の悪性化において非常に重要であ
る可能性が示唆された。これより、ANXA8 の
脱メチル化を促進する因子を網羅的に探索
することが、将来の膵癌の発癌予防、早期発
見、予後改善に繋がると予想される。 
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