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緒 言 

 

 膵癌は最も予後不良な癌のうちの一つである 1。外科的切除が本疾患の唯一

の根治的な治療法であるが、早期診断の困難さから根治切除可能な患者は少数

である 2。これまで膵癌に対して手術療法の他、化学療法・放射線療法を含

め、様々な治療法が行われてきたが、どれも満足な結果は得られていない 3-5。

そのため、膵癌患者の予後改善には、新たな治療方法の開発が求められてい

る。 

最近では、膵癌の分野においても遺伝子治療が着目され、様々な遺伝子研究

がなされるようになってきている。K-ras 遺伝子変異や p53癌抑制遺伝子など

は、古くから知られる癌遺伝子であるが、その他にも様々な癌特異的遺伝子の

研究が行われている 6,7。 

 北海道大学大学院消化器外科学分野 II と東京大学との共同研究により、中

村ら 8,9は膵癌組織と正常組織の遺伝子発現解析の比較から、膵癌で特異的に発

現している複数の遺伝子を同定し、その中でエフリンレセプターA4 (EphA4) 

は膵癌の増殖に関与していることを証明した 10。このことから、EphA4は膵癌

の予後予測因子あるいは新規の治療ターゲットとして大いに期待され、今回の

研究対象として取り上げた。 

 EphA4は受容体型チロシンキナーゼのエフリンファミリーの一つである。エ

フリンレセプター(Eph)は 1980年代に同定され 11、今では受容体型チロシンキ

ナーゼの中の大きなサブグループの一つとなっている。Ephは細胞表面のエフ

リン(ephrin)をリガンドとして結合し活性化される。また、Eph は Aタイプと

Bタイプの二つのサブファミリーに分類される。リガンドである ephrinも Aお

よび Bの二つのサブクラスに分類され、通常は EphAには ephrinA が結合す

る。しかし、一部例外があり、EphA4は ephrinB とも結合する 12。ヒトにおい

ては Eph/ephrinの結合による様々なシグナル経路の活性化が報告されている
13。癌に関しても、Eph/ephrin結合が Ras-Erk/Akt経路やインテグリンを介し

た経路および上皮間葉転換などを介して癌細胞の増殖や遊走・浸潤を促進する

ことが知られている 14。EphA4に着目すると、胃癌や乳癌・肺癌において、そ

の発現と予後との相関が報告されている 15-17が、膵癌に関する報告はない。

EphA4に関しては、そのシグナル経路を含め、未だ広く研究が進んでいないの

が現状である。 

 2008年、Noberini ら 18によって EphA4 とエフリンレセプターA2(EphA2)を選

択的に阻害することができる低分子化合物（2,5-dimethylpyrrolyl benzoic 

acid；以下, compound 1 と略記）が同定された。これまで Eph/ephrin 結合を

阻害する治療戦略に関し、様々なペプチドや低分子化合物が開発されてきた
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19,20。神経系疾患においては、筋委縮性側索硬化症において EphA4 の発現がそ

の予後と相関があると報告されており、Compound 1 についても筋萎縮性側索硬

化症の動物モデルで生存期間を延長する効果があったことが示されている 21。 

 本研究では、EphA4 の膵癌の予後予測バイオマーカーとしての有用性の評

価、および Compound 1を用いた EphA4阻害による膵癌増殖抑制効果を評価

し、EphA4が膵癌の新規治療ターゲットとなり得るかを明らかにすることを目

的とする。 
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略語表 

 

本文中および図中で使用した略語は以下の通りである。 

 

CA19-9       Carbohydrate antigen 19-9 

cDNA         complementary DNA 

CEA          Carcinoembryonic antigen 

D-MEM        Dulbecco’s modified eagle medium 

DMSO      Dimethyl sulfoxide 

E-MEM        Eagle's minimal essential medium  

Erk      Extracellular signal-regulated kinase 

FFPE         Formalin-fixed, paraffin-embedded 

HE      Hematoxylin and eosin  

MAPK         Mitogen-activated protein kinase 

PBS      Phosphate buffered saline 

RNA          Ribonucleic acid 

RPMI-1640    Roswell Park Memorial Institute-1640 

RT-PCR       Real time polymerase chain reaction 

SEM      Standard error of the mean 

TMA          Tissue microarray 

TUNEL        TdT- mediated dUTP nickend labeling 

UICC         Union for International Cancer Control 
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実験方法 

 

１）症例ならびに組織マイクロアレイ（TMA） 

 1995年 1月から 2005年 12月の 11年間で、北海道大学病院消化器外科Ⅱで

切除された膵癌症例を対象とした。このうち、先に報告した方法 22にて当教室

で作成した TMAの 99症例を検証し、腫瘍病理学的情報・予後情報が確認不可

能であった症例を除いた 84例について解析を行った。84症例の臨床病理学的

因子の内容は表 1 に示す通りである。 

 

表１ 全 84 症例の臨床病理学的情報 

 N=84 

Gender                  male/female 51/33 

Age 66.5(44-89) 

Location           Pancreas head/body,tail 63/21 

CEA 4.9(1.1-70.8) 

CA19-9 143.4(1.0-19238.4) 

Tumor size 3.0(1.0-7.3) 

pStage(UICC)                2a≤/2b≥ 31/53 

Lymph node metastasis    negative/positive 31/53 

Lymphatic invasion      negative/positive 22/52 

Venous invasion       negative/positive 11/73 

Neural invasion       negative/positive 7/77 

 

病理組織診断は UICC (Union for International Cancer Control)による

TNM分類（第 7版）23に準拠して検討を行った。すべての対象症例は十分なイ

ンフォームドコンセントの上で同意を得ており、また本研究は北海道大学病院

において自主臨床研究の承認を得ている(自 014-0221)。 

 

２）細胞株 

 本研究においては、ヒト膵癌細胞株として SUIT-2、MIAPaCa-2、PK-59、

Panc-1および PCI-43P5を、ヒト正常線維芽細胞株としての HS-Kの計 6種類を

使用した。MIAPaCa-2、PK-59と Panc-1はそれぞれ American Type Culture 

Collection (ATCC)より購入、SUIT-2と HS-Kは理化学研究所より購入、PCI-

43P5は当研究室でヒト膵癌検体より過去に樹立した膵癌細胞株である。 

細胞培地としては、MIAPaCa-2と Panc-1は D-MEM(Wako)、HS-Kは E-

MEM(Wako)、その他は RPMI-1640(Wako)を使用した。また、各種培地にはいずれ
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もウシ胎児血清（FBS, Cell culture Bioscience）と抗生剤ペニシリン/スト

レプトマイシン(Life technologies)を添加し、それぞれ終濃度を 10%、1%とし

た。いずれの細胞株も 5%CO2下、温度 37 度でインキュベーター内で培養を行っ

た。 

 

３）免疫組織化学染色 

 FFPE（Formalin-fixed, paraffin-embedded）ブロック、TMAブロック、およ

び細胞株のセルブロックは、5μmに薄切した。パラフィン切片をキシレンにて

脱パラフィン後にエタノールで脱水し、pH 6.0のクエン酸溶液中で15分間加熱

し、抗原を賦活化した。内因性ペルオキシダーゼ活性を0.3%H2O2加メタノール

にて除去した。ブロッキングには市販の製剤である10%ヤギ血清（Nichirei）

およびantibody diluent with background reducing components(DAKO)を使用

した。免疫組織化学染色にはHistofine series(Nichirei)を使用した。1次抗

体反応時間は4℃、over nightで行った。各抗体の種類および希釈濃度は表2に

示す通りである。2次抗体は20分、室温で反応させた。免疫組織化学反応は基

質（DAB, Nichirei）を反応後、ヘマトキシリンで核染色を行い検出した。 

組織内のアポトーシスを検出するためにTUNEL法を用いて検討を行った。

Apoptosis in situ Detection Kit Wako (WAKO)を使用し、推奨プロトコール通

り染色を行った。また、腫瘍細胞増殖マーカーとしてKi-67（DAKO）を使用した。 

 

表２ 抗体種類および希釈濃度 

Molecule Clonality Dilution Manufacture 

Eph receptor A4 pRa 1 : 100 Abcam 

Eph receptor A2 pRa 1 : 50 Abcam 

Ki-67 mMo 1 : 300 Dako 

Phospho-Akt (Ser473) mRa 1 : 50 Cell 

Signaling 

pRa: rabbit polyclonal, mRa: rabbit monoclonal, mMo: mouse monoclonal 

 

免疫組織化学染色の評価法として、EphA4 および EphA2の染色強度を①スコ

ア 2+（腫瘍細胞のうち 50％以上が染色されるもの）、②スコア 1+（腫瘍細胞の

うち 50％未満のみ染色されるもの）、③スコア 0（全く染色の見られないも

の）の 3段階に分けて判定し、スコア 2+ の症例のみ陽性症例としてカウント

した。これらの評価は臨床情報を把握しない 3人の独立した実験者によって行

った。 
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４）定量的 RT-PCR 

 目的となる細胞を回収後、RNAeasy Mini Kit (Qiagen)を用いて total RNAを

抽出し、その後 PrimeScript RT Master Mix (TAKARA BIO)を用いて逆転写反応

を行い、cDNAを合成した。 

 合成した cDNAの標的配列を作製した特異的プライマーにて、StepOne Real-

time PCR system (Applied Biosytems)を用いて増幅し、comparative CT 

methodを用いて定量化した。定量補正にはハウスキーピング遺伝子である

GAPDHを用いた。プライマーは事前にその特異性を確認してから使用した。全

ての実験を duplicate にて行った。使用したプライマーを表 3に示す。 

 

表３ プライマー配列 

Human Forword Reverse 

EphA4 5’-GACCTGAAACTGTAGCAGTGACTC-

3’ 

5’-TGCCAACGCTGCTCCTG-3’ 

GAPDH 5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3’ 5’-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’ 

 

５）ウエスタンブロット 

目的となる細胞の Cell lysateから RIPA(Radio-Immunoprecipitation 

Assay) Buffer、aprotinin、phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)を用いて

タンパク抽出を行った。EphA4タンパクは 7.5%SDS-PAGEを行い、その他の標的

タンパクについては 15%SDS-PAGEを行った。 転写メンブレンはニトロセルロ

ースメンブレン(Bio-Rad Laboratories, Inc. Hercules)を用いて転写を行っ

た。1次抗体は表 4に示す種類および希釈濃度のものを使用し、2次抗体は

gout anti-mouse or rabbit antibody (1:10,000 dilution , Jackson 

ImmunoResearch. Immunoreactivity)を使用し、Image Lab & ChemiDoc XRS 

Plus system (BIO RAD)を用いて同定した。ローディングコントロールには、

β-Actinを用いた。 
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表４ ウエスタンブロット 1 次抗体種類および希釈濃度 

Molecule Clonality Dilution Manufacture 

EphA4 Receptor mMo 1 : 150 Invitrogen 

EphA2 (D4A2) mRa 1 : 1000 Cell Signaling 

EphA4 phospho-specific (Try-

602) 

pRa 1 : 500 ECM 

Biosciences 

p44/42 MAPK (Erk1/2) (137F5) mRa 1 : 1000 Cell Signaling 

Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) 

(Thr202/Try204) 

mRa 1 : 2000 Cell Signaling 

Akt pRa 1 : 1000 Cell Signaling 

Phospho-Akt (Ser473) pRa 1 : 1000 Cell Signaling 

β- Actin (C4) mMo 1 : 1000 Millipore 

mMo: mouse monoclonal, mRa: rabbit monoclonal, pRa: rabbit polyclonal 

 

６）細胞増殖アッセイ (WST assay) 

膵癌細胞株に対する compound 1の抗腫瘍効果を検討する目的で、細胞増殖

assayによる検討を行った。MIAPaCa-2、PK-59、PCI-43P5をそれぞれ

5x103/wellずつ、HS-Kを 2.5x103/wellずつ 96 well dishに apply し、24時間

培養を行った。その後に、compound 1を終濃度が 200、300、400μMとなるよ

うに各 wellに投与し、24または 48時間共培養を行った。対照群として

compound 1の溶媒である 1%ジメチルスルホキシド(DMSO)を用いた。24または

48時間の共培養後、Cell Counting Kit-8 (WST-8, DOJINDO)を 10μlずつ各

wellに投与して 4 時間後に Microplate reader(450nm)で吸光度を測定し、生

存細胞量について検討を行った。 

 

７）Signaling pathway 解析 

 Compound 1による膵癌細胞増殖抑制のメカニズムの解析のため、癌細胞増殖

に関連する signaling pathway の解析を行った。解析は上記に示したウエスタ

ンブロット法を用いて行った。細胞培養条件は、膵癌細胞株の MIAPaCa-2およ

び PCI-43P5の細胞を 6-well plateに 1-wellあたり 1×105個撒き、10% FBS

入りのメディウムで 24時間培養後に終濃度が 400μMの compound 1 または 1% 

DMSOを投与し、0,1,2,4 時間共培養後のタンパクを抽出した。また、リガンド

と EphA4の相互作用を確認するために、MIAPaCa-2細胞を同様に 24時間培養後

に FBS添加なしのメディウムに交換し 2時間培養。その後、終濃度が 400μM

の compound 1または 1% DMSOを投与し 1 時間共培養した後に 10ng/ml のリガ

ンド（recombinant human ephrin-A4, R&D system）または PBS のみ投与し、1
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時間共培養し、タンパク抽出の条件で検討を行った。 

 

８）蛍光免疫染色 

 培養細胞を 4%パラホルムアルデヒドで 30分固定後、非イオン性界面活性剤

（0.5% Triton X-100）を用いて 5分間透過処置を行い、1%ウシ血清アルブミ

ン（BSA）にて 1時間ブロッキングを行った。1次抗体としては、抗 pan-

cytokeratin抗体（Affimetrix）および抗 cleaved caspase-3抗体（Cell 

Signaling）を用い、培養細胞と室温で 1 時間共培養後に PBSで洗浄し、2次抗

体として Alexa Fluor 555 goat anti-rabbit IgG（Life Technologies）を用

いて 1時間共培養した。その後に封入体として Dapi-Fluoromount-G

（SouthernBiotech）を用いて封入し、BIOREVO BZ-9000（Keyence）を用いて

観察した。 

 

９）フローサイトメトリー 

 Compound 1 投与によるアポトーシス誘導の有無の確認をフローサイトメトリ

ー法を用いて行った。アポトーシスの検出には、Annexin V-FITC Early 

Apoptosis Deteciton Kit（Cell Signaling）を用いた。培養細胞を FITC-Annexin 

Vおよびヨウ化プロピジウム（PI）にて染色し、FACS canto II (BD Biosciences)

を用いて検出した。解析は FlowJo software V7.6.5（Tomy Digital Bilogy）を

用いて行った。 

 

１０）同所移植モデルマウスの作成 

 マウスはメス BALB/c-nu/nuマウス（CLEA）の 6週齢を使用した。膵癌細胞

株 MIAPaCa-2(5×105個)を 30μlのマトリゲル（Corning）を含んだ Hanks 

Balanced Buffer Solution (HBBS, Life technologies)に溶解し 50μlとし

た。マウスをケタミン（100mg/kg）とキシラジン（10mg/kg）にて十分な麻酔

下に左側腹部を切開し、膵・脾臓を引き出した。その後、27ゲージ針で膵被膜

下に MIAPaCa-2(5×105個)を注入した。刺入部から細胞が漏れ出るのを防ぐた

め、刺入部を綿棒で 30秒間圧迫したのちマウス用サージカルクリップで閉腹

した。予備実験で 5週後に腫瘍を確認したところ、図 1に示すように腫瘍が樹

立できたことが確認できた。 
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図 1 同所移植モデルマウス作成 

 

 

１１）in vivo 実験治療スケジュール 

 in vivo実験の治療スケジュールは図２に示すように行った。すなわち、メ

ス BALB/c-nu/nuマウス（CLEA）の 6週齢マウス（CLEA）に前述の方法にてル

シフェラーゼで標識した（方法については後述）膵癌細胞株 MIAPaCa-2を注入

し、1週間後に IVIS（in vivo imaging system）を用いて腫瘍の生着を確認し

た。確認できたら compound 1（50mg/kg）、または 1% DMSOを週 5回の頻度で腹

腔内注射にて投与した。この治療を 4週間行い、1週間ごとに IVIS にて腫瘍の

増殖をモニタリングした。4週間の治療後にマウスを安楽死させ、腫瘍を摘出

し腫瘍の重量を測定した。また、その際に副作用評価のため、生命維持に必要

な主要臓器（脳、肺、心臓、肝臓、腎臓、脾臓）も摘出した。これらの動物実

験に関しては、北海道大学動物実験に関する規程に従って行った。 

 

図 2 In vivo 実験治療スケジュール 

 

 

 

１２）IVIS を用いた治療効果判定法 

 膵癌細胞同所移植モデルの腫瘍増殖の経時的モニタリングには、in vivo 

imaging system (Xenogen IVIS) を用いて行った。使用する膵癌細胞株 MIAPaCa-

2にはレンチウイルスを用いてルシフェラーゼを導入し、恒常的に発現させるよ

うにした。IVIS を用いた測定の際には、まずマウスをケタミン（100mg/kg）と

キシラジン（10mg/kg）にて十分な麻酔下におき、ルシフェリン（200μl）を腹
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腔内投与した。ルシフェリン投与後 10 分後にマウスを Xenogen IVIS にセッテ

ィングし、露光時間は 10秒の設定で腫瘍細胞の発光を確認した。この測定方法

で治療開始前、治療開始後 1,2,3,4 週間後の計 5 回、各マウスでの測定を行っ

た。発光強度、腫瘍の広がりの解析には Living imaging software 3.2（Xenogen）

を使用した。 

 

１３）統計解析 

In vitroのデータの統計解析にはパラメトリック検定を適用し、群間検定に

は、Student’s t-testを使用した。臨床検体のデータの統計解析にはノンパ

ラメトリック検定を適用し、群間検定には Man-Whitney U test を、臨床病理

学的因子の相関解析には Fisher’s exact test、またはχ2 test を用いた。多

変量解析には Cox ハザードモデルを使用した。生存期間は手術日から死亡また

は最終確認生存確認日までの日数とし、Kaplan-Meier法を用い log-rank test

にて群間の比較検定を行った。数値データは平均値±SEM で示し、P < 0.05 を

有意差ありとした。統計計算と解析には JMP 10 softwareを使用した。 
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実験結果 

 

１）EphA4 の発現の有無は膵癌患者の予後に関連する 

 EphA4の発現の有無と膵癌患者の予後との相関を検討するため、まず教室で

作成した膵癌切除標本の TMAを用いて、膵癌患者の中の EphA4発現患者の割合

を調べた。また、本研究で用いる阻害剤は EphA2も阻害する作用を有するた

め、EphA2の発現についても同時に検討した。染色条件決定の際には、正常膵

管組織が染色されない条件で設定した。EphA4 の発現陽性例と陰性例を図 3Aに

示す。また、EphA2 においても、同様に発現陽性例と陰性例を図 3Bに示す。 

 

 

図 3 膵癌切除標本における EphA4、EphA2 の発現の有無 

A) 膵癌症例と正常膵管における免疫組織化学染色での EphA4 の発現の有無。Scale bar:100μm 

B) 膵癌症例と正常膵管における免疫組織化学染色での EphA2 の発現の有無。Scale bar:100μm 

 

 本研究で使用した TMAに含まれる 99症例中、前述の評価法により評価した

結果、EphA4発現を有する症例は 46例（46.5%）、EphA2発現を有する症例は 71

例（71.7%）であった。99症例中、予後や臨床病理学的因子などの確認できた

84例をさらに解析した。 
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全生存期間で EphA4 および EphA2の発現の有無の 2群で比較を行うと、

EphA4発現を有する症例では有意に予後不良であった（P=0.029, 図 4A）。

EphA4陽性群および陰性群での生存期間の中央値はそれぞれ 9.6 ヶ月と 20.1ヶ

月であった。EphA2 では 2群間に有意差を認めなかった（P=0.464, 図 4B）。 

 

 
図 4 EphA4/2 の発現の有無での全生存期間の比較（Kaplan-Meier 曲線） 

A) EphA4 発現陽性症例で有意に予後不良な結果であった（P=0.029） 

B) EphA2 発現の有無では 2群間に有意差を認めなかった（P=0.464） 

 

 

 次に、EphA4の発現の有無およびその他の臨床病理学的因子と予後との相関

を検討し、表 5に示す結果を得た。単変量解析では、EphA4の発現・リンパ節

転移・静脈侵襲の有無が予後との相関を認めた。さらに多変量解析を行うと、

EphA4発現の有無（P=0.039）とリンパ節転移の有無（P=0.014）が独立した予

後規定因子として相関を示した。 
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表 5 膵癌患者の予後との相関解析 

  Univariate Analysis  Multivariate Analysis 

 N=84 HR (95% CI) P value  HR (95% CI) P value 

Age (<70 / ≥70) 57 / 27 1.217 (0.732-

1.973) 

0.438    

Gender (M / F) 51 / 33 0.834 (0.509-

1.341) 

0.457    

Location (head / body,tail ) 63 / 21 0.700 (0.387-

1.195) 

0.197    

CEA (<5.0 / ≥5.0) 43 / 41 1.540 (0.952-

2.485) 

0.077    

CA19-9 (<37.0 / ≥37.0) 19 / 65 1.595 (0.924-

2.932) 

0.095    

Tumor size (<2.5 / ≥2.5) 19 / 65 1.413 (0.821-

2.572) 

0.218    

EphA4 (‐/ +) 38 / 46 1.678 (1.048-

2.704) 

0.030  1.648 (1.025-

2.667) 

0.039 

Lymph node metastasis (‐/ 

+) 

31 / 53 2.123 (1.273-

3.652) 

0.003  1.909 (1.136-

3.310) 

0.014 

Lymphatic invasion (‐/ 

+) 

22 / 62 1.438 (0.851-

2.548) 

0.178    

Venous invasion (‐/ +) 11 / 73 2.129 (1.031-

5.171) 

0.040  1.979 (0.945-

4.862) 

0.072 

Neural invasion (‐/ +) 7 / 77 1.830(0.851-4.771) 0.129    

 

  

また、膵癌患者における EphA4の発現の有無とその他の臨床病理学的な因子

との相関についても検討したが、表 6に示すようにその他の因子との相関は認

めなかった。 
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表 6 EphA4 と他の臨床病理学的因子との相関 

 EphA4 positive (N=46) EphA4 negative (N=38) P-value 

Gender   0.630 

male 29 22  

female 17 16  

Age   0.803 

 68(44-89) 65(45-82)  

Location   0.076 

Pancreas head 38 25  

Pancreas body/tail 8 13  

CEA   0.886 

 5.85(1.3-39.7) 3.4(1.1-70.8)  

CA19-9   0.379 

 170.25(1.0-6605.9) 116.7(1.0-19238.4)  

Tumor size   0.805 

 3.2(1.0-7.3) 3.0(1.5-6.0)  

pStage(UICC)   0.388 

2a≤ 15 16  

2b≥ 31 22  

Lymph node metastasis   0.388 

negative 15 16  

positive 31 22  

Lymphatic invasion   0.981 

negative 12 10  

positive 24 28  

Venous invasion   0.506 

negative 5 6  

positive 41 32  

Neural invasion   0.509 

negative 3 4  

positive 43 34  

 

 以上の結果から、EphA4は膵癌患者の約半数に発現を有し、EphA4 発現を認

める症例は予後不良であり、EphA4発現の有無はリンパ節転移と並んで膵癌患

者において独立した予後規定因子であることが示唆された。 
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２）EphA4 阻害剤（compound 1）は EphA4 陽性膵癌細胞株の増殖を抑制する 

 EphA4/EphA2阻害剤である compound 1 の膵癌における治療効果を判定する目

的で、まず in vitro での治療実験を行った。実験に使用する膵癌細胞株を決

定するため、各種膵癌細胞株における EphA4 および EphA2の発現を定量的 PCR

およびウエスタンブロット法を用いて探索した。また、正常コントロールとし

て正常皮膚線維芽細胞株である HS-Kにおいても EphA4および EphA2 の発現に

ついて調べた。その結果、定量的 PCRにおいて EphA4発現は膵癌細胞株

MIAPaCa-2,PK-59にて高発現であり、ウエスタンブロットでも、膵癌細胞株

MIAPaCa-2,PK-59において EphA4の発現を認めた（図 5A,5B）。EphA2 について

は検索したすべての細胞株で発現を認めた（図 5B）。 

 

 

 

図 5 膵癌細胞株および正常細胞株における EphA4/EphA2 発現 

A) 定量的 RT-PCR。膵癌細胞株 MIAPaCa-2,PK-59 においてより強い EphA4発現を認めた。 

B) ウエスタンブロット解析。膵癌細胞株 MIAPaCa-2,PK-59に EphA4 発現認め、EphA2 について

はすべての細胞株に発現を認めた。 

 

 上記の結果より、EphA4陽性膵癌細胞株として MIAPaCa-2と PK-59、EphA4陰

性膵癌細胞株として PCI-43P5、正常コントロールとして HS-Kを用いて

compound 1の細胞増殖効果を判定することとした。投与する compound 1 濃度

は、Noberiniらの報告を参考に、EphA4活性を抑制し正常細胞に対する傷害効

果を認めないとされる終濃度 400μMを上限として終濃度 200,300,400μMの濃

度で検討することとした。結果は図 6に示す通り、EphA4陽性膵癌細胞株

MIAPaCa-2に対しては 24時間培養下では 300μM以上、48時間培養下では 200

μM以上で有意に増殖抑制効果を示した。また同様に EphA4陽性膵癌細胞株

PK-59に対しては 24時間培養下では有意な効果は示さなかったが、48時間培
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養下では 300μm以上の濃度で有意な増殖抑制効果を示した。PCI-43P5,HS-Kに

対してはいずれの時間・濃度においても有意な効果は示さなかった。 

 

 

図 6 compound 1 の膵癌および正常細胞株に対する増殖抑制効果 

細胞増殖アッセイ。MIAPaCa-2に対しては 24時間培養下では 300μM以上、48時間培養下では

200μM以上で有意に増殖抑制効果を示した。PK-59に対しては 24 時間培養下では有意な効果は

示さなかったが、48時間培養下では 300μm以上の濃度で有意な増殖抑制効果を示した。PCI-

43P5,HS-Kに対してはいずれの時間・濃度においても有意な効果は示さなかった。各々のアッ

セイは 3 回ずつ行い、P<0.05 を有意とした。 

 

 以上の結果から、compound 1は時間および濃度依存的に EphA4 陽性膵癌細胞

株に対して増殖抑制効果を有することが示された。MIAPaCa-2と PK-59に対す

る効果の違いから、その効果は EphA4の発現強度に依存することが示唆され

た。また、すべての細胞株が EphA2陽性であることから、本実験で使用した濃

度では、compound 1 の細胞増殖抑制効果は EphA4阻害による効果であることが

推測された。 
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３）compound 1 は EphA4 のリン酸化および Akt のリン酸化を抑制する経路を介

して EphA4 陽性膵癌細胞のアポトーシスを誘導する 

 Compound 1が示す EphA4陽性膵癌細胞に対する増殖抑制効果の機序を明らか

にする目的で癌細胞増殖に関与することが知られる 2つの経路（Erk/Akt経

路）に着目して検討を行った。EphA4陽性膵癌細胞株 MIAPaCa-2 および EphA4

陰性膵癌細胞株 PCI-43P5から前述の培養条件で抽出したタンパクを用いて、

EphA4,EphA2,Erk,Akt の発現およびそのリン酸化の有無をウエスタンブロット

法にて確認した。その結果、EphA4陽性膵癌細胞株 MIAPaCa-2において、

compound 1（400μM）投与下では EphA4のリン酸化が抑制されていることが確

認できた。また、Erk/Akt経路に関しては Aktのリン酸化が抑制され Erkのリ

ン酸化がやや亢進する結果となった。EphA4 陰性膵癌細胞株 PCI-43P5では

compound 1投与下においても、Erk/Akt経路ともにそのリン酸化への影響は見

られなかった（図 7）。 

 

 

図７ Compound 1 投与下における Signaling pathway の解析 

MIAPaCa-2においては compound 1 投与下において、EphA4 および Aktのリン酸化の抑制が見ら

れた。PCI-43P5 においては、Erk/Akt のいずれにおいてもリン酸化への影響は見られなかっ

た。EphA2 に関してはどちらの細胞株においてもリン酸化は見られなかった。 

 

 次に、Akt経路は癌細胞のアポトーシス抑制に寄与していることが知られて

いることから、本実験においても compound 1 投与下での EphA4 陽性膵癌細胞
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株のアポトーシスの有無について解析することとした。EphA4陽性膵癌細胞株

MIAPaCa-2においては、compound 1（400μM）投与下で、その細胞形態に変化

が見られた。同様の変化は EphA4陰性膵癌細胞株 PCI-43P5では見られなかっ

た（図 8A）。アポトーシスの検出には、まずアポトーシスが起こる際に活性化

される cleaved caspase-3の発現の有無を蛍光免疫染色で確認することとし

た。その結果、EphA4 陽性膵癌細胞株 MIAPaCa-2は compound 1 投与下において

cleaved caspase-3の発現を認めた（図 8B）。 

 

 
 

図 8 compound 1 投与下における膵癌細胞株の形態変化および cleaved 

caspase-3発現の有無 

A) MIAPaCa-2と PCI-43P5 の compound 1(400μM)との 2時間共培養後の細胞形態。MIAPaCa-2

では一部細胞形態に変化が見られた。 

B) 蛍光免疫染色写真。細胞核を DAPI(青)、細胞質を cytokeratin(緑)で染色。Cleaved 

caspase-3は赤で染色した。MIAPaCa-2と compound 1(400μM)の共培養下でのみ cleaved 

caspase-3の染色が見られた。Scale bar: 50μm 

 

また、アポトーシスを起こしている細胞の割合を検出する目的でフローサイト

メトリーを施行した。フローサイトメトリーでは、Annexin Vと PIによる染色

を行い、Annexin V 染色が陽性で PI染色が陰性である細胞集団を早期アポトー
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シス群としてカウントした。Compound 1（400μM）投与下において、EphA4陽

性膵癌細胞株 MIAPaCa-2では Annexin V陽性細胞数の増加を認め、早期アポト

ーシス細胞の割合は 30％程度と、コントロール群と比較し有意に増加を認めた

（図 9A,9B）。一方で、EphA4陰性膵癌細胞株 PCI-43P5ではコントロール群と

比較し、アポトーシス細胞の増加を認めず、早期アポトーシス細胞の割合も数

パーセントであった（図 9C,9D）。 

 

 

図 9 フローサイトメトリーによるアポトーシスの検出 

A) MIAPaCa-2細胞と compound 1（400μM）の 2時間共培養後の Annexin V,PI 染色によるフロ

ーサイトメトリー。ヒストグラム（赤）：非染色, ライン（橙）：コントロール, ライン（緑）：

Compound 1 投与下。MIAPaCa-2では compound 1投与下において Annexin V 陽性細胞の増加が見

られた。 

B) 早期アポトーシス細胞（Annexin V 陽性、PI 陰性）の割合。MIAPaCa-2では compound 1 投

与下で有意に早期アポトーシス細胞が増加していた（P<0.0001）。 

C) PCI-43P5 細胞と compound 1（400μM）の 2時間共培養後の Annexin V,PI 染色によるフロー

サイトメトリー。ヒストグラム（赤）：非染色, ライン（橙）：コントロール, ライン（緑）：

Compound 1 投与下。PCI-43P5 では compound 1 投与下で Annexin V 陽性細胞の増加は見られな

かった。 
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D) 早期アポトーシス細胞（Annexin V 陽性、PI 陰性）の割合。PCI-43P5では compound 1 投与

下においても早期アポトーシス細胞の割合に有意差を認めなかった（P=0.062）。 

 

 以上の結果から、compound 1投与により EphA4陽性膵癌細胞においては

EphA4のリン酸化および Aktのリン酸化が抑制されることで、膵癌細胞のアポ

トーシスが誘導されていることが示された。また EphA4陰性膵癌細胞株では

compound 1投与で同様の反応は見られなかった。 

 

４）compound 1 は EphA4 と ligand（ephrin A4）の結合を阻害する 

 Noberiniら 16によると、EphA4/EphA2阻害剤である compound 1 はレセプタ

ーである EphA4および EphA2とリガンドとの結合を阻害すると報告されてい

る。本研究では上記のように compound 1 投与によって EphA4のリン酸化が抑

制されることが明らかになった。ここでは、EphA4のリン酸化の抑制がリガン

ドとの結合に関与するかを検証することとした。この実験では、EphA4陽性膵

癌細胞株 MIAPaCa-2のみを用いて、EphA4 のリガンドである ephrin-A4または

compound 1を投与し、前述の条件下で培養下細胞からタンパクを抽出してウエ

スタンブロット法を用いて検証を行った。図 10に示すようにリガンド投与下

において EphA4のリン酸化および Aktのリン酸化の亢進が見られるが、リガン

ドと compound 1を共に投与した場合には EphA4および Aktのリン酸化が共に

抑制される結果となった。 

 

 

図 10 リガンドおよび compound 1 投与下での signaling pathway の解析 

MIAPaCa-2細胞においては、リガンド投与下で EphA4 および Aktのリン酸化が見られた。リガ

ンドに加えて compound 1 も投与した場合には、リガンド単独での投与に比べ EphA4 および Akt

のリン酸化の抑制が認められた。Erkリン酸化については compound 1 投与下において軽度亢進

が認められるのみであった。 
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 この結果から、EphA4はリガンドである ephrin-A4と結合することでリン酸

化され、EphA4阻害剤である compound 1 は EphA4とそのリガンドである

ephrin-A4の結合を阻害することで EphA4 および Aktのリン酸化抑制に関与し

ていることが示唆された。 

 

５）compound 1 の腹腔内投与は膵癌同所移植マウスモデルにおいて腫瘍細胞の

増殖を抑制する効果を有する 

 In vivoでの治療実験を行うのに先立って、使用するルシフェラーゼを導入

した膵癌細胞株 MIAPaCa-2のルシフェラーゼ発現を確認した。24-well プレー

トを用いて MIAPaCa-2細胞を 1×10,102,103,104,105個で各々培養し、ルシフェ

リンを投与し、in vivo 実験で用いる IVIS を用いて発光を確認した。図 11に

示すようにルシフェラーゼを導入した膵癌細胞 MIAPaCa-2の発光が確認でき、

その発光強度は培養細胞数に比例していた。 

 

 

図 11 膵癌細胞株 MIAPaCa-2 のルシフェラーゼ発現確認 

A) 24-well プレート上での MIAPaCa-2細胞の発光確認。 

B) 発光強度は培養細胞数に比例していた。 

 

以上から、膵癌細胞株 MIAPaCa-2へのルシフェラーゼの導入は確認できた。

また、その発光強度が細胞数に比例することから、今後のマウスでの治療実験

に使用するのに適切であると判断した。 

 In vivo 実験では、前述のように膵癌同所移植マウスモデルを作成し、

compound 1（50mg/kg）または 1% DMSOを週 5回、腹腔内投与する 2群での比

較を行った。マウスのうち、膵癌細胞株 MIAPaCa-2移植後 1週間で腫瘍の生着

が確認された個体にのみ前述のスケジュールに沿った治療を行い、各群 6匹ず

つでの比較検討を行った。その結果、Compound 1 治療群においては、IVISに

より検出された腫瘍細胞の信号強度が腫瘍生着時点（腫瘍細胞移植後 1週間）
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の値を１とした場合の相対値においてコントロール群に比して有意に低値を示

した。また、4週間の治療後（腫瘍細胞移植から 5週間後）に摘出した腫瘍の

重量の比較でも compound 1 治療群では有意に低値を示し、compound 1 の腹腔

内投与は膵癌同所移植マウスモデルにおいて、治療効果（膵癌細胞増殖抑制効

果）を有することが示唆された（図 12）。 

 

 

図 12 同所移植膵癌モデルマウスでの治療実験 

A) 膵癌細胞株 MIAPaCa-2移植後 1 週間での IVIS による腫瘍生着確認写真および 4週間の治療

後の IVISによる腫瘍増殖確認写真。各群 6例中代表的 3例ずつの写真を提示。 

B) 腫瘍細胞移植後 1週間での IVISでの信号強度を１とし、4週間の治療後（腫瘍細胞移植後 5

週間）までの信号強度の相対値の推移。 

C) 上記での最終評価時点での信号強度の相対値の比較。Compound1 群で有意に信号強度が小さ

く(P<0.01)、腫瘍増殖が抑制されていた。 

D) 腫瘍摘出後の腫瘍重量の比較。重量においても、compound 1 群で有意に重量が小さく
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（P<0.01）、腫瘍増殖抑制効果を示した。 

 

６）compound 1 の腹腔内投与により増殖の抑制された腫瘍においては in 

vitro の結果同様に Akt のリン酸化抑制およびアポトーシスが誘導されている 

 In vivoでの 4週間の治療終了後（腫瘍細胞移植から 5週間後）に、各マウ

スを安楽死させて腫瘍を摘出し、重量を測定後 in vivoでの腫瘍において in 

vitroで示された Aktのリン酸化抑制およびアポトーシスの誘導が見られるか

の評価を免疫組織化学染色にて行った。摘出腫瘍をホルマリン固定後に薄切切

片を作成し、前述の方法および抗体を使用し行った。アポトーシスの評価には

前述の Apoptosis in situ Detection Kit Wako (WAKO)を使用し、腫瘍細胞増

殖マーカーとして Ki-67を使用した。結果は、摘出腫瘍組織において compound 

1群の腫瘍では p-Aktの染色がコントロール群に比べ弱く、アポトーシスを検

出する TUNEL染色細胞が多く見られた（P<0.01）。腫瘍細胞増殖を反映する Ki-

67染色では両群に差を認めなかった。このことから、in vivoにおいても in 

vitroの結果と同様に、compound 1投与によって腫瘍細胞の Akt リン酸化が抑

制され、アポトーシスが誘導されていることが示唆された。腫瘍細胞の増殖能

に差が見られないことからも、in vivo 実験において腫瘍細胞増殖に差が見ら

れたのはアポトーシス誘導の結果であることが推察された（図 13）。 

 

 

図 13 摘出腫瘍における免疫組織化学染色 

Compound 1 群、コントロール群ともに代表的な 1 症例の写真を提示。P-Akt染色では、コント

ロール群において compound 1 群と比べ、染色が強く見られた。アポトーシス検出の TUNEL 染色

では、compound 1 群でコントロール群に比べ染色細胞が多く見られた。細胞増殖を示す Ki-67

染色では、両群に明らかな染色細胞数の差を認めなかった。Scale bar: 50μm 
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７）compound 1 の腹腔内投与においては生命維持に必要な他臓器への傷害作用

などの副作用を認めない 

 In vivoでの治療実験後に compound 1 の腹腔内投与による副作用の有無につ

いても検討を行った。方法は、治療終了後に安楽死させたマウスより生命維持

に重要な臓器を摘出し、免疫組織化学染色にて各群での臓器構造の変化を確認

した。さらに、治療前後のマウス体重を測定し、体重減少の有無を比較した。

摘出した主要臓器（脳、心臓、肺、肝臓、腎臓、脾臓）のヘマトキシリン・エ

オジン（HE）染色では、両群において明らかな組織学的異常は認められなかっ

た。なお、この組織像については北海道大学大学院医学研究科探索病理学講座

西原広史先生にご指導いただき評価を行った。また、マウス体重に関しては、

両群で治療後に体重低下などの兆候はなく、治療前後の体重変化についても両

群で有意差は認めなかった（図 14）。 

 

 

 

図 14 Compound 1 腹腔内投与による副作用の有無についての検討 

A) 摘出した臓器（脳、心、肺、肝、腎、脾）のＨＥ染色。各群代表的写真を提示。各群で明ら

かな組織学的違いは認めなかった。Scale bar: 50μm 

B) 治療前後でのマウスの体重変化。各群で有意差は認めなかった。 
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 以上の結果より、compound 1の腹腔内投与は同所移植膵癌モデルマウスにお

いて、明らかな副作用は確認できず、安全に使用可能であった。 
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考察 

 

 本研究では、まず EphA4の発現が膵癌患者の生存率と相関があり、さらには

膵癌患者の独立した予後規定因子であることを示した。多くの既存の報告で

は、腫瘍径やリンパ節転移の有無、腫瘍マーカー（CA19-9）の値などと膵癌患

者の予後との相関があるとされてきた 24,25。これらの報告の中でも、リンパ節

転移の有無が最も強い相関を示すとされており 26、本研究でもリンパ節転移の

有無が最も強い相関を示した。この結果は、既存の報告に矛盾しない結果であ

り、本研究で使用した TMAの症例数および臨床データが正確であったことを支

持する結果となった。また、EphA4の発現は、他の癌種（胃癌、乳癌）では予

後と相関するとの報告が見られるものの 15,16、膵癌では過去に報告されていな

い。膵癌では、K-ras遺伝子や p53遺伝子のように、遺伝子変異とその発生の

関連が報告されている 27,28。EphA4に関しても、その発現上昇に遺伝子変異が

関連しているかを確認するために、データベース（COSMIC）による検討を行っ

た。結果としては EphA4の変異は膵癌患者 251例のうち 2例にしか認めず、膵

癌においては EphA4 の変異の関与は薄いものと考えられた。本研究での解析結

果では、84例の検討ではあるが、EphA4の発現が膵癌患者の予後と相関を示し

ており、同時に検討した EphA2の発現は相関を示さなかった。このことから、

EphA4が膵癌患者において有用な予後予測バイオマーカーとなる可能性を示し

た初めての報告である。また、変異の関与が少なく、治療効果を期待できる対

象患者も多いことが期待でき、新規の治療ターゲットとしてより有望な遺伝子

であることも同時に示唆された。 

 膵癌治療に関しては、膵癌は化学療法もしくは放射線療法に抵抗性の症例が

多く、膵癌患者の予後改善のためには新たな治療戦略の探索が必要となってい

る。共著者の中村らによって EphA4遺伝子が膵癌で高発現しており、膵癌の増

殖に関与しているとの報告 9,10がなされて以来、EphA4が膵癌の新規治療ターゲ

ットとなる可能性について着目してきた。2008年に Noberiniら 18によって、

EphA4と EphA2を選択的に阻害できる低分子化合物（compound 1）が報告さ

れ、ALSの治療への応用が試みられていることから、この化合物が膵癌に対し

ても新規治療薬になり得る可能性があると考えた。治療実験では、まず in 

vitroの実験から行い、compound 1は EphA4 陽性の膵癌細胞株に対してのみ細

胞増殖抑制作用を示し、EphA2のみ陽性の膵癌細胞株に対しては細胞増殖抑制

作用を示さなかった。EphA2については、他の癌種において予後との相関が報

告され、治療ターゲットとしても有用であるとの報告も見られる 29,30。確かに

本研究での検討でも、EphA4に比べ EphA2 の方が膵癌細胞の中では広く発現を

有している結果であったが、compound 1 による治療効果は乏しく、膵癌に関し
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て EphA2はその増殖への関与が小さいものと推測された。 

 次に、compound 1 の膵癌細胞増殖抑制作用の機序に関する検証実験を行っ

た。本研究では、膵癌細胞株において、ligand の投与の有無に関わらず EphA4

のリン酸化を確認することができた。膵癌細胞において、ligand の投与に関わ

らず EphA4のリン酸化が起こるメカニズムは明らかでないが、膵癌細胞そのも

のが ligandを有し、リン酸化を誘導している可能性などが考えられる。さら

に下流のシグナル経路としては、過去の報告で膵癌において Erk/Akt 経路がそ

の増殖に関わっているという報告 31が多い点と、Eph receptor/ligand がそれ

らの経路に関与しているという報告 32がされていることから、Erk/Akt 経路に

着目し検証することとした。結果としては、compound 1投与により Aktのリン

酸化が抑制され、Erkのリン酸化がわずかに亢進することが確認できた。

Erk/Akt経路はともに Rasにより調整されている経路である 33が、Akt経路は

Rasに非依存的にも活性化され得るとされており、Erk経路と Akt 経路の間に

も相互作用があるとされる。Rommelら 34は Aktのリン酸化は Erk 経路の活性を

阻害すると報告しており、Mengesら 35は Erkのリン酸化は Akt 経路の活性にネ

ガティブフィードバックをかけると報告している。本研究での結果において

も、compound 1による効果は Akt経路を抑制し、Erk経路をわずかに活性化さ

せており、これらの既存の報告に合致した結果と言える。また、EphA4の

ligand投与下においても compound 1投与により EphA4および Akt のリン酸化

の抑制が確認できたことから、compound 1 の EphA4シグナル経路への抑制効果

は ligandとの結合阻害作用を含むことが示唆される。さらに本研究の結果か

らは、EphA4は Akt 経路の抑制を介して膵癌細胞の細胞死を誘導していること

が示唆された。Akt 経路については細胞死を含めた様々な細胞機能を調節して

いるとされている 36。 

Dattaら 37は Bad という Aktの標的遺伝子があり、Badが脱リン酸化するこ

とにより Bcl-XLまたは Bcl-2とヘテロダイマーを形成し、細胞死の抑制を阻

害すると報告している。さらに、それらが Bcl-2 ファミリーの不均衡を引き起

こし cytochrome C を放出する。結果として caspase-3を含む caspase カスケ

ードが刺激され、初期の細胞死に関与する PARPの分裂を誘導している 38。本研

究では compound 1 投与により膵癌細胞において Aktのリン酸化が抑制され、

cleaved caspase-3の発現が誘導されていることが確認できた。これらの結果

から、compound 1 は EphA4陽性膵癌細胞において EphA4のリン酸化を抑制し、

さらには Akt経路の活性を抑制することで、膵癌細胞の細胞死を誘導し増殖抑

制効果を示していることが示唆された。 

 In vitroでの実験結果を踏まえ、in vivo でも compound 1による治療実験

を計画した。In vivo 実験においては、より生体に近い状態での治療効果を計
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るため、マウスの膵被膜下に膵癌細胞を移植する同所移植モデルマウスを作成

し行うこととした。また、薬物の投薬ルートとしては、まず腹腔内投与を選択

し行うこととした。治療効果判定には経時的な腫瘍増大のモニタリングができ

る点から IVISを用いて行うこととした。結果としては、compound 1 の週 5回

投与の 4週投与によって腫瘍の増殖抑制効果を示すことができた。さらに治療

後に摘出した腫瘍の組織学的解析を行うと、in vitroの実験結果と同様に、膵

癌腫瘍において compound 1 治療群では Akt のリン酸化の抑制および細胞死の

誘導が確認できた。同時に腫瘍の増殖能の評価のため、細胞分裂に関わる腫瘍

の増殖能マーカーとされる Ki-67による染色も行ったが、この比率には

compound 1治療群とコントロール群で差は見られなかった。以上の結果から、

in vivoにおいても再現性をもって compound 1 による膵癌増殖抑制効果はみら

れ、その機序としては in vitro同様に Akt のリン酸化抑制からの細胞死誘導

であることが示唆された。加えて行った副作用の評価では、治療前後でのマウ

スの体重変動において両群間での差は見られず、治療終了後に摘出した主要臓

器での組織学的評価においても compound 1 治療群で組織学的な異常所見は見

られなかった。以上のことから、compound 1 は膵癌治療に有用である可能性が

あり、さらには副作用の面でも安全に使用できる可能性があることが示唆され

た。 

 本研究では、EphA4 の発現の有無が膵癌患者の予後を予測する独立した指標

となること、また EphA4を選択的に阻害できる低分子化合物(compound 1)が膵

癌細胞の増殖抑制に有効であることを明らかにした。これらの結果は、予後不

良な膵癌患者の予後予測にとどまらず、その予後改善のための新たな治療戦略

の一部となり得る可能性を秘めており、臨床応用へ向けたさらなる検討が必要

と考えられた。 
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総括および結論 

 

 本研究により以下のような新知見が得られた。 

 

（１）EphA4 は膵癌患者の約半数に発現が見られ、その発現は膵癌患者の 

予後を予測する独立した因子である。 

 

（２）EphA4 および EphA2 の選択的阻害作用を有する低分子化合物 

（compound 1）は、in vitro および in vivo のレベルにおいて膵癌細胞に

対して増殖抑制作用を有する。 

 

（３）Compound 1 の細胞増殖抑制作用は、EphA4 のリン酸化抑制を介して 

Akt 経路の活性を抑制し、細胞死を誘導することで引き起こされてい

る。 

 

 

これらの知見は、現在の手術療法と化学療法を含めた集学的治療をもってし

て予後不良である膵癌患者にとって、その予後を改善できる可能性をもった新

規治療対象遺伝子であり、新規治療薬の発見・開発に寄与する可能性を示すも

のである。今後、さらなる症例の蓄積とその解析や、動物実験を経ての臨床研

究へ向け、検討を重ねる必要があると考えられる。 
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