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緒　言

　難治がんの代表である膵がんにおいては Big4 と呼ばれる 4 種類のゲノム変異（KRAS、TP53、CDKN2A、
SMAD4）がほぼ共通してみられるが、そのいずれも治療標的とはなり難い。一方でエピゲノムプロファイルは腫瘍内
部のがん細胞ごとに多様であり、ゲノム変異と共に腫瘍全体としての組織学的･分子学的不均一性を裏打ちする。筆者
らは、がんにおけるヒストン修飾･DNA 脱メチル化機構の重要性に焦点を当てて研究を行ってきた１-６）。また腫瘍微小
環境についても、その重要性の検討を行ってきた７,８）。
　微小環境を含めた腫瘍組織のエピゲノムの変化を経時的かつ包括的に追跡することはその生物学的動態を理解する
上で重要であるとともに新たな治療標的発掘にもつながる可能性があると考えられる。

方　法

　いわゆる「がん細胞ごとのエピゲノムの不均一性」は腫瘍内微小環境からもたらされる外的シグナルの不均一性をも
反映する可能性がある。その解析を行う上では、用いられるヒト腫瘍サンプルが生体内のがん微小環境を可能な限り再
現する、生きたままの状態で整備されることが肝要であろう。
　よって本研究においては、消化器がんの手術検体（図 1A）から腫瘍の一部（図 1B）を免疫不全マウスに移植し（図
1C）、生体内で継代･維持する腫瘍培養系 Patient-derived Direct Xenograft（PDX）を樹立した。PDX は原発巣の組織
学的･分子学的特性をよく維持しうることが報告されている。自験例でも、がん細胞株の移植腫瘍は anaplastic で無構
造を呈し、必ずしもヒト膵がんの腫瘍組織（図 1E）を模倣しないが（図 1D）、PDX は由来する原発巣とほぼ同様の組
織学的所見を維持していた（図 1F）。筆者らは数症例の PDX を樹立し、それらを用いて種々のエピゲノム阻害剤の効
果スクリーニングを行った。

1

　上原記念生命科学財団研究報告集, 31 (2017)



図 1． ヒト膵がん PDX の樹立
手術検体（図 1A）から腫瘍の一部（図 1B）を免疫不全マウスに移植し（図 1C）、PDX を
樹立した。がん細胞株の移植腫瘍はヒト膵がんの腫瘍組織（図 1E）を模倣しないが（図
1D）、PDX は由来する原発巣とほぼ同様の組織学的所見を維持していた（図 1F）。

結　果

　本研究ではクロマチン制御因子を標的とする低分子化合物 bromodomain and extraterminal（BET）タンパク阻害
剤（BETi）が膵がん PDX に対し腫瘍抑制効果を有することを見出し、報告した。９）

１．BET インヒビター JQ1 の膵がんに対する抗腫瘍効果
　マウス皮下で維持された二種類の PDX に対し、in vivo 条件にて JQ1 を投与したところ、JQ1 はいずれの PDX の腫
瘍増殖も著明に抑制した（図 2A、B）。組織学的検討では膵がん細胞における増殖マーカー Ki67 の減少と共に間質組
織、とくに腫瘍随伴性線維芽細胞 CAF と膠原線維沈着の減少が特徴的であった（図 2C）。ウエスタンブロットの結果
でも増殖マーカーとしての PCNA や CyclinD の減少がみられた。次に PDX から膵がん細胞を単離培養し、in vitro に
て JQ1 を投与したところ、in vivo における結果と対照的に PDX 由来の膵がん細胞に対する抗腫瘍効果はわずかであ
った。この知見から JQ1 による in vivo での抗腫瘍効果は膵がん細胞自身に対するものではない可能性が示唆された。
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図 2． BETinhibitor のヒト膵がん PDX に対する抗腫瘍効果
JQ1 はマウス皮下で維持された PDX の腫瘍増殖を抑制した（図 2A、B）。組織学的検討で
は間質組織の減少が特徴的であった（図 2C）。The two-sided Student's t-test, P < 0.05. 文
献 9 からの抜粋改変。

２．CAF に対する JQ1 の効果
　次に JQ1 による in vivo での抗腫瘍効果の標的候補として CAF に着目し、in vitro で培養し JQ1 を投与したところ、
JQ1 は CAF の増殖にも影響を与えなかった。しかしながら CAF の活性化マーカーである α-SMA の発現を著しく抑
制した。この抑制は in vivo で JQ1 が投与された PDX においても同様にみられた（図 3A）。活性化された CAF は細
胞外マトリックスや炎症性サイトカイン、増殖因子を産生して、膵がん組織におけるいわゆる Desmoplastic change を
引き起こし、膵がん細胞の増殖や生存に寄与する微小環境を形成すると考えられている。JQ1 がこの CAF の活性化に
与える影響を調べるために、定量的 PCR を用いて JQ1 投与が細胞外マトリックスや炎症性サイトカイン、増殖因子の
遺伝子発現に影響するかどうかを検討した。その結果、COL1A1 のような基質マトリックス、IL6、CCL2 などのサイ
トカイン、FGFs、EGF、PDGF などの増殖因子をコードする遺伝子群の発現が JQ1 によって有意に抑制されうること
が明らかとなった。これらの発現低下は in vivo の PDX の組織においても再現された（図 3B）。
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図 3． BETinhibitor による CAF の不活性化
JQ1 は CAF の活性化マーカーである α-SMA の発現を著しく抑制した（図 3A）。JQ1 は
COL1A1 など基質マトリックスの遺伝子発現を有意に抑制した（図 3B）。The two-sided
Student's t-test, P < 0.05. 文献９からの抜粋改変。

３．JQ1 による CAF 不活性化を介した膵がん細胞への影響
　JQ1 による CAF 不活性化が膵がん腫瘍組織内で膵がん細胞に与える影響を調べる目的で、膵がん細胞と CAF の共
培養系を用いた。JQ1 処理の有無でそれぞれ培養した CAF の培養上清を膵がん細胞に添加した。通常の培地で培養
された CAF の培養上清は膵がん細胞において ERK、 AKT、STAT3 の増殖シグナル活性化を誘導した。一方で JQ1
処理された CAF の培養上清では膵がん細胞でのそれらのシグナルの誘導は減弱し、同時に膵がん細胞自身の増殖も通
常の CAF に比べて減少していた。これらのことは CAF の活性化が膵がん細胞の増殖にパラクラインに寄与すること
を示すと同時に、JQ1 による CAF の不活化がその作用を阻害しうることを示していた。

４．Hedgehog と TGFβ pathways の阻害を介した JQ1 の CAF 不活性化
　Hedgehog と TGFβ/SMAD3 経路はいずれも CAF の活性化に重要なシグナル系として報告されている。JQ1 の
CAF 不活性化がこれらのシグナルに与える影響についてクロマチン免疫沈降を用いて検討した。まず Hedgehog シグ
ナルの標的遺伝子である GLI1 について JQ1 は発現を有意に抑制した。BRD4 が GLI1 の転写を制御することは報告さ
れているが、JQ1 はその BRD4 の GLI1 プロモーターへの結合を阻害した。また TGFβ は SMAD3 を介して COL1A1
や IL6 などの発現を制御するが、JQ1 はその発現誘導を阻害した。クロマチン免疫沈降においても JQ1 は TGFβ シグ
ナル活性下において BRD4 の COL1A1 や IL6 遺伝子プロモーターへの結合を阻害した。さらに興味深いことに、
SMAD3 自体の COL1A1 や IL6 プロモーターへの結合も阻害されることが明らかとなった。

考　察

　本研究では、BET たんぱく質の阻害によるヒト膵がん PDX に対する in vivo での抗腫瘍効果について検討した。そ
の抗腫瘍効果の分子機構として、このエピゲノム分子阻害薬は、膵がんの豊富な腫瘍間質増生に中心的働きを示す活性
化線維芽細胞の TGFβ および Hedgehog シグナル依存性の遺伝子発現を抑制し、その活性化を阻害することを見出し
た。BET たんぱく質の阻害薬は各種がんにおいて臨床試験が試みられており、今後膵がんについても応用可能となる
可能性があるが、この研究成果はその proof of concept の一つとなりうると考えられる。
　本研究を進めるにあたり、多大なご支援を賜りました上原記念生命科学財団に深く感謝いたします。
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