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研究成果の概要： 
 膵癌の難治性の根底には腫瘍細胞の高い増殖能・浸潤能・薬剤耐性などがある。我々は膵癌

で glycogen synthase kinase (GSK) 3β の発現と活性が高く、腫瘍細胞の生存と増殖に必須で

あることを見出した。そして、GSK3β 阻害によるがん治療効果を細胞レベルと担がん動物モデ

ルで実証し、GSK3β が膵癌の新しい治療標的であることを同定した。その機能解析から、がん

細胞で異常活性を示す GSK3β が誘導するシグナルが p53 がん抑制分子経路、Rb 細胞周期制御

系や細胞不死化経路に影響を及ぼすことを明らかにした。また、ヒト膵癌細胞移植動物におい

て薬理学的 GSK3β 阻害剤の併用は TP53INP1 (tumor protein 53-induced nuclear protein 1)

を介する DNA修復機構を制御して、ゲムシタビン(GEM)の抗腫瘍効果を相乗的に増強することを

実証した (Shimasaki T, et al. J Gastroenterol 2011 Epub)。本研究では、膵癌の浸潤に伴

うがん細胞の形態特性と運動能に着目して GSK3β の機能を多角的に解析した。培養細胞のスク

ラッチ試験とトランスウェルアッセイにより、GSK3β 阻害剤はがん細胞の遊走と浸潤を抑制し

た。その効果に伴い、GEM により誘導されるがん細胞の形態変化 (epithelial-mesenchymal 

transition)と、がん浸潤を誘引するある種の熱ショック蛋白質の発現や FAK (focal adhesion 

kinase)/Rac1/MMP-2 (matrix metalloproteinase-2)機軸経路が抑制された。これらの解析と並

行して、GSK3β 阻害効果が科学的に立証された既存医薬品の適応外使用と GEMの併用による進

行膵癌治療の医師主導型第Ⅰ/Ⅱ相臨床研究 (UMIN 000005095)を 2011年に開始した。 
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１．研究開始当初の背景 
膵癌の標的分子の探索と同定では、発が

ん・進展過程で活性化されている細胞シグナ
ル伝達系が注目されている。分子標的治療薬
のうち上皮増殖因子受容体(EGFR)の阻害剤
や抗体医薬が、いくつかの癌種では良好な治
療効果を示している。一方、膵癌では
erlotinib のみが第Ⅲ相臨床試験で GEM との
併用効果が証明されているにすぎず、今後、
新たな標的分子の探索と薬剤の開発が望ま
れている。我々は最近、glycogen synthase 
kinase (GSK) 3βが膵癌を含む多くの消化器
癌に共通する治療標的であることを明らか
にしてきた。 
GSK3βはインスリン経路で発見され、その

基質に応じて細胞周期、増殖・分化、アポト
ーシス、細胞運動など、基幹的細胞生命現象
を司る多機能セリン・スレオニンリン酸化酵
素である。疾患との関連では、インスリン経
路、神経細胞、造骨細胞への作用から、２型

糖尿病、アルツハイマー病、骨粗鬆症などの
創薬標的として注目され、多数の阻害剤が開
発されている。GSK3βは正常細胞の Wnt経路
制御作用からがん抑制的に作用すると認識
されてきたが、我々は、GSK3βの過剰発現や
酵素活性の調節不全ががん細胞の生存や増
殖を維持・促進するという Wnt経路抑制機能
とは異なる病的作用を発見した。そして、
GSK3β阻害の抗腫瘍効果を大腸癌や脳膠芽
腫で実証し、本酵素が新しいがん治療標的で
あると提唱した。その機能解析から、がん細
胞で異常活性を示す GSK3βが誘導するシグ
ナルが、がん抑制分子 (p53)経路、細胞周期
制御(Rb)系や細胞不死化経路に影響を及ぼ
すことを明らかにした。 

膵癌でも同様に GSK3βの発現や活性の亢
進に伴う病的作用が観察され、研究代表者ら
は GSK3β阻害により腫瘍細胞の生存・増殖抑
制のみならず、gemcitabine (GEM)の感受性
を高めることを培養細胞と担がん動物モデ
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ルで実証した。また、低濃度の GEM が膵癌細
胞の上皮間葉移行（epithelial-mesenchymal 
transition: EMT)を誘導して浸潤性を高める
が、GSK3β阻害によりこの EMT誘導が抑制さ
れることを見いだしている（未発表）。これ
らの予備結果から、GSK3βが膵癌細胞の浸潤
を促進しているのではないかという着想に
至った。我々の研究と前後して GSK3βは膵癌
の新たな治療標的であること示唆する成果
が海外で報告されているが、本研究と同じ発
想の研究報告は国内外ではみられない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、膵癌における GEM による EMT
誘導のメカニズムと GSK3β阻害の作用機序
の解明を目的として、下記の到達目標を設定
した。(1) 我々が最近、同定した膵癌細胞か
ら分泌される EMT誘導分子の発現・機能解析
を行ない、GEM による EMT 誘導作用機序を明
らかにする。(2)この EMT誘導分子について、
GSK3β阻害による発現や分泌への影響、機能
解析を行い、GSK3βによるがん細胞の浸潤抑
制機序を明らかにする。(3) 本研究から期待
される結果と今までに得た知見を応用して、
GSK3β阻害作用を示すことが報告されてい
る複数の医薬品と GEM の併用による進行・再
発膵癌の第Ⅰ/Ⅱ相臨床試験を現在、実施し
ている。これらの臨床試験の結果とともに、
同定した EMT誘導分子が本治療法のバイオマ
ーカーとなるかについて検討する。本研究に
より、GEMと GSK3β阻害剤の併用による膵が
ん治療法の作用分子基盤の解明とともに、進
行膵癌患者に対する同治療法の安全性と効
果を見極めることができると期待される。 
 
３．研究の方法 
①我々は、複数の培養ヒト膵癌細胞株におい
て、低濃度の抗がん剤により細胞間接着性が
低下し、EMT が誘導されて細胞の遊走と浸潤
能が亢進することを発見した。膵癌細胞
PANC-1 の調整培地のプロテオーム解析によ
り、EMT誘導因子の候補となる 55種類の分子
を同定した。ほとんどの分子は GEM 投与によ
り分泌が低下したが、有意に分泌が上昇した
8 種類の分子のうち、組換え蛋白質の添加に
より EMT同様の形態変化を誘導する蛋白質を
発見した(EMT-related Protein: EP1～EP3と
略す）。 
 1）EP1～EP3 の EMT 誘導効果の検証：EP1
～EP3 のそれぞれに特異的な抗体、小分子阻
害薬、RNAi、cDNA を用いて、膵癌由来培養細
胞における EP1～EP3の機能解析を行う。EP1
～EP3 に対する特異抗体、小分子阻害薬、RNA
干渉法によるそれぞれの分子の活性や発現
の抑制及びそれぞれの遺伝子導入による強
制発現を行い、EP1～EP3の発現量の違いから
みた EMT 誘導性について解析する。EMT の評

価は、顕微鏡による形態学的観察と、
N-cadherin, E-cadherin, vimentin, ZO-1、
snail などの EMT 関連マーカーの発現と細胞
内局在の変化を、Western blot法と免疫蛍光
染色法により観察する。 
2）EP1～EP3 の細胞内発現条件の検討： 
 EP1～EP3 がどのような条件で細胞内に発
現するかを解析する。具体的には、抗がん剤
の種類・濃度を変えて、細胞内発現量に違い
があるか, 組換え EP1～EP3 蛋白を培地に添
加した場合に、各分子の細胞内発現量の変化、
小分子 GSK3β阻害剤による EP1～EP3の細胞
内発現抑制効果，を解析する。これらの細胞
内発現量は real-time RT-PCR、Western blot
法、免疫蛍光染色法を用いて観察・計測する。 
②GSK3β阻害による抗がん剤誘導性 EMTの抑
制メカニズムの解明 
GSK3β阻害による EMT抑制効果の作用機序

について、EP1～EP3 の発現あるいは機能の抑
制によるものであるかを検討する。具体的に
は、小分子 GSK3β阻害剤や RNA干渉法を用い
て、GSK3β阻害による影響を検討する。EP1
～EP3の蛋白発現量の測定には、Western blot
法を用いる。EP1～EP3の機能抑制であるかど
うかについては、既に EP1～EP3 の機能的な
経路は明らかとなっているため、EP1～EP3関
連経路を構成する分子群を対象にして、
Real-time RT-PCR 法や Western blot 法を用
い、mRNAレベルあるいは、蛋白質レベル（発
現量やリン酸化解析）における制御であるか
などを明らかにする。 
③GSK3β阻害剤の併用による進行膵がん治
療の第Ⅰ・Ⅱ相臨床試験の実施 すでに医薬
品として処方されているものの中で GSK3β
阻害作用を有する複数の薬剤を GEMと併用す
る化学療法により、進行膵癌患者における腫
瘍の縮小や良好な QOLを保ちながらの生存期
間の延長が得られるかを検証する。すでに金
沢医科大学病院倫理審査委員会で承認を受
け、本臨床試験を開始した。 
 
４．研究成果 
膵癌で glycogen synthase kinase (GSK) 

3β の発現と活性が高く、腫瘍細胞の生存と
増殖に必須であることを見出した。そして、
GSK3β 阻害によるがん治療効果を細胞レベ
ルと担がん動物モデルで実証し、GSK3β が膵
癌の新しい治療標的であることを同定した。
その機能解析から、がん細胞で異常活性を示
す GSK3β が誘導するシグナルが p53がん抑
制分子経路、Rb細胞周期制御系や細胞不死化
経路に影響を及ぼすことを明らかにした。ま
た、ヒト膵癌細胞移植動物において薬理学的
GSK3β 阻害剤の併用は TP53INP1 (tumor 
protein 53-induced nuclear protein 1)を
介する DNA修復機構を制御して、ゲムシタビ
ン(GEM)の抗腫瘍効果を相乗的に増強するこ



 

 

とを実証した。GSK3β 阻害剤はがん細胞の遊
走と浸潤を抑制した。その効果に伴い、GEM
により誘導されるがん細胞の形態変化 
(EMT)と、がん浸潤を誘引するある種の熱シ
ョック蛋白質の発現や FAK/Rac1/MMP-2機軸
経路が抑制された。これらの解析と並行して、
GSK3β 阻害効果が科学的に立証された既存
医薬品の適応外使用と GEMの併用による進行
膵癌治療の医師主導型第Ⅰ/Ⅱ相臨床研究 
(UMIN 000005095)を 2011年に開始した。 
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