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緒　言

　膵がんは、5 年生存率がわずか 5 %程度と極めて予後不良な難治性がんであり、外科的切除療法と併せて、化学療法
による治療成績の向上が急務である。膵臓がんの化学療法には、副作用が少ない核酸アナログであるゲムシタビンが用
いられているが、効き目に個人差が極めて大きく、客観的奏功率は 15 %にも満たないという現状がある。そこで、ゲ
ムシタビン抵抗性の分子機構を定量的に解明し、その機構を解除する薬剤の開発によって奏効率の向上が期待される。
ゲムシタビン抵抗性の機構論的研究は、核酸輸送体の発現量変化についての論文発表が多くを占めるが、ゲムシタビン
抵抗性との相関に関する明確な結論は得られていない。当研究室を含むこれまでの報告から、ゲムシタビン耐性を示す
膵臓がん細胞株と感受性株との定量比較解析によって、ゲムシタビンががん細胞増殖抑制効果を発現するための律速酵
素であるデオキシシチジンキナーゼ（deoxycytidine kinase、dCK）のタンパク質の発現量１,２）及びゲムシタビンリン
酸化量１）が、耐性株で顕著に低下していることが示されている。この結果は、dCK の発現量が低い膵臓がんに対し、
dCK のタンパク質の発現量を上昇させることで、ゲムシタビン抵抗性を解除させることができる可能性を示している。
近年発表された臨床疫学研究から、高血圧治療としてレニン－アンギオテンシン系阻害薬を服用していた膵がんの患者
群では、ゲムシタビン治療による全生存期間の延長が報告されており３）、併用薬によってゲムシタビンの抗腫瘍効果を
改善できることを示唆している。以上の研究背景を踏まえ、本研究では、膵臓がん手術検体及び細胞株を用いてゲムシ
タビン抵抗性の解除機構を解明するとともに、迅速な臨床応用を視野に入れ、併用によってゲムシタビン感受性を上昇
させる臨床処方薬を同定することを目的とした。

方　法

１．原発性膵がん手術検体を用いた dCK タンパク質絶対発現量とゲムシタビン奏効率の相関性解明
　標的タンパク質絶対定量法（Quantitative Targeted Absolute Proteomics, QTAP）４,５）を用いて、原発性膵臓がん
の手術検体における dCK 絶対発現量を計測した。dCK タンパク質のアミノ酸配列情報から、in silico 設計法４）を用い
て、定量標的とする dCK のペプチド配列を決定した６）。膵臓がん組織中の dCK 絶対発現量とゲムシタビン奏効率との
相関関係を解析し、ゲムシタビン薬効予測マーカーとしての dCK の位置付けを検証した。本研究計画において、膵臓
がん手術検体は、東北大学病院肝胆膵外科において手術の際に摘出されたがん組織を使用し、東北大学大学院医学系研
究科･薬学研究科倫理委員会における承認のもと実施した。

２．dCK 発現量を誘導させる臨床処方薬の同定
　dCK 発現量が少なくゲムシタビン感受性が低い膵臓がんモデル細胞株として AsPC-1 細胞を用い、臨床処方薬及び
ゲムシタビンを含有する培地で培養し、生細胞数を計測することで、併用による細胞増殖抑制効果を解析した。さら
に、ヒトゲノム DNA からヒト dCK 5'flanking region をクローニングし、ルシフェラーゼ遺伝子の上流につないだ dCK
転写活性化薬スクリーニング系を構築した（図 1）。ルシフェラーゼアッセイを行い、dCK 遺伝子の転写活性化を示す
臨床処方薬のスクリーニングを行った。50 % growth inhibition concentration（GI50）を算出し、細胞増殖抑制効果の
増強について解析した。dCK タンパク質発現変化は、Western blot 法を用いて解析した。
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図 1． Deoxycytidine kinase（dCK）プロモーター領域を用いたルシフェラーゼアッセイ系の模式図
ヒト dCK 5'flanking region（short と long バージョン）をクローニングし、ルシフェラーゼ（Luc+）遺伝子の
上流につないだ dCK 転写活性化薬スクリーニング系（Luciferase vector）を構築した。

結果および考察

１．ゲムシタビン抵抗性の要因としてリン酸化酵素 dCK を同定
　液体クロマトグラフィー-質量分析装置（LC-MS/MS）による QTAP の手法を用いて、がん組織のトリプシン消化産
物を等電点電気泳動（IEF）で濃縮することで定量感度上昇に成功し、非濃縮に比べ約 10 倍の高感度な dCK 定量系を
構築した。確立した分析法を用いて、原発性膵臓がん手術検体 40 例の細胞質画分における dCK 絶対発現量を決定し
た。相関解析の結果、膵がん組織中の dCK のタンパク質絶対発現量の低下度が、ゲムシタビン治療患者の奏効性を反
映する臨床パラメーターと相関する傾向が示された。以上の結果から、リン酸化酵素 dCK がゲムシタビン抵抗性の要
因であり、ゲムシタビン薬効予測マーカーとして、膵がん組織中 dCK タンパク質の絶対発現量が有用であることが示
唆された（図 2）。

２．dCK 発現誘導によるゲムシタビン抵抗性解除薬の候補薬剤の同定
　臨床処方薬 62 化合物の中から、単独では AsPC-1 細胞の増殖抑制活性を示さず、ゲムシタビンとの併用時に単独で
の細胞増殖抑制効果を 20 %以上増強させる薬物として、急性前骨髄球性白血病の治療薬である全トランス型レチノイ
ン酸（all-trans retinoic acid、ATRA）ほか、４種類の薬物を同定した。特に、ATRA 併用による細胞増殖抑制効果が
最大であり、併用群ではゲムシタビン単独群と比較して、有意に細胞増殖活性が低下した。AsPC-1 の細胞増殖に対す
るゲムシタビンの GI50 は、10µM 濃度の ATRA 併用によってゲムシタビン単独時の約 3 倍低下し、ATRA によるゲム
シタビン感受性増強効果が示された。ATRA は、急性前骨髄球性白血病治療剤として投与された場合の最大血漿中濃
度付近またはそれを下回る 0.01-0.1µM の範囲において、ゲムシタビン単独での細胞増殖抑制効果を増強することが示
された。さらに、dCK 転写活性化薬スクリーニングシステムを用いて、臨床処方薬を作用機序別に分類しヒット化合
物を探索した結果、ATRA が同定された。Western blot 法を用いて、ゲムシタビンと ATRA を同時添加した場合に、
AsPC-1 細胞の dCK タンパク質発現量が上昇することを示した。以上の結果から、ATRA は dCK の転写活性化を介
し、dCK タンパク質発現量を上昇させることでゲムシタビン抵抗性を解除することが示唆された（図 2）。
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図 2． 膵臓がん細胞のゲムシタビン抵抗性解除機構における deoxycytidine kinase（dCK）の位置付けと併用薬による
薬効増強効果
dCK の発現量が低い膵臓がん細胞に対し、dCK のタンパク質の発現量を上昇させることで、ゲムシタビン抵抗
性を解除させることができる可能性がある。

　ゲムシタビン増強薬の併用によるゲムシタビン化学療法（図 3）の proof-of-concept 確立のための今後の課題として、
前向き研究によるヒト膵がん組織における dCK 絶対発現量の個人差と奏効率との関連性の確定、ゲムシタビン抵抗性
解除機構における dCK の寄与確立、臨床承認薬のスクリーニング規模の拡大、in vivo 膵がんモデルでの検証があげら
れる。

図 3． ゲムシタビン増強薬の併用によるゲムシタビン化学療法
膵臓がん治療におけるゲムシタビン化学療法と増強薬の位置づけを示した。ゲムシタビン増強薬の併用による
ゲムシタビン化学療法の今後の課題として、前向き研究によるヒト膵がん組織における dCK 絶対発現量の個人
差と奏効率との関連性の確定、ゲムシタビン抵抗性解除機構における dCK の寄与確立、臨床承認薬のスクリー
ニング規模の拡大、in vivo 膵がんモデルでの検証があげられる。
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