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概要  

 膵癌は診断時に局所浸潤や遠隔転移を認め予後不良となる。多くの場合膵

管上皮に由来し、 KRAS 変異と p53 変異が代表的な dr iver  muta t io n である。

本研究では、乳癌等の悪性度進展に関わる Arf6 経路が KRAS 変異と TP53 変

異の協調により高発現・活性化されることで膵癌の悪性度進展や CD63 含有

エクソソーム分泌に関与すること、Arf6 活性化に必須であるメバロン酸経路

もエクソソーム分泌に関わること、さらに、Arf6 を高発現する膵癌細胞によ

るエクソソームに薬剤抵抗性関連因子が含まれていることを見出した。Arf6

が 悪 性 膵 癌 の 治 療 抵 抗 性 を 担 う 実 行 分 子 で あ る こ と 並 び に 膵 癌 治 療 の 分 子

標的となる可能性が示唆された。  

 

abstract 

Pancrea t ic  d uc ta l  adenocarc ino ma (PDAC) ,  which a r i se s  f ro m the  d uc ta l  

ep i the l ium,  i s  o n e  o f  t h e  m o s t  a g g r e s s i v e  t y p e s  o f  h u m a n  m a l i g n a n c y .  

Al though KRAS  and  TP53  muta t io ns  were  iden t i f ied  as  major  d r iver s  o f  PDAC, 

the  mo lecular  ba s i s  o f  tumor  mal ignancy v ia  these  muta t ions  rema ins  unc lear .  

Here  we sho w tha t  KRAS and  TP53  onco genes  coopera t ive ly  ac t iva t e  the  Ar f6  

pa thway,  lead ing to  the  deve lop ment  o f  mal ignancy in  PDAC.  Fur the rmore ,  we 

demonst ra ted  tha t  Ar f6  i s  i nvo lved  in  the  regu la t io n o f  t he  secre t io n p rocess  o f  

exoso mes co nta ining CD63,  and  the  mevalo na te  pa th way,  which i s  e s sen t ia l  fo r  

Ar f6  ac t iva t ion,  i s  a l so  impor tant  fo r  exoso me secre t io n in  PDAC ce l l s  tha t  have 
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acqui red  mesenchymal  t ra i t s .  We a l so  found  tha t  exo so mes secre ted  b y PDAC 

ce l l s  expre ss ing h igh leve l s  o f  Ar f6  co nta in  sub stances  fo r  d rug re s is tance .  These 

f ind ings  suggested  tha t  Ar f6  i s  t he  c r i t i ca l  fac to r  respons ib le  fo r  d rug res is tance  

dur ing pancrea t ic  t umor  p rogress ion  and  pro mis ing new b io marker  fo r  pancrea t i c  

cancer  d iagnos is  and  therap y.  

 

研究内容  

背景  

 癌の最大の脅威はその転移性及び放射線あるいは薬剤に対する治療抵抗性にある。癌の

進行過程において、癌細胞は浸潤・転移形質、幹細胞性、及び、薬剤耐性を獲得する。そ

の分子機序に関して、上皮－間充織形質転換（ Epi the l ia l -  mesenchymal  t rans i t io n;  EMT）に

類似した現象の関与が示唆されている (1 )。しかしながら、癌の EMT プロセスにおいて、

どのような微小環境の変化と連動して、転移性及び治療抵抗性獲得に関与するのか未だ不

明な点が多い。  

 これまでに、低分子量Ｇ蛋白質 Arf6 を基軸としたシグナル経路 (Ar f6 経路 )が乳癌や腎癌

などの浸潤形質獲得や血管新生に関与することを明らかにしてきた (2 ,3 )。さらに、Arf6 経

路が EMT を介して誘導される間葉特異的因子 EPB41L5 を必須成分とする間葉型シグナル

経路であり、浸潤・転移性、及び、抗癌剤抵抗性に関与すること (4)、乳癌において癌幹細

胞性誘導に関わる EMT 転写因子 ZEB1 が EPB41L5 遺伝子発現に関与することを見出した

(5 )。また、変異 p53 による細胞内メバロン酸代謝経路活性の亢進が Arf6 経路の活性化、

浸潤・転移だけでなく、抗癌剤に対する薬剤抵抗性にも関与する新規作用機序を明らかに

した。特に、メバロン酸経路阻害剤スタチン処理により、Arf6 経路を高発現する間葉形質

を獲得した乳癌細胞の浸潤・転移、及び、薬剤耐性も抑制することを報告した (4 )。  

 最近、膵癌に関する研究を行った。膵癌は極めて予後不良であり、患者５年生存率が数 %

を超えない。主な原因は、初期診断時に既に局所悪性度（局所浸潤）が進行していること

や、場合によっては遠隔転移もみられることである。このようなことは他の癌にも見られ

ることであるが、膵癌において顕著であり、初期治療がある程度効を奏しても、頻々と転

移・再発が生じ致死的となる。病理標本ゲノム数理解析からも、膵管癌では実質的癌増殖

が始まる数年前には転移能を有する subclone 細胞が生じていることが示されている。現行

治療として、外科的切除に加え、放射線治療や Gemci tab ine などの抗癌剤が用いられてい
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るが、いずれも効力は限定的であり、これまでにない観点からの新たな治療法の創出が待

たれている。膵癌は多くの場合膵管上皮に由来し KRAS 変異と p53 変異が代表的な dr iver  

muta t ion である (6 )。これらの変異によって、膵癌の浸潤 •転移性が獲得されることが動物

実験により示されているが、その分子的実態は不明である。また、膵癌は他の癌種と比べ

治療抵抗性が高く、最近注目されている免疫チェックポイント療法もあまり有効ではない。

このような高い薬剤抵抗性や放射線抵抗性の根本的要因も不明である。  

 細胞内成分の放出機構であるエクソソームは、細胞間相互作用の媒体として重要であり、

癌の EMT 及び悪性度進行に関与することが明らかとなっている (7)。特に、放射線療法あ

るいは抗癌剤療法に伴って腫瘍微小環境のストローマ細胞から分泌される RNA を含むエ

クソソームにより癌細胞の薬剤耐性・幹細胞性が誘導されること、癌細胞が分泌するエク

ソソームが癌の転移先の niche 形成に関わること、抗癌剤の細胞外への排出に関与するこ

とが報告されている。また、エクソソームの含有物を調べることによる癌の診断の可能性

についても多くの研究者が着目している。しかしながら、癌の悪性度進展に伴うエクソソ

ームの生合成・分泌過程の分子機序の詳細は未解決の問題として残っている。  

 

目的  

 本研究では、薬剤抵抗性の高い膵癌を解析対象とし、膵癌 dr iver  oncogenes  による悪性

度進展と間充織形質特異的 Arf6 経路との関連を明らかにすると共に、 Arf6 経路の活性化

に伴うエクソソームの生合成・分泌過程の分子機序を明らかにし、Arf6 経路による薬剤耐

性などの治療抵抗性獲得の作用機序を解明することを目的とする。さらに、癌の悪性化の

バイオマーカーとしての検討も進め、新しい視点からの癌診断・治療方法の開発に資す

ることを目的とする。  

 

結果  

 種々の膵癌細胞を用いて Arf6 経路因子の発現を解析すると、 KRAS 変異と p53 変異を有

する間葉形質を獲得したヒト膵癌細胞 MiaPaCa-2 ,  Panc -1 及び膵癌モデルマウス (Pdx-Cre ,  

LSL-KrasG12D/+ ,  LS L-p53R172H/+ )由来細胞 KPC において、 Arf6 経路因子の発現が高くな

っていることを見出した。これらの細胞において、膵癌の悪性度関連因子 PDGF を用いて

刺激すると Arf6 が活性化され、浸潤能が誘導される。 Arf6 の活性化因子である GEP100

の発現を抑制すると PDGF 刺激による Arf6 活性が抑制され、Arf6 経路因子  (GEP100 ,  Ar f6 ,  
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AMAP1,  EPB41L5)の発現抑制では、 PDGF 刺激依存的な浸潤能が抑制された。ヒト膵癌病

理標本解析において、 PDGFRβ ,  AMAP1 の発現は膵癌の約半数に高発現しており、患者の

低全生存性（ poor  overa l l  surviva l）と低無憎悪生存期間 (poor  p rogress ion- free  surviva l )とに

統計的有意性をもって相関した。  

 続いて、膵癌 dr iver  oncogenes である KRAS 変異と Arf6 経路因子との関連を解析した。

その結果、 KRAS 変異の発現抑制は、 Arf6 及び Arf6 のエフェクター因子 AMAP1 の発現を

抑制した。Arf6  mRNA 5’UTR には、G-quadrup lex と呼ばれる構造が存在する。G-quadrup lex

構造を持つ mRNA の翻訳には RNA hel ica se 活性を示す mRNA 翻訳複合体構成因子である

eIF4 A が必要である。 eIF4 A は、 PDCD4 (Programmed ce l l  dea th  4 )と会合し、タンパク質の

翻訳を抑制することが知られている。KRAS 変異は PDCD4 の発現を抑制する転写因子を誘

導することで、 eIF4A を介した Arf6 の発現誘導に関わっていることが示された。実際、

eIF4 A 阻害剤 Si lves t ro l は、Arf6 蛋白質発現を著しく阻害した。一方、AMAP1 mRNA の 5 ' -UTR

には mTORC1 依存的翻訳遺伝子に共通な TOP (5’ te rmina l  o l igop yr imid ine)モチーフが存在

し、その翻訳が mTOR-Raptor により活性化される eIF4E 依存的であることを見出した。引

き続き、膵癌細胞における p53 変異と Arf6 経路との関連を解析した結果、p53 変異の発現

抑制は PDGF 刺激依存的 Arf6 活性及び浸潤能を抑制した。乳癌を用いた解析において、RTK 

(受容体型チロシンリン酸化酵素 )  による Arf6 活性化にはメバロン酸経路活性とその酵素

geranylgeranyl - t rans fer ase  I I（ GGT-  I I）、並びに GGT-I I によって脂質修飾を受けた Rab11b

が重要であることを明らかにしている (4 )。間葉形質を獲得した膵癌細胞においても、メバ

ロン酸経路、GGT-  I I 及び Rab11b は PDGF 刺激依存的 Arf6 活性及び浸潤能に重要であるこ

とが分かった。これらの結果は、KRAS 変異と TP53 変異とが協調することによって、Arf6

経路因子群の発現の促進及び活性化も促し、そのことによって膵癌の悪性度進展が進行す

ることを示しており、膵癌特有の分子実態の一端を明らかにした。  

 次に、薬剤抵抗性が高くかつ Arf6 経路因子を高発現する膵癌細胞 MiaPaCa-2 を用いて、

エクソソーム分泌の機序について解析を行った。その結果、Arf6 の発現を抑制すると CD63 

を含有するエクソソーム分泌が抑制されたことから、Arf6 経路がエクソソーム分泌に関与

していることが考えられた。しかしながら、 Arf6 のエフェクター分子 AMAP1 の発現抑制

に お い て は 、 CD63 を 含 有 す る エ ク ソ ソ ー ム 分 泌 に 差 は 見 ら れ な か っ た 。 膵 癌 driver  

oncogenes である KRAS 変異及び p53 変異の発現抑制では、CD63 を含有するエクソソーム

分泌が抑制されることを見出している。Arf6 活性化に必須であるメバロン酸経路、GGT-I I
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及び Rab11b も MiaPaCa-2 細胞のエクソソーム分泌に関与することを見出した。これらの

結果から、間葉形質を獲得した膵癌細胞において膵癌 dr iver  onco genes を介した Arf6 の高

発現及び活性化が、エクソソーム分泌に重要であることが示された。次に、 MiaPaCa-2 細

胞が分泌するエクソソームを用いて薬剤抵抗性の低い BxPC3 に添加したところ、薬剤抵抗

性が増加する傾向が見られた。このことから、Arf6 を介したエクソソームには薬剤抵抗性

に関わる因子が含まれていることが示唆された。  

 

今後  

 本研究成果から、治療抵抗性の高い膵癌において膵癌 dr iver  oncogenes を介した Arf6 経

路因子の高発現並びに活性化によって、浸潤・転移性、抗癌剤抵抗性が促進されること、

また、Arf6 の高発現並びに活性化はエクソソーム分泌に必須であることが示された。さら

に、Arf6 を高発現する膵癌細胞によるエクソソームに薬剤抵抗性関連因子が含有されてい

ることが示唆された。今後、膵癌におけるエクソソーム形成・分泌過程での Arf6 の機能的

役割の分子実態を明らかにし、Arf6 を介したエクソソーム分泌と癌の治療抵抗性誘導との

関連の全体像の解明を目指す。  
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