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研究成果の概要（和文）：オートファジー(Autophagy)は、細胞が持っている、細胞内のタンパク質を分解するための
仕組みの一つである。細胞内での異常なタンパク質の蓄積を防いだり、栄養環境が悪化したときにタンパク質のリサイ
クルを行う。
研究機関中約50例の通常型膵癌に対して切除手術を行った。この切除検体のオートファジーの発現を解析した。通常膵
実質部に比べて癌部でオートファジーが亢進している傾向があり、臨床病理学的特徴とともに解析し進行度、予後との
関連を解析している。また膵癌細胞株においてオートファジーは抗癌剤の細胞毒性に対する抵抗性を有していることが
示された。これはEur J Cancerに論文発表を行うことができた。

研究成果の概要（英文）： Autophagy is a regulated process of degradation and recycling of cellular 
constituents. The role of autophagy in pancreatic cancer is still not clear. The aim of this study was to 
investigate the role of autophagy in pancreatic cancer, and to provide insights into new strategies for 
treatment.
During study period, about 50 patients with pancreatic cancer underwent pancreatic resection. Autophagy 
was significantly induced in pancreatic ductal adenocarcinoma compared to healthy pancreatic tissue in 
these patients. The association of autophagy status with long-term survival has been analyzed.
 In pancreatic cancer cell lines, autophagy contributes to pancreatic cancer cell growth, and has a 
cytoprotective effect against anti-cancer drug. These data were published in Euro J Cancer.

研究分野：消化器外科学
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１．研究開始当初の背景 
1) オートファジーについて 
オートファジーとは細胞が自身をリソソー
ムで分解する系の総称である。細胞がストレ
スに晒されると、細胞質成分やオルガネラな
どを取り囲んだオートファゴソームが形成
される（図 1）。オートファゴソームは細胞内
のリソソームと膜融合しオートリソソーム
となりこの中で分解が起こる。 

   図 1 オートファジーの模式図 
このようにオートファジーは異常タンパク
質の蓄積を防いだり、栄養飢餓時に細胞内コ
ンポーネントのリサイクルを行い恒常性維
持に関与している (Mizushima N and 
Komatsu M. Cell. 2011, 147, 728-41.)。 
 我々はこれまで遺伝子改変マウスを用い
た実験的急性膵炎において、トリプシンがオ
ートファジーの過程を介して活性化される
ことを明らかにするなど膵臓におけるオー
トファジーの役割について新たな知              
見を示してきた（Hashimoto D et al. J Cell 
Biol 2008,181,1065-1072）（図 2）。 

図 2 急性膵炎でのオートファゴゾームの誘
導 (Hashimoto D. J Cell Biol 2008) 
 
2) 膵癌とオートファジー 
オートファジーは発癌や癌の発育におい
て、重要な役割を担うことが分かってきた
(Kimmelman A. Genes Dev 2011, 25, 
1999-2010)。正常組織では、オートファジー
は細胞内ホメオスタシスを保っているが、な
んらかの原因で機能低下をきたしたときに
malignant transformationが促進されてしま
うと考えられている(Yang AR et al. Genes 
Dev 2009, 23, 798-803)（図 3）。 
一方進行癌においても、興味ある報告がな
されている。Fujii らはヒト膵癌標本を、オ
ートファゴゾーム 関連タンパクである LC3 
(図 1)に対する免疫染色で解析し、膵癌組織
でオートファジーが誘導されていることを
示した(Fujii S et al. Cancer Sci 2008, 99, 
1813-1819)。また retrospective な解析でオ
ートファジーの程度と予後は有意に負の相
関を示したと述べ、オートファジーは膵癌の
発育･進展に貢献しているとした(図 4)。つま 

図 3  Kimmelman A. Genes Dev 2011 より 
 
り癌組織は低酸素、低栄養といったストレス
にオートファジーを用いて適応していると
考えた。Yang らは膵癌細胞株において生理的
培養条件下でオートファジーが発現してお
り、オートファジー阻害薬を膵癌細胞株に投 
与すると、細胞増殖が阻害されたと述べた。
つまり、膵癌は増殖、発育･進展のためにオ
ートファジーを必要としていると示した。) 
(Yang S et al. Genes Dev 2011, 25, 717-729)。 
 つまりオートファジーは膵癌治療におけ
る新たなターゲットとなると考えられる(図
3)。本研究においては、in vivo および in 
vitroにおいてにおいてこれを証明し、あら
たな膵癌治療法を開発することを目的とす
る。 

図 4 ヒト膵癌におけるオートファジー 
(Fujii S et al. Cancer Sci 2008より)  
 
２．研究の目的 
膵癌は難治癌であり、抗癌剤治療の奏功率も
他の癌腫に比べて低い。本研究ではこれを発
展させ以下の検証を行う。 
 
1) 膵癌患者におけるオートファジーの発現
と予後を解析し両者の関係を明らかにする。 
2) 複数の膵癌細胞株を用いて、膵癌細胞にオ
ートファジーが誘導される際のシグナル伝
達系やオートファジーの意義（エネルギー代
謝や DNA 修復に与える影響）を明らかにす



る。 
3) 我々はこれまで膵特異的遺伝子改変マウ
スを作成し報告してきた(Ohmuraya M et al.               
Gastroenterol 2005,129,696-70、Hashimoto 
D et al. J Cell Biol 2008,181,1065-1072な
ど)。この遺伝子改変技術を用いて、新たに膵
癌モデルマウスを樹立する。同マウスの膵腫
瘍でオートファジーが発現することを確認
する。 
4) 膵癌モデルマウスを用いて、オートファ
ジー阻害薬の抗腫瘍効果を検証する。また既
存の抗腫瘍薬との併用療法の有用性と安全
性を検証する。 
本研究の結果から、オートファジーの発現を
コントロールすることで、既存の抗癌剤治療
と併用しうる全く新しい膵癌治療法が生ま
れると期待される。またオートファジーの発
現の強さが癌の悪性度の指標として臨床上
有用となる可能性がある。つまり新しい予後
規定因子となる可能性がある。さらにオート
ファジーはすべての細胞に備わる機能であ
り、他の癌腫への応用も十分に期待できる。 
 
３．研究の方法 
1) 膵癌患者における、オートファジーの
発現と予後との関連 

 我々は 3症例の通常型膵癌患者の手術に際
し、腫瘍と正常膵からそれぞれ生検を行なっ
た。タンパクサンプルを生成し、LC3 に対す
るウェスタンブロッティングを行なった。 

図 5 ヒト膵癌組織におけるオートファジー
の誘導。LC3 に対するウェスタンブロッティ
ング。 
全ての症例の癌組織で、正常膵組織に比べ
て明らかに強く LC3-II が発現しており、オ
ートファジーが強く誘導されていた(図 5)。
当院は膵癌治療の high volume center であ
り、今後切除標本におけるオートファジーの
誘導の程度と臨床病理学的因子や予後との
関連を、retrospective に解析する。また平
成２７年度以降prospectiveに解析を進める。 
 
2) 膵癌細胞にオートファジーに誘導される
仕組みと、具体的な機能の解明  
我々は既にフィンランドのTampere大学との
共同研究を行い、オートファジーが生理的条
件下で膵癌において活性化されていること
を明らかにした(図 6)。またこれまでに膵癌
細胞株(PANC-1)に 5-fluorurcil(5-FU)また
はゲムシタビン(GEM)などの抗癌剤を投与す
ると、強くオートファジーが誘導されること
を明らかにした(図 7)。 

図 6 膵癌細胞株 PANC-1 における生理的条件
下でのオートファジー 

図 7 PANC-1 における、抗癌剤ゲムシタビン
(GEM)によるオートファジーの誘導および
LC3 に対するウェスタンブロッティングおよ
び蛍光免疫染色。 
 
クロロキン(chloroquine; CQ)は、オートリ
ソソームにおける分解を阻害する(Yang S et 
al. Genes Dev 2011, 25, 717-729)。PANC-1
に抗癌剤 5-FU または GEMと CQを同時に投与
すると、抗癌剤を単独投与した場合に比べて
有意に強く細胞増殖を抑制した(図 8)。また
CQは単独でもPANC-1の細胞増殖を抑制した。
つまり、オートファジーは膵癌の成長に積極
的に関与しており、抗癌剤に対して細胞保護
的に働いていることが明らかとなった。本研
究では更に膵癌細胞にオートファジーが誘
導される際のシグナル伝達系（mTOR、Becn1
など）やオートファジーの意義（エネルギー
代謝や DNA 修復に与える影響）を明らかにす
る。 
 
3) 遺伝子改変技術を用いた、膵癌モデルマ
ウスの樹立 
我々は以前、熊本大学生命資源研究･支援セ
ンター准教授大村谷昌樹とともに Rat 
elastase I promoter/enhancer を用いて膵特 



図8 PANC-1における抗癌剤5-FUおよびGEM
とオートファジー阻害薬 CQ の併用の影響。
細胞増殖曲線を示す。 
 
異的 Cre 発現マウスを樹立した（Hashimoto D 
et al. J Cell Biol 2008,181,1065-1072）。
これを用いて、膵特異的に変異型癌遺伝子
K-RasG12V を発現するマウスを作成する
(Elas/K-RasG12V)(図 9)。Elas/K-RasG12V マ
ウスをp16/p19ノックアウトマウス(Serrano 
M et al. Cell 1996, 85, 27-37)と交配する
ことで膵癌モデルマウスを樹立する。 

図 9 変異型 K-Ras 発現マウス 
 
膵癌モデルマウスの膵腫瘍においてオート
ファジーが発現することを、LC3 の免疫染色
およびウェスタンブロッティングを用いて
in vivo で確認する。 
 
4) 膵癌マウスを用いたオートファジー阻害
薬の抗腫瘍効果の検証 
膵癌モデルマウスを用いて、オートファジー
阻害薬 CQ の抗腫瘍効果（奏功率、生存曲線）
と安全性を in vivo で検証する。また抗癌剤
5-FUやGEMとの併用投与の効果と安全性を検
証し、臨床応用を目指す。 
 
４．研究成果 
1) 膵癌患者における、オートファジーの発
現と予後との関連 
2013 年 4 月から現在まで約 50 例の通常型膵
癌に対して切除手術を行った。この症例の切

除検体（癌部および通常膵実質部）(図 10)
を用いて、オートファゴゾームのマーカーで
あるLC3に対するウェスタンブロッティング
を行っている。 

図 10 膵癌切除組織 
 
通常膵実質部に比べて癌部でLC3の発現が亢
進している傾向があり、臨床病理学的特徴と
ともに解析し進行度、予後との関連を解析し
ている。 
 
2) 膵癌細胞にオートファジーに誘導される
仕組みと、具体的な機能の解明  
膵癌細胞株 PANC-1 で見られたオートファジ
ーの特徴を確認するために、膵癌細胞株
BxPC-3 を用いて実験を行った。BxPC-3 では
PANC-1と同様に通常培養条件下でLC3の発現
が見られ、つまりオートファジーが発現して
いた。オートファジー阻害薬クロロキンによ
りBxPC-3の細胞増殖は抑制され、抗癌剤5-FU
またはゲムシタビンと併用した場合さらに
強く細胞増殖が抑制された（図 11）。 

図 11  BxPC-3 における抗癌剤 5-FU および
GEM とオートファジー阻害薬 CQ の併用の影
響。細胞増殖曲線を示す。 
つまり、BxPC-3 においてもオートファジーが



細胞保護的に働いていることが示された。こ
の結果は、Eur J Cancer に論文発表を行った。 
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