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研究成果の概要（和文）：膵癌細胞株から塩酸ジェムシタビン耐性株MIA-GEMRを樹立し、KRAS変異に関与する細胞シグ
ナルを検討した。MIA-GEMRは上皮間質転換様の形質変化と浸潤性増加を示しており、大腸癌のKRAS変異の誘導に類似し
ていた。とりわけ、変異KRASの調整は幹細胞特異的遺伝子とTGF-β1標的遺伝子と重複しており、KRASが形態や周囲微
小環境に影響を与えていることが示唆された。さらに、ホスホジエステラーゼ阻害剤はMIA-GEMRの増殖を抑制した。こ
れらの結果は、KRASの下流シグナルTGF-β1が膵癌細胞株MIA PaCa-2の塩酸ジェムシタビン耐性に関与していることを
示唆している。

研究成果の概要（英文）：We established GEM-resistant cells (MIA-GEMR) from MIA PaCa-2 cells and analyzed 
signaling pathway associated with the KRAS mutation MIA-GEMR cells showed the epithelial-mesenchymal 
transition phenotype and invasiveness, which were similarly induced by the KRAS mutation in colorectal 
cancer cells. The genes differentially expressed between MIA-GEMR and MIA PaCa-2 cells were compared with 
those observed between the human colorectal cancer HCT116 cells and HKe3 cells. Notably, the common genes 
associated with mutant KRAS regulation overlapped with stem cell-specific genes and TGF-β1 target genes, 
suggesting the crucial role of mutant KRAS in determining the morphology and microenvironment. 
Furthermore, the phosphodiesterase inhibitor resveratrol suppressed the growth of MIA-GEMR. These results 
suggest that TGF-β1 signaling downstream of oncogenic KRAS is involved in the onset of GEM resistance in 
MIA PaCa-2 cells.

研究分野： 胆膵外科

キーワード： Gemcitabine耐性膵癌
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１．研究開始当初の背景 

（１）膵癌は悪性度の高い癌の一つであり、

わが国では、毎年 26,000 人以上が膵癌で死

亡しており、癌関連死の第 5位である。切除

が唯一の根治療法であるが、早期診断が困難

であり、診断時に根治手術を受けられるのは、

全体の 10～20%程度である。日本膵臓学会膵

癌登録による通常型膵癌全症例の5年生存率

は 11.6％と消化器癌のなかで最も予後不良

である。したがって、早急な治療戦略を確立

することが望まれている。 

（２）膵癌治療の成績を改善するために、

治癒切除(R0, R1)が行われた膵癌に対し

gemcitabine を用いた術後補助化学療法の有

効性と毒性を評価する臨床試験（CONKO-001）

がおこなわれ、gemcitabine 投与群は無治療

観察に比べ有意に膵癌術後の再発を減少さ

せる結果が得られ標準治療となっている。し

かし、術後補助化学療法を施行されても、術

後早期に局所再発と転移をきたす症例があ

り、それらはいわゆるBorderline resectable

膵癌と定義された。（NCCN 膵癌ガイドライン

2011）それらは、Resectable 膵癌と比較して、

切除後の予後が不良であり、切除の適応や追

加の補助療法が検討されている。 

（３）Borderline resectable 膵癌に対す

る治療戦略として、術前化学療法が検討され

るようになってきた。しかし、それらに対す

る術前化学療法は、症例によっては腫瘍増大

により unresectable となり、根治切除の機

会を失うこととなる危険性がある。よって、

Borderline resectable 膵癌に対する術前化

学療法は、Gemcitabine の感受性や耐性など

の十分な科学的根拠が必要とされている。 

 

２．研究の目的 

本研究は Borderline resectable 膵癌の術

前化学療法の確立を目指して、膵癌に対する

Gemcitabine 耐性のメカニズムを明らかにす

る。Gemcitabine 耐性膵癌細胞株を用いて、

どのような分子構造によって膵癌に対する

Gemcitabine の感受性が規定されるのか、ま

た耐性を取得するのかを解明する。 

 

３．研究の方法 

（１）ヒト膵癌細胞株KP2, KP4, KP8, SUIT-2, 

PANC-1 ,MIA PaCa-2 を用いた。塩酸ゲムシタ

ビン（GEM）を IC50の濃度で持続的に投与し、

GEM 耐性膵癌細胞株を樹立する。 

（２）GEM 耐性膵癌細胞株の形態変化を観察

し、浸潤能の変化を 8.0-µm polycarbonate 

membrane filters を用いて検討する。 

（３）GEM 耐性膵癌細胞株を 2 次元および 3

次元で培養を行い、RNA を採取する。Human 

Genome U133 Plus 2.0 Array 6800 GeneChips

を用いて、GEM 耐性に及ぼす遺伝子変化を検

討する。 

 

４．研究成果 

（１）GEM 耐性膵癌細胞株の樹立 

MIA PaCa-2 が高濃度 GEM (1000 nM)に耐性を

示した。（図 1） 

 

（２）GEM 耐性膵癌細胞株の形態変化 

GEM に耐性を獲得した膵癌細胞株 MIA PaCa-2

（MIA-GEMR）は上皮間質転換様の形質変化を

示した。（図 2） 
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（３）GEM 耐性膵癌細胞株の浸潤能 

MIA-GEMR の浸潤能は、耐性取得前と比較して

有意に増加していた。（図 3） 

 

（４）MIA PaCa-2 と MIA-GEMR の遺伝子発現

の相違を図 4に示す。 

 

（５）MIA-GEMR で発現が増加している mRNA

と 2次元培養および 3次元培養で発現が増加

している mRNA の比較ダイアグラムを図 5 に

示す。 

 

 

 

 

（6）ホスホジエステラーゼ阻害剤による腫

瘍抑制効果 

ホスホジエステラーゼ阻害剤(resveratrol)

は GEM に耐性を示す MIA-GEMR においても増

殖を抑制した。（図 6） 
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Up-regulated genes Down-regulated genes

Gene Symbol Log Fold change

MAST4 7.1782656

MAST4 6.558419

GJA1 6.209089

PDE1A 6.1802254

FLI1 6.1545568
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ELOVL6 6.0397415
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SYTL4 5.648421
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Gene Symbol Log Fold change
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COL1A1 -4.837364
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