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緒緒  言言  

 
膵癌は腹部臓器に発生する固形悪性腫瘍のうち最も悪性度の高い癌腫であり、根治術不能あるいは根治術可能であっ

ても局所および全身に再発する症例が極めて多い。悪性度の高い浸潤性膵管癌に於いては、最終的に 90％以上の症例

で全身化学療法を必要とする状態に至るのが現状である。さらに化学療法施行中に病勢コントロール不可能となる状況

に直面することが非常に多く、その成績は非常に燦々たる状況である［1］。膵癌が抗癌剤耐性を示す要因として、膵癌

組織における繊維化や低酸素化、癌幹細胞の役割や耐性遺伝子の活性化などがその要因として挙げられるが、いまだ決

定的な解決打開策は得られておらず、抗癌耐性の機序解明と治療戦略の立案が緊急の課題である。 
ライソゾームは全ての真核細胞に存在する脂質二重膜で構成されたオルガネラの一つであり、エンドサイトーシスに

て細胞外物質の取り込みや、細胞内環境の維持を目的としてオートファジー機構にてミトコンドリアを含む細胞内オル

ガネラの取り込みを介して基質をその構成単位まで処理を行う役割を担っている［2］。癌細胞においてはライソゾーム

においてオートファジーを活性化させることで低酸素状態に於けるエネルギー基質の安定的供給を行う報告もある［3］。
また癌細胞とオートファジー機構の関係性に関する多くの研究においてはオートファゴソーム形成の観点からの研究

が大勢を占めており、分解の実態であるライソゾームの変化に着目した研究は今までにない。 
 

方方  法法  

 
抗癌剤投与膵臓癌細胞株を対象に、マイクロアレイ解析を行い、抗癌剤投与下で活性化されるライソゾーム関連遺伝

子を同定し、siRNA にて網羅的ノックダウンすることで抗癌剤耐性に関与する遺伝子を同定した。ゲムシタビンによ

る酵素活性、オートファジーの変化および酵素ノックダウンによる評価として、マイクロアレイおよび siRNAs解析に

て共通していた遺伝子に由来するライソゾーム酵素に関して in vitroにて以下の項目に関する検討を行った。上記で同

定されたライソゾーム酵素をノックダウンすることで膵癌細胞内部におけるミトコンドリア機能と形態の評価を行っ

た。さらに上記実験にて同定した遺伝子のうち、ライソゾーム酵素としての役割が抗癌剤耐性に関して大きいと統計学

的に考えられる遺伝子（GAA）に対する shRNA ウイルスベクターを作製し、マウス皮下腫瘍モデルに投与を行った。

EF1Aプロモーターを改変した低炎症型AdVにライソゾーム酵素に対するsiRNAを発現するRNA干渉ユニットを搭

載したAdVを使用した。遺伝子導入群およびコントロール群間における生存率、腫瘍サイズの変化を評価した。 
 

結結  果果  

 
11.. 酸酸性性ααググルルココシシダダーーゼゼ（（GGAAAA））抑抑制制にによよるる塩塩酸酸ゲゲムムシシタタビビンン（（GGEEMM））抗抗腫腫瘍瘍効効果果へへのの影影響響  
塩酸ゲムシタビンを投与した膵管細胞株 PANC-1 に対してマイクロアレイ解析を行い、オートファジー関連遺伝子

や複数のライソゾーム酵素関連遺伝子の発現が上昇していることを確認した。中でも、遺伝子欠損時の酵素補充療法が

確立されている酸性アルファグルコシダーゼ（GAA）の発現が優位に増加していることを確認し、その後の実験を行っ

た。GEMの投与により、未治療群とGAA KD細胞の両方の細胞生存率が用量依存的に抑制され、GAA KD細胞では
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低用量のGEM に高い感受性を示した。さらに、GAA KD とGEM 処理により膵癌細胞の増殖能はGEM 単剤と比較

して有意に抑制された（Mann–Whitney test、p＜0.01）。続いて、GAA KDが膵癌細胞のアポトーシスシグナルへの

影響を明らかにするため、Cleaved Caspase-3、-8、Cleaved PARPのウェスタンブロット解析を行った。GAAの発現

を抑制すると、GEM処理72時間後に、膵癌細胞におけるこれらのアポトーシスシグナルの発現量の上昇を認め、GAA
抑制がGEMに対する膵癌細胞の感受性を向上させることが示唆された（図1）。 

 
図1．GAAノックダウンはGEMの抗腫瘍効果を増強する 

A） 膵臓癌細胞株にsiGAAを導入することによりGEMによる増殖抑制効果が増強した。 
B） アポトーシス関連タンパク質の発現レベルが増加した。 

  

22．．GGAAAA抑抑制制にによよるる膵膵癌癌細細胞胞ミミトトココンンドドリリアアにに対対すするる影影響響  
ミトコンドリア染色では、GAA KD 細胞の平均蛍光強度がコントロール細胞に比べて有意に増加したことから、 

GAA KD によって膵癌細胞内にミトコンドリアが蓄積していることが示唆された。さらにミトコンドリアの機能評価

において、蛍光顕微鏡とFCMにて、GAA KD膵癌細胞では、緑色の発色が有意に上昇しており、GAA KD膵癌細胞

に蓄積したミトコンドリアが脱分極していることが明らかとなった。FCM では、膵癌細胞でミトコンドリアの増加が

見られた。FCMでは、赤と緑の蛍光比が低下していることが示された（Mann–Whitney test、p＜0.01）GAA KDに

より膵癌細胞に機能不全のミトコンドリアが蓄積することが示唆された（図2）。 
33．．アアデデノノウウイイルルススベベククタターーをを用用いいたたGGAAAA抑抑制制遺遺伝伝子子導導入入のの効効果果 

AdV-shGAAベクターを作製した。続いて、ヌードマウスにPANC-1細胞を皮下移植し、腫瘍にAdVを直接注入し

た。注入後 4 週間で、AdV-shGAA 群の腫瘍径は AdV-shScr 群よりも有意に小さかった（Mann–Whitney test、         
p＜0.01）。AdV-shGAA群では生存率の延長が認められた（Log-rank test、p＜0.01）。AdV-shGAAは、膵癌細胞腫瘍

においてGAAの酵素活性（Mann–Whitney test、p＜0.01）とタンパク質を減少させ、Cleaved caspase-3の発現が増

加した。AdV-shGAAを注入した腫瘍では、Ki67陽性細胞の数が減少し、TUNEL陽性細胞の数が増加した。さらに、

AdV-shGAA投与群の腫瘍では、PANC-1細胞で in vitroで観察されたのと同様に、ミトコンドリアの蓄積が見られた

（図3）。 
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図2．GAA抑制による脱分極ミトコンドリアの蓄積 

A）LysoTrackerの観察では、GAAをKDしたPANC-1およびMIA PaCa-2細胞で

発光強度が減少した。 
B）FCMでは、その蛍光比の現象を定量化した。 

  

 
図3．shGAA搭載アデノウイルスベクターによる抗腫瘍効果 

A） Adv-shGAAによる腫瘍の成長抑制。 
B） Adv-shGAAによる生存期間が延長。 
C） Adv-shGAAによるGAA酵素活性。 
D） Adv-shGAAによる cleaved caspase-3の過剰発現。 
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考考  察察  

 
ライソゾームは癌細胞や正常細胞における生体高分子の代謝、細胞増殖、細胞分裂、細胞分化に重要な役割を果たし

ている。癌細胞では、ライソゾームによる分解が亢進し、血管新生やその転移能力に関与していることが報告されてき

た［4］。しかし、化学療法に対するライソゾームの役割は、いまだ十分には解明されていない。本研究では、膵癌細胞

におけるGAAの制御が治療に有効であることを示した。GAAが遺伝的に欠損すると、Pompe病を発症し、オートフ

ァゴソームへのグリコーゲンの大量蓄積が生じ、ミトコンドリアの膜電位の低下や活性酸素の増加が観察されている。

GAAをKDした膵癌細胞では，GAA活性の残存が観察され、これらの細胞がGAA遺伝子欠損病であるPompe病の

軽度の表現型を模倣していることが示唆された［5］。 
本研究において、GEMを投与した膵癌細胞では、LC3-Ⅱが増加し、p62が減少していることがウェスタンブロット

解析により確認された。GAA はグルコースの結合を分解するため、解糖に最も効率的なライソゾーム酵素であり、ワ

ールブルグ効果に代表されるように、糖代謝が必要とされる癌細胞においては重要な役割を担っていると考えられる。

GEM投与後の膵癌細胞の細胞毒性に対する耐性メカニズムには、グリコシダーゼやプロテアーゼに由来するライソゾ

ーム酵素の分解能力が関与していると考えられた。これらの考えは、ライソゾーム内のpHを上昇させるライソゾーム

酵素阻害剤であるクロロキンが、膵癌細胞における活性酸素の産生を介してGEMによるアポトーシスを促進するとい

う過去の報告によって裏付けられている［6］。 
in vivo におけるAdV-shGAA による治療が腫瘍に対して有望な効果をもたらすことを示した。近年、癌に対する遺

伝子治療は新たな治療法として臨床現場で注目されている。アデノウイルスベクター（AdV）は、その遺伝子を宿主の

ゲノムに組み込むことはなく、肝障害などの副作用も少ないことから癌治療ベクターとしては、頻繁に使用されている

［7］。本研究では、ヒトU6プロモーター由来の shGAAからなるAdV-shGAAを単回投与したところ、明らかな副作

用を引き起こすことなく抗腫瘍効果を示した。したがって、AdVによるGAAの抑制は有望な遺伝子治療となりうると

考えられた。 
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