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研究成果の概要（和文）：抗癌治療薬として注目されるTRAILに抵抗性を示したヒト膵癌細胞において、感受性の回復
とその機序を検討した。オートファジーを阻害するpifithrin-μと、あるいは抗アポトーシス分子Bcl-xL阻害剤ABT-26
3とTRAILの併用で、膵癌細胞に対するTRAIL感受性が増強した。また低酸素誘導因子のうちHIF-1αではなく HIF-2αを
RNA干渉で抑制した膵癌細胞は、抗アポトーシス蛋白survivin発現を減少させ抗腫瘍効果を誘導した。よって、HIF-2α
、オートファジー、抗アポトーシス分子それぞれの阻害が、免疫療法の治療効果を高める可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the human pancreatic cancer cells which showed resistance to tumor necrosis 
factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), as an anticancer drug, I investigated to restore the 
sensitivity to TRAIL and elucidate its cellular mechanisms. Pifithrin-mu, an inhibitor of autophagy or 
ABT-263, a Bcl-2 family inhibitor which targets Bcl-2, Bcl-xL, and Bcl-w significantly enhanced the 
sensitivity to TRAIL in human pancreatic cancer cells. Knockdown of HIF-2alpha, but not HIF-1alpha, using 
siRNA increased the susceptibility of pancreatic cancer cells to TRAIL via decreased the expression of 
anti-apoptotic protein survivin, and induced antitumor effects. These results suggest that inhibition of 
HIF-2alpha, autophagy, or anti-apoptotic molecules can enhance the efficacy of immune therapies to 
cancers.

研究分野：腫瘍免疫学
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１．研究開始当初の背景 
（１）TRAIL治療抵抗性とオートファジー 
 Tumor necrosis factor-related 
apoptosis-inducing ligand (TRAIL) は 、
death receptor を介して癌細胞選択的にア
ポトーシスを誘導する。既に欧米の臨床試験
において良好な成績が得られているが、治療
抵抗性を示す癌腫も報告されており、治療効
果を高める方法の開発が課題となっている
である。そこで島根県に多い膵臓癌に着目し、
ヒト膵癌細胞を用いて、heat shock protein 
(HSP) 70 の機能阻害効果や治療抵抗性に関
与すると考えられ、且つ、オートファジー阻
害効果を有する pifithrin-と TRAIL の併用
による抗腫瘍効果を検討する。 
（２）癌の治療抵抗性における低酸素環境と
オートファジー 
 オートファジーは、アポトーシスを逃れる
ためだけでなく、低酸素や酸化ストレス応答
を含む様々な代謝ストレス下で癌細胞が生
き延びるための、cytoprotective な働きを担
っていると考えられている。脳腫瘍に関して
低酸素下により誘導されるオートファジー
が、癌細胞生存や腫瘍浸潤血管の新生に働く
ことが報告されたが、その他の癌種での詳細
な機序や、TRAIL及び癌に対する抗体医薬に
よる治療抵抗性と低酸素・オートファジーの
関連やメカニズム、加えて治療抵抗性の克服
法は確立されていない。癌微小環境における
低酸素は、アポトーシスの回避や治療抵抗性
に関わっていると考えられており、これらを
標的とした治療が検討されている。アポトー
シスに関連する ROS の産生、ミトコンドリ
アや小胞体でのストレス応答、低酸素応答の
相互作用メカニズムの解明は様々の癌種に
おいて、治療抵抗性の克服に応用可能である
と期待される。 
 
２．研究の目的 
癌の治療において、癌細胞に対する薬剤の
効果を規定する要因である感受性あるいは
抵抗性は極めて重要である。特に臨床におい
て、投与当初は有効性を示しても、次第に抵
抗性が生じ、十分な抗腫瘍効果が得られなく
なる獲得耐性は克服すべき大きな課題であ
る。治療抵抗性獲得の機序として、低酸素と
いう微小環境、癌幹細胞の存在、免疫抑制性
細胞の増殖等が挙げられる。また、近年オー
トファジーが抗腫瘍効果との関連において
注目されている。オートファジーは本来、栄
養飢餓やストレス応答で細胞内環境を維持
し、細胞生存に重要な役割を果たしている。
これまでに、癌細胞死と拮抗的に作用するオ
ートファジーの抑制により、抗癌効果が増強
されることを明らかにした(Harashima, et 
al. Cancer Immunol Immunother, 2012; 
Inao, et al. Breast Cancer Res Treat, 2012)。
一連の研究成果は、癌治療抵抗性の獲得にオ
ートファジーが重要な役割を担っている可
能性を示唆している。本研究はこれらの研究

をさらに発展させる目的で、上皮性癌に対す
る免疫的細胞傷害を制御する分子機構、特に
オートファジー、低酸素応答、酸化ストレス
応答との関連性に重点をおき、癌治療抵抗性
を克服する新しい治療法の確立を目標とす
る。 
 
３．研究の方法 
（１）膵癌細胞でオートファジーを抑制す
ると、TRAILによる癌細胞死の誘導が増強さ
れることを阻害剤 pifithrin-μを用いて解析
し、細胞死の機序を明らかにする。また、抗
アポトーシス分子 Bcl-2 ファミリー阻害剤
（ABT-199, ABT-263）を用いて、TRAIL感
受性に及ぼす影響について解析する。抗腫瘍
効果は in vivo実験でも検証する。 
（２）低酸素環境での膵癌細胞の TRAIL 感
受性への影響を、TRAIL受容体である death 
receptor (DR)-4, DR5の発現、アポトーシス
およびその細胞内経路についてフローサイ
トメトリーや蛋白分子発現によって検討す
る。 
（３）膵癌細胞での TRAIL 感受性増強と低
酸素環境あるいはオートファジーの作用に
ついて、低酸素誘導因子 HIF-1と HIF-2
分子ノックダウン細胞株の作成、オートファ
ジーマーカーLC3-IIと GFPの融合蛋白の作
成を行う。これらを細胞内に遺伝子導入した
のち、低酸素環境での培養や、オートファジ
ー阻害剤、抗アポトーシス分子阻害剤と
TRAILの併用により、癌細胞死にそれぞれが
与える影響とその機序について解析する。 
（４）ヒト腫瘍抗原特異的細胞傷害性 T細胞
（CTL）が膵癌細胞における TRAIL 感受性
に及ぼす影響を、健常人末梢血から誘導した
癌反応性 CTLやT細胞を用いて検討する。 
（５）ヒト膵癌細胞を SCIDマウスに皮下接
種後（xenograftモデル）、低酸素誘導因子の
阻害、オートファジーの阻害、あるいは抗ア
ポトーシス分子の阻害が TRAIL との併用に
よって、有意な抗腫瘍効果を示すか検証する。 
 
４．研究成果 
低酸素癌の代表である膵癌に関して、低酸
素 環 境 な ら び に 低 酸 素 誘 導 因 子
hypoxia-inducible factor (HIF)-1 と
HIF-2が TRAIL 感受性に及ぼす影響とそ
の機序についてさらに検討した。HIF-2を
RNA 干渉で抑制すると、Panc-1 細胞の
TRAIL感受性が高まった。HIF-2が TRAIL
抵抗性に重要な役割を果たしており、癌の低
酸素反応を阻害することにより、TRAILによ
る治療効果を高め得る可能性が示唆された。
Apoptosis Protein Array assay により
HIF-1の siRNAによる RNA干渉細胞より
も HIF-2を抑制した Panc-1細胞において、
survivin 発現が減少することが新たに明ら
かとなった。さらに HIF-2を抑制した
Panc-1細胞に survivinを過剰発現させると、
TRAIL抵抗性が回復することが確認できた。



また survivin阻害剤と TRAILの併用による
抗腫瘍効果を in vitroと in vivoの両方で認
めた。よって、ヒト膵癌細胞では HIF-2が
survivin の発現を転写レベルで制御するこ
とにより TRAIL 抵抗性をコントロールして
いることが明らかとなった。また、オートフ
ァジーは飢餓や低酸素など様々なストレス
で誘導される蛋白分解システムで、細胞の恒
常性を保つ役割を担っているが、癌細胞にお
いて一般的には、治療抵抗性に関与している
場合が多い。HSP70 の機能とともにオート
ファジーも阻害する pifithrin-μ は、TRAIL
によるデスシグナルに伴う NF-B 経路の活
性化を阻害し、癌細胞表面での DR5 発現を
選択的に増強することにより、ヒト膵癌細胞
に対する TRAIL の抗癌効果を増強すること
が明らかとなった（発表論文 8）。TRAIL 抵
抗性ヒト膵癌細胞株を TRAIL と 2 種類の
Bcl-2 フ ァ ミ リ ー 阻 害 剤 （ ABT-199, 
ABT-263）とともに培養すると、Bcl-xLを選
択的に阻害する ABT-263 併用時にのみ顕著
な抗腫瘍効果を認め、それは ER stress経路
ではなく NF-B 経路を介して癌細胞表面の
DR5発現を上昇させ、caspase依存的なアポ
トーシスを誘導した。in vivo においても、
ABT-263と TRAILの併用による顕著な抗腫
瘍効果が認められ、膵癌の有効な治療法にな
る可能性が示唆された（発表論文１）。以上
より、治療抵抗性の獲得が問題となっている
TRAIL を用いた膵癌治療において、HIF-2
の抑制、オートファジーの阻害、抗アポトー
シス分子の阻害それぞれと TRAIL との併用
療法は、治療効果を高める有効な複合免疫療
法となりうる可能性が示唆された。 
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