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研究成果の概要（和文）：　膵癌と糖尿病の関連性は認められているが、明確な因果関係は不明である。糖尿病血管合
併症など生活習慣病に強く関与する、毒性終末糖化産物に（Toxic AGEs, TAGEと命名）が癌と関連することに着目し、
TAGEが膵癌の発展・増悪を促進しているという仮説を立てた。TAGEの原因物質である果糖／ブドウ糖代謝中間体グリセ
ルアルデヒド（GA）を、膵管癌のモデルである膵管癌由来の培養細胞PANC-1に添加する実験により、細胞内にGA取り込
まれるGA濃度の上昇とともに、細胞内TAGEの生成／蓄積量が増加することが明らかとなった。また、癌の浸潤や細胞死
に関連する蛋白質にも異常が起きることがわかった。

研究成果の概要（英文）： Pancreatic cancer is related to diabetes. However, their causal relationship 
remains unclear. Toxic advanced glycation end products (toxic AGEs, named TAGE), involved in diabetic 
vascular complications (e.g., lifestyle-related diseases), are related to cancer. Based on this finding, 
we hypothesized that TAGE promote the development and progression of pancreatic cancer.
 In an experiment with a fructose/glucose metabolic intermediate, glyceraldehyde (GA), i.e., the 
causative agent of TAGE, added to the culture medium for PANC-1 cells derived from pancreatic cancer 
(pancreatic duct cancer model), the production and accumulation of intracellular TAGE increased along 
with an increased concentration of GA incorporated into the cells. In addition, abnormalities were found 
in proteins involved in cancer invasion and cell death.

研究分野： 糖尿病
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１．研究開始当初の背景 
 研究代表者は、生体内で生成される各種の終
末糖化産物 (AGEs) の中でも、特に果糖／ブド
ウ糖代謝中間体グリセルアルデヒド (GA) に由
来する Glycer-AGEs (toxic AGEs, TAGE と命
名) が、糖尿病合併症を始めとする生活習慣病
の増悪に深く関連することに着目していた (生
体の科学 2007;58:502, AGEs と老化-糖化制御
からみたウェルエイジング- 2013; 69)。TAGE は
その受容体である Receptor for AGEs (RAGE) 
と結合することを介して癌、心血管病、非アルコ
ール性脂肪肝炎、アルツハイマー病、不妊等の
多様な疾患に関与することが示されている (日
本薬理学会誌 2012;139:193, 金沢医科大学雑
誌 2012; 37:141)。生活習慣病を防止するため
の方法には、過食の抑制、適切な運動などが挙
げられる。それと同時に、栄養その他の面から
「体内にとって好ましい影響をもたらすと期待で
きる食品」を摂取するように心がけ、健康的な食
生活を送ることで病気に罹ることを予防するとい
う発想が現代社会で広がりつつある。 
 
２．研究の目的 
 国内において、膵癌死亡者数は年間 2 万人を
超える。膵癌は、患者の 50%以上が診断時に糖
尿病を発症している点、糖尿病合併型膵癌の多
くが進行癌である点、癌の 90%が膵管上皮に発
生 す る 点 等 の 特 徴 を も つ  ( 日 消 外 誌 
1982;15:1758, Endocr. Relat. Cancer 2012;19:9 
他論文多数)。しかし、膵癌と糖尿病との関連は
十分には明らかにされていない。今後も、糖尿
病患者の増加に伴い、糖尿病合併型膵癌患者
数も増加すると予測され、糖尿病合併型膵癌の
進行機序の解明は、国民の健康的生活のため
に急務である。 
 糖尿病患者の病態にはいくつかの特徴がある
が、そのうちの 1 つに食後高血糖が挙げられる。  
そこで、研究代表者は、還元糖と蛋白質との非

酵素的糖化反応の後期段階で生成する AGEs
に着目した。AGEs は、その前駆体というべき還
元糖や、還元糖の代謝中間体により様々な種類
が存在する。各種の AGEs のうち、TAGE が糖尿
病合併症や癌に関連する報告に着目し、TAGE
こそが糖尿病患者の膵癌の促進を誘導するとい
う仮説を立てた。この仮説を証明することが研究
目的の 1 つであり、食品に由来する化合物によ
る、細胞内 TAGE 生成／蓄積阻害を検討するこ
とがもう 1 つの目的である。 
 

３．研究の方法 
（１）糖尿病患者の食後高血糖状態のモデルとし
て、高グルコース培地でヒト株化膵管上皮培養
細胞 PANC-1 を培養し、さらに GA を添加するこ
とによる TAGE 生成／蓄積の検討： 
①PANC-1 を高グルコース培地 (4.5 g/L) で培
養することで、糖尿病患者の食後高血糖状態に
おける膵管癌細胞のモデルとする (以下、すべ
ての PANC-1 の培養および実験において高グ
ルコース培地を用いた)。PANC-1 に GA を添加
して 24 時間後の細胞の状態を顕微鏡で観察し、

細胞生存率を WST-8 法により解析した。 
 
②GA を PANC-1 に添加して 24 時間後に細胞
内に生成／蓄積したTAGEを、抗TAGE特異抗
体を用いたスロットブロット (SB) 法により定量し
た。すでに報告されている SB 法  (J. 
Gastroenterol. 2010;45:646) よりも、高感度な
測定方法を開発した。その新規 SB 法の開発
のために、細胞ライセートの調製に必要な細
胞溶解液の組成について大いに工夫した。同
時に、細胞を抗 TAGE 特異抗体で染色し、観
察および画像撮影を行った。 
③GAをPANC-1に添加して24時間後に細胞内
に生成／蓄積した TAGE の分子量を推定する
ため、細胞ライセートを調製し、抗 TAGE 特異抗
体を用いたウェスタンブロット (WB) 法による分
析を行った。 
 
（２）高グルコース培地で培養する PANC-1 に
GA を添加して、細胞内に生成する TAGE 化蛋
白質の検討： 
①PANC-1 に GA を最終濃度 0、1、2、4 mM で
添加し、24 時間後の細胞から細胞ライセートを
調製し、推定された TAGE 分子量の情報等をも
とに、癌浸潤や細胞障害／細胞死に関連する
蛋白質である Aminopeptidase N (APN)、HSP90
α、HSP90β、HSP70、HSP27、pro Caspase-3、
cleaved Caspase-3 の抗特異的抗体を用いた
WB 分析を行った。 
 
（３）高グルコース培地で培養する PANC-1 に
GA を添加して、培養上清中へと放出／逸脱し
ている TAGE の量を、SB 分析によって検討： 
①最終濃度 0 mM および 4 mM の GA 添加処理
をした PANC-1 の培養上清を回収し、濃縮液を
調製して SB 分析により、TAGE 量を定量した。 
 
（４）柑橘類由来化合物ナリンジンの PANC-1 へ
の添加のための濃度検討 
①柑橘類に含有される化合物であり、2 型糖尿
病モデルラットの諸症状を改善することが報告さ
れていているナリンジン (ナリンギン) (Food 
Chemistry 2013;141:4115) に着目した。柑橘類
にはナリンジンとその配糖体であるナリンジェニ
ン (ナリンゲニン) が多く含まれる。ナリンジェニ
ンは肝臓で代謝されてナリンジンになるので、柑
橘類の摂食によりナリンジンを豊富に体内に取り
込むことができる。ナリンジンが PANC-1 の
TAGE 生成／蓄積阻害の効果があるかどうかを
検討するための実験系の構築が可能かどうかを
検討した。 
 
４．研究成果 
（１）糖尿病患者の食後高血糖のモデルとして、
高グルコース培地で PANC-1 を培養し、さらに
GAを添加することによるTAGEの生成／蓄積の
検討： 
 すでに株化肝実質細胞に対して GA を添加し
て、細胞内に TAGE を生成／蓄積しているかを
検 討 し た 報 告 が あ る が  (J. Gastroenterol. 



2010;45:646, World J. Gastronterol. 
2015;211784) 、 株 化 膵 管 上 皮 培 養 細 胞
PANC-1 における細胞内 TAGE 生成／蓄積を
検討した報告は存在しない。PANC-1 が、培地
中の GA を取り込むか否かについての報告も存
在しなかったが、膵島 β 細胞に対して GA を添
加し、その細胞内への取り込みについて分析し
た報告が存在した (Biochem. J 1994;304:295)。 
 そこで、PANC-1 においても細胞外から添加し
た GA を細胞内へと取り込む可能性があると考
え、添加する GA の最終濃度を複数設定し、細
胞に対する影響を調べ、細胞内 TAGE の生成
／蓄積の検討を行った。 
 
①予備試験として、GA の最終濃度 0、0.25、 
0.5、1、2、4 mM を添加して 24 時間後の
PANC-1の細胞生存率をWST-8法により解析し
たところ、GA 濃度 1 mM 以降から細胞数減少が
認められた。そこで PANC-1 に添加する GA 濃
度は 0、1、2、4 mM に固定し、独立して 3 回実験
を繰り返した。WST-8 法での実験データは、一
元配置分散分析 (ANOVA) で解析をして有意
差が存在することを確認した後、Dunnet-t 検定
を用いて、0 mM の細胞生存率に対する、各 GA
濃度添加細胞の細胞生存率に有意差が存在す
るかを解析した。その結果、GA濃度依存的に細
胞生存率が有意に低下していることがわかっ
た。 
 
②PANC-1 に最終濃度 0、1、2、4 mM の GA 
を添加し、24 時間後に細胞ライセートを調製し
て、SB 分析細胞内に生成／蓄積した TAGE を
定量した。SB 分析は、当初は、すでに株化肝実
質細胞の TAGE 定量について報告されている
方法 (J. Gastroenterol. 2010;45:646) を参考に
実施したが、検出できたバンドが微弱あるいは
検出限界以下であったため、定量が困難である
ことが判明した。そこで、まず従来の SB 分析法
を改良した『高感度 SB 法』の開発に取り組ん
だ。   

いくつかの細胞溶解液で細胞ライセートを調
製し、SB 法を試みた結果、従来の手法を含めて、
SB 分析において感度が低い原因および再現性
が低い原因は、蛋白質をメンブレン膜へ吸着さ
せる過程において、蛋白質が十分に吸着しない
ためであるという仮説を立てた。この仮説に基づ
き、細胞ライセートを調製するために必要な細胞
溶解液の組成のうち、メンブレン膜に対して蛋白
質の吸着を低下させる可能性がある化合物を調
べた。ついで、それらを含有しない組成の細胞
溶解液の調製が可能であるかを検討した。SB 分
析の感度を高めるためには「細胞膜を破壊し、
細胞内蛋白質を回収できること」、「蛋白質の高
次構造を破壊できること」、「メンブレン膜に対す
る蛋白質の吸着を阻害しないこと」という 3 つの
条件を満たす細胞溶解液が必要であり、このた
めの化合物の組成の検討を行い、最終的に尿
素・チオ尿素などを中心にした組成で細胞溶解
液を調製することにした (論文投稿準備中)。こ
れは、 研究代 表者が過去に 携わった 研 究 

(Oncol. Rep. 2012;28:1968) から着想を得たも
のであり、研究代表者の考案した細胞溶解液は
上記の3つの条件を満たす。当該細胞溶解液を
用いて細胞ライセートを調製し SB 分析を行った
場合、従来法と比べて 1/15 の蛋白質量で分析
できることが判明した。これは蛋白質がメンブレ
ン膜に吸着する効率が大幅に上昇したことによ
ると考えられる。 

 
研究代表者の考案した新規高感度 SB 法によ

り、GA 添加して 24 時間後の PANC-1 の細胞内
TAGE 生成／蓄積を定量したところ、GA 濃度依
存的に細胞内に TAGE が生成／蓄積しているこ
とが証明された。この SB 分析の結果は、細胞を
抗TAGE特異抗体で染色した結果とも「正相関」
を示し、また後述する WB 分析の結果とも「正相
関」を示した。 
 研究代表者が開発した新規高感度 SB 分析法
により、独立して 3 回、PANC-1 の細胞内 TAGE
の生成／蓄積量を定量し、それぞれの結果の
平均値を算出するとともに、有意差の有無を検
討した。 
 有意差の検討においては、ANOVA の後、
Duunet-t 検定を行った。この結果、高濃度の
GA 添加処理をされた PANC-1 細胞内の TAGE
量については、対照群と比べて有意な差を認め
た。 
 すでに報告されている株化肝実質細胞の
TAGE 量 の SB 分 析  (J. Gastroenterol. 
2010;45:646) においては、その結果は統計処
理が行われておらず、有意差の有無について
検討がなされていない。 
 培養細胞内に生成／蓄積した TAGE 量を SB
分析によって定量し、統計処理を行い有意差の
有無を証明したのは、本研究が初めてである 
(日本薬学会第 136 年会にて発表。論文投稿準
備中)。 
 

なお、新規高感度 SB 分析法は、PANC-1 以
外にも適用できることも確認した。 

新生仔ラット初代培養心筋細胞や、ラットの肝
臓、腎臓から得た細胞ライセートをサンプルとし
て SB 分析を試みた結果、TAGE 定量は可能で
あった (GA 添加をした新生仔ラット初代心筋培
養細胞の TAGE 定量に関しても、日本薬学会第
136 年回にて発表。論文投稿準備中)。 

 
細胞を抗 TAGE 特異抗体により染色した結果、

GA 濃度依存的な細胞内 TAGE の生成／蓄積
が認められたが、撮影した細胞群の画像から、
GA 濃度依存的に細胞の数が減少していること、
外形が変化した細胞が増加していることも確認
された。 

この結果は、GA 添加 24 時間後に顕微鏡観
察を行った結果とも一致している。 

なお、顕微鏡観察においては、最終濃度が 2 
mM および 4 mM の高濃度の GA を添加された
PANC-1 でも、培地中に浮遊している死細胞は
ほとんど観察できない。これは TAGE を生成／
蓄積した細胞は、細胞死を迎えた後に崩壊する



までの時間が早いためであろうと考察している。 
 

③最終濃度 0、1、2、4 mM の GA を PANC-1 に
添加し、24 時間後に WB 分析用の細胞ライセー
トを調製した。細胞ライセートの調製には、SB 分
析とは異なり、市販の細胞溶解液を使用した。 
 抗 TAGE 特異抗体を用いた WB 分析の結果、
複数の TAGE 化蛋白質のバンドが検出できた。 

WB 分析の画像を印刷し、分子量サイズマー
カーの分子量および移動度をもとにして片対数
グラフを作成し、TAGE 化蛋白質の推定分子量
を算出した。分子量約 25 kDa 付近の低分子蛋
白質から、分子量約 240 kDa 付近の高分子蛋
白質まで幅広く TAGE 化を受けていることが明ら
かとなった。 

 
（２）高グルコース培地で培養する PANC-1 に
GA を添加して、細胞内に生成する TAGE 化蛋
白質の検討： 
①PANC-1 に GA を最終濃度 0、1、2、4 mM で
添加し、24 時間後の細胞から細胞ライセートを
調製し、先に行った抗 TAGE 特異抗体による
WB の結果から推定した TAGE の分子量の情報
等をもとに、癌浸潤や細胞障害／細胞死に関連
する蛋白質の中から、TAGE 化候補蛋白質を選
別し、WB 分析を行い、TAGE 化の有無を検討し
た 。 本 研 究 で は 、 癌 細 胞 浸 潤 に 関 与 す る
Aminopeptidase N (APN)、細胞死に関連する
HSP90 α 、 HSP90 β 、 HSP70 、 HSP27 、 pro 
Caspase-3、cleaved Caspase-3 の抗特異的抗体
を用いた WB 分析を行った。その結果、APN、
HSP90β、HSP70、HSP27、pro Caspase-3 の 5
つの蛋白質に高分子化バンドが検出された。こ
れらのバンドは GA 濃度依存的に増強しており、
TAGE のバンドとも分子量が一致することから、
これらの蛋白質は TAGE 化蛋白質であると推定
した。今後、免疫沈降法や 2 次元電気泳動法に
よるプロテオミクス解析等の手法を駆使して、
TAGE 化の証明をする予定である。 

HSP90αにはTAGE化蛋白質のバンドが認め
られなかった。今後、HSP90βとの違いについて、
蛋白質全体の立体構造や、アミノ酸配列中の
TAGE 化部位であるリジン残基の数、立体配置
などについて検討する予定である。 

 
WB 分析において、対照である PANC-1 ライ

セートにも GA 添加の PANC-1 ライセートにも、
ア ポ ト ー シ ス 誘 導 蛋 白 質 で あ る cleaved 
Caspase-3 のバンドが検出できなかった。 

cleaved Caspase-3 のバンドが検出できなかっ
た点について、詳細に検討した。アポトーシス誘
導への刺激を受けていない状態の PANC-1 で
は、cleaved Caspase-3 が存在しないか、抗体の
検出限界以下であることが報告されている 
(Oncotarget 2015;6:21208, Oncol. Rep. 
2013;29:1671 等)。さらに、本研究と同じく高グル
コース培地で培養された PANC-1 においても、
アポトーシス誘導されていない状態の PANC-1
には cleaved Caspase-3 が存在しないか、もしく
は抗体の検出限界以下であることが報告されて

いる (Oncotarget 2016;7:18495)。これらの報告
を踏まえた上で、cleaved Caspase-3 の WB 分析
で、対照用 PANC-1 ライセートおよび GA 添加
PANC-1 ラ イ セ ー ト の す べ て か ら cleaved 
Caspase-3 のバンドが検出できない問題につい
て、抗体の不具合というファクターを排除するた
めに、0、1、2、4 mM の GA 添加 PANC-1 ライセ
ートとともに Jurkat ライセート (シトクロム c 未処
理物およびシトクロム処理物) を用いて実験を
行った。その結果、シトクロム c 処理をして
cleaved Caspase-3 の産生を誘導させた Jurkat
ライセートにのみ cleaved Caspase-3 のバンドが
検出された。 

 
このことから、PANC-1 の TAGE 生成／蓄積

依存的な細胞死は、cleave Caspase-3 の増加を
伴わないことが明らかとなり、細胞死の原因がア
ポトーシス誘導による可能性は低いことが推察さ
れた。 

TAGE 生成 PANC-1 の細胞内において、本
来、pro Caspase-3 から cleaved Caspase-3 への
活性化を制御する HSP90β、HSP70、HSP27 が
TAGE 化されていることがどのような影響をもたら
すかは不明である。 

また pro Caspase-3 自身も TAGE 化されてい
ることが細胞にもたらす影響も不明である。 

これら TAGE 化蛋白質の機能については、今
後の研究課題である。 

 
（３）高グルコース培地で培養する PANC-1 に
GA を添加して、培養上清中へと放出／逸脱し
ている TAGE を、SB 分析によって検討： 
①最終濃度 0 mM および 4 mM の GA 添加処理
をした PANC-1 の培養上清を回収した。培養上
清中の蛋白質が微量であるため、上清を濃縮す
る必要があったが、培養上清中に大量に存在す
るウシ胎児血清アルブミン (FBS) のために濃縮
作業が困難であることが予想された。 
 そこで、FBS の分子量 (約 67 kDa) に着目し、
回収した培養上清のうち「100 kDa 以上の画分」
と「50 kDa 以下の画分」を濃縮することにした。
FBS を含有する分画については、別途対策を立
てることとした。 
 分子量 100 kDa 以上画分の培養上清濃縮液
および 50 kDa 以下の培養上清濃縮液を得た後、
TAGE 定量のための SB 法の条件検討をした。  
 
 濃縮液を一定量分取して、何の処理も施さず
に SB 分析した場合、蛋白質のメンブレン膜への
吸着力が弱いために、検出が困難であることが
予想された。 
 そこで、研究代表者が、細胞ライセート用に開
発した新規 SB 法を応用して、尿素・チオ尿素系
の細胞溶解液を調製し、培養上清濃縮液に添
加して SB 法を行った。 
 この方法においても、細胞溶解液の添加量や、
培養上清濃縮液の量などには検討すべき点が
多かったが、対照および 4 mM GA 添加 24 時間
後の PANC-1 から得た「100 kDa 以上の培養上
清濃縮液」の TAGE 量を定量する予備試験を行



うことができた。 
 その結果、4 mM GA を添加した PANC-1 の
「100 kDa 以上の培養上清」には、対照よりも多く
のTAGEが存在することがわかった。この事実は、
TAGE 生成／蓄積 PANC-1 が細胞死を迎えるこ
とにより、細胞内 TAGE が細胞外へと逸脱／放
出している可能性を示唆する。 
 細胞外へと逸脱・放出した TAGE は、他の細
胞の RAGE と結合し、TAGE-RAGE 系を介して
ダメージを与える可能性、癌の増悪をもたらす可
能性があると推測するが、今後の研究課題であ
る。 
 
（４）柑橘類由来化合物ナリンジンの PANC-1 へ
の添加のための濃度検討 

柑橘類に含有される化合物であり、2 型糖尿
病モデルラットの諸症状を改善することが報告さ
れていているナリンジェニン (Food Chemistry 
2013;141:4115) に着目した。ナリンジェニンはヒ
ト体内で代謝され、ナリンジンが生成する。ナリ
ンジンが PANC-1 細胞の TAGE 生成／蓄積阻
害効果を調べるための実験を組むために、ナリ
ンジン自身が細胞毒性を示さない濃度を検討す
る必要があった。 

過去、ナリンジンを PANC-1 に添加して
WST-8 法により細胞生存率を求めた実験デー
タをもとに、細胞毒性を示さない濃度を検討し
た。  

今後、ナリンジンを前処理した PANC-1 に、
GA を添加し、TAGE の生成／蓄積を解析する
実験を行う予定である。 
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