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要旨 

【背景と目的】  

膵癌は消化器癌の中で最も悪性度が高い癌の一つであり，本邦では 5年生存

率は 10%未満であり予後不良の疾患である．現在，Gemcitabine (GEM)，

Tegafur-gimestat-otastat potassium (TS-1)，5-fluorouracil (5-FU)など

様々な化学療法が利用されているが，その効果は決して十分とは言えない．近

年，FOLFIRINOX療法や GEM+nabPTX療法が開発され，GEMより高い抗腫瘍効果

を示しているが，その一方で様々な副作用が出現することも報告されており，

今後は抗腫瘍効果が高いことはもちろん，副作用が少ない化学療法や分子標的

治療薬などの開発が期待されている．当教室は東京大学医科学研究所との共同

研究で，臨床検体の遺伝子発現解析により膵癌で特異的に発現亢進する遺伝子

を複数個同定した．今回，そのうちの一つである C16orf74（NM_206967.2）と

いう遺伝子に着目し研究している．我々の研究では C16orf74のタンパクは細

胞膜直下に存在し Calcineurin（CN）と結合することにより膵癌細胞株の増殖

に関与すること示した．また，膵癌患者の TMAを用いた解析によって C16orf74

の発現は膵癌患者の予後との関連が示された． 

 先に述べたように C16orf74は細胞膜直下に存在していることから，細胞膜

貫通型タンパクとの相互作用の可能性や，細胞の浸潤能に関わる形態変化にも

関与している可能性が推測された．また，C16orf74タンパクのアミノ酸配列

（76AA）をみると，N-myristoyration site であるグリシンを介し細胞膜にリ

ンカーされ，二ヵ所のジスルフィド結合部位を介してダイマー形成がなされて

いると推測された．今回，このダイマー形成が C16orf74の機能発現に関与す

ると考え実験を開始した．加えて，過去の研究では C16orf74をノックダウン

することにより膵癌細胞株の増殖能が低下することは示されているが，

C16orf74の強制発現系での増殖能や浸潤能に関する詳細な検討はなされていな

いため，C16orf74 の強制発現系での機能解析も行った． 

 

【材料と方法】 

①C16orf74の強制発現系での膵癌細胞株の機能解析 

C16orf74低発現細胞株である PANC-1に C16orf74発現プラスミドベクターを

Transfectionし安定強制発現株（C16orf74 stable）を作成した．また，同様

の手法で非機能ベクターを導入した MOCK cell を作成した．これらを用い，蛍

光細胞免疫染色による細胞形態変化に関する検証，細胞増殖能（WST-8 

assay）・浸潤能（Matrigel invasion assay）・遊走能（Wound healing 
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assay）の変化についての検証を行った．また，浸潤性については Gelatin 

zymography，細胞形態変化に関しては Rac1 の活性化の有無に関して検証を行

った． 

②C16orf74タンパクの細胞内局在や二量体形成に関与するアミノ酸配列の検証 

二量体形成の検証は，pCAGGS-C16orf74-FLAGと pCAGGS-C16orf74-HAベクタ

ーを Co-transfection した細胞内での各発現タンパクの共局在及び，各ベクタ

ーを Co-transfection させた細胞の Lysate を用い，FLAGと HA それぞれで共免

疫沈降を行い各発現タンパクの直接の結合を検証した．また，C16orf74 

stableを用い Native-PAGEを行い二量体形成についての検証を行った．細胞内

局在に関しては，C16orf74変異体を作成し，細胞膜への結合や二量体形成に関

与する責任アミノ酸の同定を行った． 

③C16orf74の二量体形成を阻害するドミナントネガティブペプチド（11R-DB）

の作成と in vitro での膵癌細胞株に対する効果の検証 

11R-DBを C16orf74 高発現細胞株，低発現細胞株，正常繊維芽細胞に投与

し，WST assayで抗腫瘍効果を検証するとともに，Matrigel invasion assay

と Wound healing assay により浸潤能や遊走能への影響を評価した．また，

Gelatine zymography により 11R-DBが MMP に与える影響についての検証を行っ

た． 

④C16orf74のシグナリングの検証と C16orf74 と相互作用のあるタンパクの同

定 

11R-DBの作用機序の判定は，癌細胞の増殖において活性化されているとされ

る 2 つのシグナリング 経路（Erk/Akt 経路）を，ウエスタンブロットにて解

析した．また，C16orf74 と細胞膜貫通タンパクであるインテグリンとの相互作

用についての検証を行った． 

⑤in vivoでの抗腫瘍効果についての検討 

膵癌細胞株 PK-9 を用いて，膵癌皮下腫瘍マウス，膵癌同所移植マウスモデ

ルにおける 11R-DB の膵癌細胞増殖抑制効果を 6 週齢のメスのヌードマウスを

用いて行った．同所移植モデルマウスは，ルシフェラーゼと赤色蛍光である

Td-tomatoを導入した PK-9を使用した．皮下腫瘍モデルマウスは腫瘍体積が

100mm3程度に成長した後から，同所移植モデルマウスは細胞移植 1週間後に in 

vivo imaging system（IVIS）を用いて腫瘍の生着を確認し，治療を開始し

た．治療は 11R-DB 群と陰性対照ペプチド群は 10mg/kgを週 5回腹腔内投与

し，コントロール群は溶媒である PBSを週 5回投与した．投与方法は，皮下腫

瘍マウスは腫瘍近傍の皮下組織に，同所移植マウスは腹腔内投与とし．各群 6 

匹ずつでの評価とした．同所移植モデルマウスの治療効果の判定は治療開始 
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1,2,3,4,5週間後にそれぞれ IVIS を用いて，腫瘍の発光強度及び広がりを評

価した．治療後にマウスは安楽死させ，腫瘍を摘出し重量測定を行った．副作

用評価として，安楽死処分の際に各群のマウスの主要臓器（脳，肺，心，肝，

腎，脾）も同時に摘出し，免疫組織化学染色を行うとともに，マウスの治療前

後での体重の推移の評価も行った．  

 

【結果】 

① C16orf74の強制発現により，膵癌細胞株の増殖・浸潤・遊走能が上昇し

た．これには，MMP2 や Rac1の活性化が関与した． 

② C16orf74はホモダイマー形態で細胞膜直下に局在した． 

③ C16orf74のホモダイマーを阻害することで，C16orf74発現量に相関し膵

癌細胞株の増殖・浸潤・遊走能を阻害した． 

④ C16orf74は IntegrinαVβ3と直接結合し，ILK/PI3K/AKT/mTOR カスケー

ドを介し機能発現に関与した． 

⑤ PK-9皮下腫瘍モデルマウス，PK-9 orthotopic xenograft model マウスに

対し，11R-DBは有意差を持って抗腫瘍効果を認めた．また，摘出した主要臓器

の HE染色からは明らかな組織学的異常は認めず，治療マウスの有意な体重減

少も認めなかった． 

 

【考察】 

本研究では，C16orf74 がダイマー形態を呈し，細胞膜直下に局在し浸潤や遊

走能と強く関与することが示された．このダイマー形態を，Dominant 

negative peptide（11R-DB）によってブロックすることで，C16orf74 の発現量

に相関し膵癌細胞株の浸潤・増殖・遊走能が低下することが分かった．また，

C16orf74は IntegrinαVβ3との直接の結合を示すが，11R-DB投与によって細

胞膜直下に存在できなくなると同時にこの結合が阻害されることが示された．

また，11R-DB投与によって in vitro,in vivo 双方において抗腫瘍効果が得ら

れることが示された．C16orf74は膵癌の臨床検体と膵癌細胞株の約半数での発

現を認めることを踏まえると，11R-DBは今後改良を加えることで膵癌の分子標

的治療薬として応用可能であると考えられた．しかし，11R-DB のポリアルギニ

ン構造（11R-）は細胞非選択的に導入する構造であり，C16orf74 のみを標的と

するペプチドではあるも，実臨床での使用に関しては副作用の問題が生じる可

能性が考えられる．近年 IntegrinαVβ3 が癌に高発現することを利用した腫

瘍細胞のイメージングや癌選択的なドラッグデリバリーシステムが開発されて

いる．これを使用し，癌部に多く発現する IntegrinαVβ3を標的とすること
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で，より癌特異的にダイマーブロック配列を細胞内に導入することで副作用の

軽減が得られる可能性がある．加えて，C16orf74 は IntegrinαVβ3直下に存

在するのでさらに効率的に C16orf74をブロックできる可能性がある． 

【結論】 C16orf74 は膵癌の増殖浸潤に関与し，この二量体形成を阻害する 11R-

DBは膵癌細胞株の増殖抑制効果を示した．C16orf74が膵癌患者の約半数で発現

を認めることを踏まえると，11R-DB は膵癌の新規治療薬としての可能性を有す

ることが示唆された．  
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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とおりである． 

 

ATCC      American Type Culture Collection 

DNA   Deoxyribonucleic acid 

DMEM            Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

FFPE  Formalin-fixed, paraffin-embedded 

GAPDH           Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

HPLC      High performance liquid chromatography 

IF              immunofluorescence 

IP              Immunoprecipitation 

mRNA            Messenger ribonucleic acid 

PCR       Polymerase chain reaction 

PBS             Phosphate buffered saline 

qRT-PCR         quantitative reverse transcription PCR 

RPMI-1640    Roswell Park Memorial Institute-1640 

TMA  Tissue microarray 

WB              Western Blotting
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緒 言 

 

膵癌は消化器癌の中で最も悪性度が高い癌の一つであり，国立がん研究セン

ターがん情報サービス「がん登録・統計」では通常型膵癌の相対 5年生存率は

10%未満と予後不良の疾患である(国立がん研究センターがん情報サービス「が

ん登録・統計」. https://ganjoho.jp/reg_stat/index.html)．また，術後の

再発死亡率は約 80%に達するとの報告もある．現在，Gemcitabine (GEM)，

Tegafur-gimestat-otastat potassium (TS-1)，5-fluorouracil (5-FU)など

様々な化学療法が利用されているが，その効果は決して十分とは言えない．近

年，FOLFIRINOX療法や GEM+nabPTX療法が開発され，GEMより高い抗腫瘍効果

を示しているが，その一方で様々な副作用が出現することも報告されており

(Conroy et al.,2011; Vaccaro et al.,2011; Von et al.,2013)，今後は抗腫

瘍効果が高いことはもちろん，副作用が少ない化学療法や分子標的治療薬など

の開発が期待されている．当教室は東京大学医科学研究所との共同研究で，臨

床検体の遺伝子発現解析により膵癌で特異的に発現亢進する遺伝子を複数個同

定した(Nakamura et al.,2004)．そのうちの一つである C16orf74

（NM_206967.2）に着目し，これまでの研究で C16orf74タンパクは細胞膜直下

に存在し Calcineurin（CN）と結合することにより膵癌細胞株の増殖浸潤に関

与することが示された(Nakamura et al.,2016)．また，膵癌患者の TMAを用い

た解析によって，C16orf74の発現は膵癌患者の予後との関連が示された

(Nakamura et al.,2016)． 

 前述のように C16orf74 は細胞膜直下に存在することから，細胞膜貫通型タ

ンパクとの相互作用の可能性や，細胞の浸潤能に関わる形態変化にも関与する

可能性が推測される．また，C16orf74タンパクのアミノ酸配列（76AA）から，

N-myristoyration site であるグリシンを介し細胞膜にリンカーされ，二ヵ所

のジスルフィド結合部位を介してダイマー形成がなされていると推測された．

今回，このダイマー形成が C16orf74の機能発現に関与すると仮定し実験を開

始した．加えて，我々の過去の研究で，C16orf74 のノックダウンにより膵癌細

胞株の増殖能が低下することは示されたが，C16orf74の強制発現系での増殖能

や浸潤能に関する詳細な検討はなされていないため(Nakamura et al.,2016)，

強制発現系を確立した上で，C16orf74のさらなる機能解析を進め，膵癌の浸潤

増殖機構における C16orf74の役割の解明と，膵癌の治療分子標的としての可

能性について研究を行った． 
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実 験 方 法 

1）ペプチド 

 本研究では 3つのペプチドを作成した． 

 

11R-DB; RRRRRRRRRRR-GGG-MGLKMSCLKGFQMCV 

11R-C7A₋C14A; RRRRRRRRRRR-GGG-MGLKMSALKGFQMAV 

11R-7₋14AAA; RRRRRRRRRRR-GGG-MGLKMAAAKGFQAAA 

 

11R-DB（Dimer Block）は C16orf74 のホモダイマー形成を阻害する dominant 

negative ペプチドとして作成した．11R-C7A₋C14A は 11R-DB の細胞膜透過部位

（11R-）と親水性スペーサー（-GGG-）を除いたアミノ酸配列のうち７番目と 14

番目のシステインでダイマー化が起こっていると考え，それぞれをアラニンに

置換し C16orf74 へ結合が起こらないようにデザインした Negative control 

peptideである.ただし，後の実験でこのペプチドは C16orf74のホモダイマー化

を完全には阻害できておらず，その原因として前後のアミノ酸配列もホモダイ

マー化に寄与している可能性が考えられた．よって，7 番目と 14 番目のシステ

インの前後のアミノ酸もアラニンに置換した 11R-7₋14AAAペプチドを開発した．

ペプチド合成はシグマアルドリッチジャパンへ外部受託し，HPLC で 80%以上の

純度で作成された． 

 

 

2）細胞株 

 本研究に使用した細胞株は，ヒト膵癌細胞株として PK-1，PK-9，PANC-1，MIA 

PaCa-2，KLM-1，PCI6 の 6 種類，非腫瘍細胞株として NHDF，HEK293T，COS-7 を

利用した．PK-1，PK-9，KLM-1，PANC-1は RIKENから，MIAPaCa2 は ATCCより譲

渡，PCI6 は当研究室で過去に確立した膵癌細胞株である(Shichinohe et 

al.,1996) ．細胞培地は，PK-1，PK-9，KLM-1，PCI6は RPMI(Wako），PANC-1，MIA 

PaCa-2，NHDF，HEK293T，COS-7は DMEM (Wako)を使用し，いずれもウシ胎児血清

（ Fetal bovine serum; FBS, Cell Culture Bioscience ） と

Penicillin/Streptomycin (Life Technologies)を添加し，それぞれ終濃度 10%，

1%とし，5% CO2下で 37℃インキュベーター内での培養を行った． 

 

3）qRT-PCR 

 各細胞を 80％confuluent 程度で回収後，RNAeasy Mini Kit (Qiagen)を用い
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て mRNAを抽出し，その後 PrimeScript RT Master Mix (TAKARA BIO)を用い逆転

写反応により cDNA を作成した． 

qRT-PCR は SYBR Green 法で行った．Fast SYBR® Green Master Mix (Life 

Technologies)と下記のプライマー，cDNA を混和し，StepOnePlus (Applied 

Biosystems, Life Technologies)で評価を行った．Tmは 60.0℃とし， One peak

の Meltcurveを確認した．また，GAPDHを house keeping gene とし，ΔΔCT法

にて定量評価を行った．本実験使用したプライマー配列は表１に示した通りで

ある． 

 

表 1 プライマー配列 

Gene Forward Reverse  

 C16orf74 5'-GAGGGACTTGGGGAGCAC-3' 5'-TCTGGGTCGATTTCTCCATC-3' 

  GAPDH 5'-GAGAGGCCCTATCCCAACTC-3' 5'-GCGAACTTTATTGATGGTATTCAA-3' 

 MMP1 5'-GGGGTATCCGTGTAGCACAT-3' 5'-GGGGTATCCGTGTAGCACAT-3' 

 MMP2 5'-CAGGGAATGAGTACTGGGTCTATT-3' 5'-ACTCCAGTTAAAGGCAGCATCTAC-3' 

 MMP3 5'-ACTCTACCACTCAGCCCAAGG-3' 5'-TCCAGAGAGTTAGACTTGGTGG-3' 

 MMP7 5'-AGACAGCTTCCCCTTTGATG-3' 5'-CTGCGTCCTCACCATCAGT-3' 

 MMP9 5'-AATCTCTTCTAGAGACTGGGAAGGAG-3' 5'-AGCTGATTGACTAAAGTAGCTGGA-3' 

 MMP10 5'-GGACCTGGGCTTTATGGAGATAT-3' 5'-CCCAGGGAGTGGCCAAGT-3' 

 MMP11 5'-TCCTGAGGTCAGGTCTTGGT-3' 5'-CAGATTTCCAGGATTGTCAG-3' 

 MMP12 5'-AGTTTTGATGCTGTCACTACCG-3' 5'-CACTGGTCTTTGGTCTCTCAGAA-3' 

 MMP13 5'-TCCCAGGAATTGGTGATAAAGTAGA-3' 5'-CTGGCATGACGCGAACAATA-3' 

 MMP14 5'-TCGGCCCAAAGCAGCTTC-3' 5'-CTTCATGGTGTCTGCATCAGC-3' 

  

 

4）Western blot 

 目的とする細胞から，RIPA (Radio-Immunoprecipitation Assay) Buffer，

aprotinin, phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)を用い cell lysate を採

取．Mini-PROTEAN TGX gel(Bio-Rad)に cell lysate 流し 15%SDS-PAGE を行い，

PVDFメンブレン(Bio-Rad Laboratories, Inc. Hercules)に転写を行った．1次

抗体は表 2 に示す通りで，2 次抗体は gout anti-mouse or rabbit antibody 

(1:10,000 dilution ,  Jackson ImmunoResearch. Immunoreactivity)を使用し

た．反応時間はそれぞれ 60 分，室温で行った． 発光は Enhanced 

chemiluminescence detection system (GE Healthcare)を用い，ChemiDoc XRS+
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（Bio-Rad）を用いて検出した． 

 

表 2 ウェスタンブロット抗体一覧 

Molecule   Clone Dilution Manufacture 

 C16orf74 pRb  1:1000 
Establishment in our 

laboratory 

 DDDDK-tag mMo FLA-1 1:10000 MBL 

 HA-tag mMo TANA2 1:10000 MBL 

 DDDDK-tag pRb  1:1000 MBL 

 HA-tag pRb  1:1000 MBL 

 MMP2 pRb  1:1000 Cell signaling 

 MMP9 pRb  1:500 Millipore 

 Akt pRb  1:1000 Cell signaling  

 Phospho-Akt (Ser473) mRb D9E 1:2000 Cell signaling  

 mTOR mRb D9C2 1:1000 Cell signaling  

 
Phospho-mTOR 

(Ser2448) 
mRb 7C10 1:1000 Cell signaling  

 p42/44 MAPK mRb 137F5 1:1000 Cell signaling 

 p-p42/44 MAPK mRb D13.14.4E 1:1000 Cell signaling 

 Integrin β3 mMo CRC54 1:1000 Abcam 

 Integrin αV pRb  1:1000 Cell signaling 

 Integrin αⅡb pRb  1:250 
Santa Cruz 

Biotechnology 

 Rac1 mMo 23A8 1:200 Millipore 

  Actin-β mMo C4 1:1000 Millipore 

 pRb: rabbit polyclonal, mRb: rabbit monoclonal, mMo: mouse monoclonal  

  

5）蛍光細胞免疫染色 

目的とする細胞を，1.5×105個/wellで TypeⅣcコラーゲンコーティングをし

た 35mmプレートに撒き，24時間培養した．3% Paraformaldehi（15分）で細胞

を固定した後，0.1% TritonX-100/PBSにて Permiabilization（4 分）を行った．

Blockingは 1% BSA/PBS で室温条件で 30 分行った．一次抗体は下表の条件下で
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4℃ Over night，二次抗体は室温条件で 60分とした．観察は，Confocal顕微鏡

（FV 10i，OLYMPUS）で行った． 

 

表 3 蛍光細胞免疫染色抗体一覧 

1st antibody      

Molecule    Dilution Manufacture 

 C16orf74 pRb  1:200 Establishment in our laboratory 

 DDDDK-tag mMo  1:5000 MBL 

 DDDDK-tag pRb  1:1000 MBL 

 HA-tag mMo  1:5000 MBL 

 HA-tag pRb  1:1000 MBL 

 Paxillin mMo  1:5000 Invitrogen 

2nd antibody      

 Goat-anti-Mo Alexa Fluor 488   1:250 Life technology 

 Goat-anti-Rb Alexa Fluor 594   1:250 Life technology 

 Goat-anti-Mo Alexa Fluor 594   1:250 Abcam 

 Goat-anti-Rb Alexa Fluor 488   1:250 Abcam 

Counter stain      

 Dapi-Fluoromount-G    SouthernBiotech 

 Alexa Fluor 594 Phalloidin    Life technology 

 

6）Stable cell line の樹立 

 C16orf74 低発現細胞株 PANC-1 に，pCAGGS-C16orf74-3×Flag ベクターを

Lipofectamine LTX（Thermo Fisher Scientific）を使用し Transfection を行

った．Transfection 後の細胞を Geneticin（G418 sulfate ; GIBCO）600μg/ml

の濃度でセレクションした．3 日に一度のペースで Medium（G418 を含む）の交

換を行い，G418 耐性コロニーの形成を得た．クローニングリングを用いて耐性

コロニーを回収し，回収した細胞を 96Well Dish へ限界希釈法にて撒きなおし，

１Well あたり 1 細胞となった Well をマーキングし，細胞が増殖したところで

Flag tagに対する蛍光細胞免染で C16orf74 の発現と 100％の導入があるかを確

認し，導入が成功した Cloneを cell line 化した． 
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7）共免疫沈降法（Pull down assay） 

FLAG tag と HA tag で標識したプラスドベクターを対象細胞（293T，COS7 な

ど）に Fugene6を用い Co-transfectionを行った．22時間後に RIPA buffer に

よって Cell lysate を採取する．この，Lysateと各 Tagに対する抗体を結合さ

せたアガロース A ビーズ（Santacruiz sc-2001）と 4℃ 60分の条件下で混和し

結合させた．その後，ビーズを 5回 PBSで洗浄した後に，Lammine sample buffer

を混合し，100℃ 5 分で Boil し，Tag を介してビーズに結合したタンパクを分

離した．その後，遠心してビーズを分離除去した後に上清の Immunoblottingを

行った． 

 

8）免疫組織化学染色 

 FFPEブロックは5μmに薄切したものを使用した．パラフィン切片を脱パラフ

ィンし，水洗，PBS-0.1% tween (PBS-T)で洗浄を行った後，抗原賦活化処理を

行い，抗原を賦活化した．各抗体における希釈濃度，賦活化条件は表3に示す

通りである．1次抗体反応時間は60分，室温条件で行った．2次抗体はヒストフ

ァイン シンプルステインMAX-PO (MULTI) (Histofine®, Nichirei)を利用し，

反応時間は20分，室温条件で行った．その後，3, 3’-diaminobenzidine 

tetra-hydrochloride (Histofine®, Nichirei)で反応時間は5分，室温条件で

標識した. 

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．使用抗体は，表4に提示した． 

 

表 4 免疫染色 1 次抗体・賦活化条件一覧 

Molecule   Clone Dilution Retrieval Manufacture 

 Ki67 mMo MIB-1 1:300 EDTA pH9.0, 20min Dako 

 mTOR mRb D9C2 1:100 Citric acid pH 6.0, 10min Cell signaling 

 
Phospho-mTOR 

(Ser2448) 
mRb 49F9 1:150 Citric acid pH 6.0, 10min Cell signaling 

 AKT mRb  1:100 Citric acid pH 6.0, 10min Novocastra 

 Phospho-AKT mRb D9E 1:200 Citric acid pH 6.0, 10min Cell signaling 

 pRb: polyclonal rabbit, mRb: monoclonal rabbit, mMo: monoclonal mouse 
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9）Cell proliferation assay (WST-assay) 

 作成したペプチドの抗腫瘍効果を検討するために Cell proliferation assay

での検討を行った．PK-1, PK-9, PANC-1，MIA PaCa-2，NHDFをそれぞれ 5x103

個ずつ 96 well dish で 24時間培養を行った後，各ペプチドを 10/20/30/40/50 

μMずつ投与し 24 時間共培養を行った． 24時間後，Cell Counting Kit-8 

(WST-8, DOJINDO)を 10μlずつ投与し 4時間後に Microplate reader (450nm)

にて吸光度を測定し，生存細胞数についての検討を行った． 

 

10）Matrigel invasion assay 

 BioCoatTM Matrigel 24 well plate (corning international)の上層には FBS 

freeの細胞培地，下層には 10％ FBSの細胞培地とした．各細胞株は 24時間前

より FBS freeの培地上で培養した後に，上層に 2.5×104 個を culture し 22

時間 37℃で培養を行った．その後メンブレンの下層へ浸潤した細胞を固定染色

し，BZ-9000（Keyence）にて観察した．浸潤細胞数は×100視野内の細胞数と

し，各 Well毎に 5 箇所の平均値を算出した．また，各細胞で 3 Wellずつ同様

の実験を行った．ペプチドの投与を行う場合は，12時間培養し細胞の接着を確

認し，24時間ペプチド投与下に培養を行った後に浸潤細胞数を計測した． 

 

11）Wound healing assay 

6㎝ dish に 5×105個の細胞を culture し 24時間培養した．細胞が均一に

full confluentになった段階で，Yellow chip にて直線的にスクラッチし，

0/3/6/9/12/15/18 時間で顕微鏡にて細胞の移動距離を観察計測した．計測点は

任意の 3箇所とし，0時間を基準とした各時間での細胞の移動距離の比率を計

測した．ペプチドの投与を行う場合は，スクラッチした時点で終濃度 10μMと

なるように投与した．ペプチドの投与濃度は WST assayにて細胞の障害が無い

濃度である． 

 

12）Hematogenic invasion assay 

 24 well 8µm pore Boydenチャンバー（CORNING）に 2.5×104個の HUVECを

撒き 24時間 16時間培養した（培地は上層，下層ともに Endothelial Cell 

Media 2(Promo Cell)）．同時に，C16orf74 stable-GFP，MOCK-GFP cell の培地

を無血清に交換した．24時間後，上層に 2.5×104個の各細胞を撒き，さらに

24時間培養を行った（培地は Endothelial Cell Media 2:DMEM=1:1 とし，上層

は無血清，下層は FBS10%とした）．24時間経過後に，チャンバーを取り外し，

3% Paraformaldehyde 15分で固定，0.1% Triton-X 100/PBSにて膜処理を行
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い，DAPIにて核染色を行った．その後，膜上層の細胞を綿棒で除去した後に，

下層に浸潤した細胞を蛍光顕微鏡にて確認した．浸潤した膵癌細胞は GFPで標

識しているため緑色と DAPIの青で観察できるが，HUVECは DAPI の青のみにな

るのため 2つの細胞を分離して計測をすることが可能である．浸潤細胞数の計

測は×100視野中の任意の 6点で行なうこととし，細胞毎に計 3 チャンバーで

同様の実験を行った． 

 

13）膵癌マウスモデルの作成 

・皮下腫瘍モデルの作成 

PK-9 (5×106個) を 100μlの Hanks Balanced Buffer Solution (HBBS, Life 

technologies)と Matrigel に溶解し，十分な麻酔下に 6週令のメスの Balb/c-

nu/nu（日本クレア）に 27ゲージ針で右背部に移植した．予備実験では 3週後

に腫瘍体積が 100mm3程度に成長することを確認できた．腫瘍の生着率は 100%

であった． 

・Orthotopic xenograft model の作成 

 Luciferase導入 PK-9(1.5×106個)を 50μlの Hanks Balanced Buffer 

Solution (HBBS, Life technologies)，と Matrigelに溶解した．6週令，メス

の Balb/c-nu/nu（日本クレア）を，十分な麻酔下におき，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腫瘍細胞を注入し

た．刺入部から腫瘍細胞の漏出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．腫瘍の生着は 1週後より IVIS 

imaging systemを用い確認した． 

・腹膜播種モデルの作成 

Luciferase導入 PK-9 (3×106個)を 300μlの Hanks Balanced Buffer 

Solution (HBBS, Life technologies)に溶解した．6週令，メスの Balb/c-

nu/nu（日本クレア）に 27ゲージ針で腹腔内に腫瘍細胞を注入した．腫瘍の生

着は 1週後より IVIS imaging system を用い確認した． 

なお，すべてのマウス実験は，北海道大学動物実験に関する規程に準じて施行

した（No：17-0011）． 

 

14）膵癌マウスモデル治療実験プロトコール 

・皮下腫瘍モデル 

 上記の通り作成した orthotopic xenograft modelマウス 15匹を作成し，5匹

ずつ，3郡に分けて実験を行った．それぞれのマウスに対し，腫瘍移植後 3週目

に腫瘍体積が 100mm3 になった時点で，PBS(50μl)，11R-7_14AAA, 11R-DB 
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(10mg/kg/50μl)を，5日/週で腫瘍内投与を 3週間施行した後，十分な麻酔下で

安楽死させた．腫瘍を摘出しホルマリン固定の後，免疫染色用プレパラートを作

成し腫瘍の組織学的特徴について検討を行った．また，それぞれの腫瘍の重量

(mg)，面積(mm2)を測定した．面積の算出方法は以下の通りである． 

体積(mm3)=腫瘍長径(mm)×腫瘍長径(mm)×腫瘍短径(mm)×0.52 

・Orthotopic xenograft model 

 orthotopic xenograft model マウスを各群 6匹ずつの 3群に分けて実験を行

った．それぞれのマウスに対し，腫瘍移植後 7/14/21/28/35 日に Luciferin

（Promega）を 腹腔内投与し，IVIS imaging system(Xenogen IVIS)を用いルシ

フェラーゼの発光を検出し Living Image software 3.2 (Xenogen, Alameda, 

California, USA)を用い腫瘍生育を定量した．治療は PBS(300μl)，11R-7_14AAA, 

11R-DB(10mg/kg/300μl)を，5 日/週で腹腔内投与を 4 週間施行した．その後，

十分な麻酔下で安楽死させ，腫瘍を摘出しホルマリン固定したのち免疫染色用

プレパラートを作成し，腫瘍の組織学的特徴について検討を行った． 

・腹膜播種モデルマウス  

 腹膜播種マウスを各群 5匹ずつの 3群に分けて腫瘍生着抑制実験を行った．

それぞれのマウスに対し，腫瘍移植後 3/7/14/21/28/35日に Luciferin

（Promega）を 腹腔内投与し，IVIS imaging system(Xenogen IVIS)を用いル

シフェラーゼの発光を検出し Living Image software 3.2 (Xenogen, Alameda, 

California, USA)を用い腫瘍生着を定量した．治療は PBS(300μl)，11R-

7_14AAA, 11R-DB (1mg/kg/300μl≒10µM)を，腫瘍移植当日から 5日間で腹腔

内投与した．この投与濃度は，WST assay や Matrigel invasion assay の結果

から，抗腫瘍効果はわずかではあるが浸潤能や遊走能が有意に抑制される濃度

であるという理由で設定した． 

 

15）統計学的解析 

 本実験の統計学的検討は JMP® version 10 (SAS Institute, Inc, Cary, NC)

を用いた．3回以上の独立した結果に対し，mean±SEM or SD で算出し，Mann-

Whitney U-testおよびに Student’s t-testを用いた．すべての検定において

p<0.05を有意差として設定した． 
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  実 験 結 果 

 

各膵癌細胞株の C16orf74 の発現 

 PK-1，PK-9，PANC-1，MIA PaCa-2を含む膵癌細胞株 24種，その他の癌腫，

非腫瘍性細胞株にて C16orf74の発現を qRT-PCRにて確認した．Western blot

で用いた C16orf74 抗体はシグマアルドリッチジャパンへの受託にて精製し

た．qRT-PCRでは 他の癌腫でも発現は認めるものの膵癌細胞株でより発現が高

い傾向が見られた(図 1A)． Western blot を qRT-PCRでの高発現細胞株である

PK-1，PK-9，KLM-1，PCI6，低発現細胞株である PANC-1，MIA PaCa-2，正常細

胞である NHDFの 7 種で行い，qRT-PCRと同様の結果が得られた．今回受託作成

した抗体の使用は妥当であると判断した．（図 1B） 

PK-9での蛍光細胞免疫染色では，過去の報告と同様に細胞膜近傍に局在する細

胞内タンパクであることが確認できた．（図 1C） 

Ａ 

 

Ｂ 
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Ｃ 

 

図 1 C16orf74 の発現 

 

A：qRT-PCRによる C16orf74の発現． 

膵癌，他の癌腫での発現を認めた．膵癌での発現がより強い傾向にあった． 

左図：膵癌細胞株（24種），右図：膵癌以外の細胞株（HuCCT-1～H1：胆道癌，

Lovo～Sw620：大腸癌，MKN45/MKN75：胃癌，A549：肺癌，Hela：子宮頸癌，

293T/NHDF：非腫瘍細胞） 

B：Western blotによる C16orf74の発現． 

qRT-PCRの結果と同様であった． 

C：蛍光細胞免染 PK-9  

過去の報告と同様に細胞膜近傍に局在した． 

 

1)C16orf74 の強制発現系での膵癌細胞株の機能解析 

 

a)C16orf74 Transient expression での増殖能の検討  

まず C16orf74の発現による細胞増殖能の検討を，HEK293Tへの C16orf74の

一過性発現系で検討した．Lipofectamine LTX を用い pCAGGS-C16orf74-3×

Flag vectorを Transfection し，24時間後に 6 well dishへ各 5×104個撒い

た．その後 24時間ごとに Cell Counting Kit-8による吸光度計測により，細

胞の増殖率を継時的に評価した．その結果 C16orf74の一過性発現によって細

胞の増殖能が上昇することが分かった．（図 2） 
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図 2  C16orf74 一過性発現系における細胞増殖能の評価 

C16orf74の一過性発現系では有意差を持って（p<0.05）細胞増殖能の上昇を認

めた 

 

b)C16orf74 Stable cell line の作成 

C16orf74の一過性発現系での細胞増殖能の検証の後，安定発現株を作成しさ

らなる機能の解析を行うべく C16orf74 stable cell line を作成した．

C16orf74低発現細胞株 PANC-1に，pCAGGS-C16orf74-3×Flag vector を

Lipofectamine LTX を用い Transfection することで Stable cell line を複数

個樹立した．Stable cell line は qRT-PCR に加え Flag tagに対する Western 

blot，蛍光細胞免染にて導入を確認した．（図 3A-C） 
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Ａ 

 

Ｂ 

 

Ｃ 

 

図 3 C16orf74 stable cell line  

Ａ：qRT-PCRにおける C16orf74の発現 

Ｂ：Western blot における C16orf74の発現 

Ｃ：蛍光細胞免染  End generous の結果と同様に細胞膜近傍に局在した． 
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c)蛍光細胞免疫染色～C16orf74 の強制発現系では浸潤能の上昇を示唆する形

態変化が見られる 

 C16orf74 stable と MOCK（空ベクター）の形態を観察するために，細胞接着

班である paxillin（緑：Alexa Fluor 488）と F-actin（赤：Alexa Fluor 

594）の染色を行った．C16orf74 stable（図 4A）では，Rho family の活性化

を示唆する膜の発達（葉状仮足，糸状突起）が強い細胞を多く認めた．細胞の

極性が強く進行方向が容易に観察可能であり，進行方向（葉状仮足側）の辺縁

に細胞接着班を認める所見や，F-actinの Stress fiberが多く観察された． 

対照的に MOCK（図 4B）では，細胞接着班を全周性に認める細胞や，細胞接

着班が小さく配列が不規則であったり，Actin fiberの発達が弱い細胞を多く

認めた． 

以上の結果より C16orf74 の発現により浸潤能や遊走能が高まっている可能性

が示唆された． 

 

図４ C16orf74 stable と MOCK の細胞形態 

Ａ 

ⅰ：細胞の進行方向（矢印）である葉状仮足側の細胞膜辺縁に一致して細胞接

着班が局在した．進行方向と対側には細胞接着班は認めなかった． 

ⅱ：細胞の進行方向に糸状突起の発達を認めた．Stress fiber を認めた． 

Ｂ 

ⅲ：細胞接着班の配列が不規則であり，Actin fiberの発達も弱い． 

ⅳ：細胞接着班が全周性に存在し極性を認めなかった． 

 

d)WST assay:C16orf74 の強制発現系では増殖能が上昇する． 

 C16orf74 stable (C16-A,B,C)と MOCK（MOCK-A,B,C）とそれぞれ 3種類の

Cell lineで，WST assayによる細胞増殖能の比較を行った．Day1 の値を基準
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として，24時間ごとに連日の測定を行った．結果は以下に示す通りである（図

5）C16orf74 stable 群 は MOCK群と比較し細胞増殖能の上昇を認めた． 

 

 

図 5 C16orf74 stable と MOCK の細胞増殖能の比較 

 

Matrigel invasion assay～C16orf74 の強制発現系では浸潤能が上昇する． 

C16orf74 stable (C16-A,B,C)と MOCK（MOCK-A,B,C）とそれぞれ３種類の Cell 

lineで，Matrigel invasion assay による細胞浸潤能の比較を行った．結果は

以下に示す通りである（図 6）．C16orf74 stable 群 は MOCK群と比較し浸潤

能の上昇を認めた（p<0.01） 
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Ａ 

 

Ｂ 

 

図 6 C16orf74 stable と MOCK の細胞浸潤能の比較 

Ａ：Matrigel invasion assay による C16orf74 stableと MOCK の浸潤能の比較 

Ｂ：C16orf74 stable と MOCKの代表的な顕微鏡写真（×40，×100）  

 

Wound healing assay：C16orf74 の強制発現系では遊走能が上昇する． 

C16orf74 stable (C16-B)と MOCK（MOCK-A）における Wound healing assay

による細胞遊走能の比較を行った．結果は以下に示す通りである（図 7）．

C16orf74 stable (C16-B)は MOCK（MOCK-A）と比較して遊走能の上昇を認めた

（p<0.01）． 
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図 7 C16orf74 stable と MOCK の細胞遊走能の比較 

Ａ：Wound healing assay による C16orf74 stable と MOCKの遊走能の比較

（0/3/6/9/12/15/18h），C16orf74 stable は有意差（p<0.01）をもって遊走能

が上昇している． 

Ｂ：C16orf74 stable と MOCKの任意の地点での代表的な顕微鏡写真

（0/9/18h） 

 

e)C16orf74 の浸潤能上昇に関わる因子の検索 

⑴MMP2 の活性化（Matrix metalloproteinase） 

C16orf74 stable cell line は先に示した通り，マトリゲルや血管内皮細胞

による障壁に対する浸潤能の上昇が顕著である．このことから，MMPの活性化

が浸潤能の上昇に寄与しているのではないかと考え，癌の転移浸潤に関わる分

子として MMP2と MMP9 に着目し，その活性についての検証を行った．C16orf74 

stable cell line と MOCKにおける MMP2 と MMP9との活性について Gelatin 

zymography による検証を行った．活性化型 MMP2（62kDa）と非活性化型 MMP2

である pro-MMP2(72kDa)を見ると，C16orf74 Stable cell line では MOCKと比

較して，活性化型 MMP2の量の増加と前駆体である非活性化型 MMP2 の割合の低

下を示していた．また，MMP9は（図 8A）MMP2よりは程度は低いものの活性の

上昇を認めた． 

⑵Rac1 の活性化についての検証 

図 4の蛍光細胞免疫染色の結果で示したように C16orf74の浸潤遊走能獲得

には Rho family の活性化が強く疑われた．この細胞形態像からは葉状仮足の

発達が最も顕著であることから，Rho family の中で葉状仮足の発達に関わる

Rac1の活性についての検証を行った．Rac1 は細胞外のシグナル分子とそれらの
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受容体により活性化された GDP/GTP交換因子（GEF）の作用により活性化され，そ

の後標的タンパク質（エフェクタータンパク質）に結合して作用を現すことが知

られている．この活性型である GTP型 Rac1 の特異的に結合する PAK-1 PBD  

agaroseを用い pull down assay を行い，GTP型 Rac1の発現量の検討を行った．

Controlは Lysate を各々GDPと GTPγSで処理をした Pull down assay に対するネ

ガティブコントロールとポジティブコントロールであり，Whole cell lysate は

C16orf74 stableと MOCK lysate内の活性化及び不活性化 Rac1のトータルの発現

があることを示している．C16orf74 stable cell line では GTP型 Rac1の発現上

昇を確認できた．（図 8B）このことより C16orf74 の強制発現により Rac1の活性化

を介して細胞の遊走能や浸潤能の上昇が引き起こされたと考えられた． 

Ａ 
 

 

 

 

 

 

Ｂ 
 

 

 

図 8 C16orf74 の浸潤能上昇に関わる因子の検索 

Ａ：Gelatin Zymography の結果 

左 ゲルの直接撮影像 右 バンドの定量グラフ（MOCKを 1とした C16orf74の

値） 

Ｂ：GTP 型 Rac1 に対する Pull down assay 

 C16orf74 stable cell line は MOCKと比較し GTP型 Rac1の発現が増加して

いることが分かる． 
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f)Hematogeic invasion assay～C16orf74 の強制発現系では血管内皮バリアを

超えた浸潤能が上昇する． 

前項で C16orf74 の発現上昇は活性型 MMP2 の上昇を来すことが分かった．

MMPは血管新生や癌細胞の血管浸潤に関与する分子であり，C16orf74 Stable

は血管への浸潤性も上昇している可能性が考えられた．これを，HUVEC cellを

用いた Hematogeic invasion assay にて検証した．結果，C16orf74 stable は

MOCKと比較して，HUVEC cellを超えてチャンバーの下層に浸潤した細胞が有

意差をもって増加するという結果を得た（図 9）．このことから，C16orf74は

MMP2を介して血管への浸潤や転移に関与する可能性が示唆された． 

 

 
 

図 9 Hematogeic invasion assay 

C16orf74 stable及びに MOCKには GFPを導入しているため，緑色に見えるのは

膵癌細胞であり，DAPIによる核染色のみなされている細胞は HUVEC になる．

C16orf74 stableは MOCKと比較し浸潤細胞数の有意な増加（p<0.05）を認め

た． 

 

2）C16orf74 タンパクの細胞内局在および二量体形成に関与するアミノ酸配列

の検証 

 

a)C16orf74 のホモダイマー形成の証明 

C16orf74 は図 10A に示すように，76 アミノ酸から構成され 7 と 14 番目のシ

ステインが S-S bounding site となっていることからこの部位を介してダイマー形

態を呈している可能性を推測した． 

これを証明するために，pCAGGS-C16orf74-3×Flag，pCAGGS-C16orf74-HA 各

ベクターを PANC-1 に Co-transfection し，各々の局在について蛍光細胞免染で検

討した（図 10B）．図に示した細胞では C16orf74-3×Flag，C16orf74-HA は共局在
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を示した． 

次に，Native PAGE による C16orf74 タンパクのダイマー化の有無の検証を行

った．図 10C の上段は Native PAGE による電気泳動を行った結果で下段は通常

の SDS-PAGE を行った結果である．上下の図の左側の 4 列は，Lysate を採取す

る際に SDS 抜きの RIPA buffer を用いた．また，Sample buffer に SDS と 2-

Mercaptoethanol を入れず，Boiling を行わずに泳動ゲルに Loading した．右 4

列は通常条件で Loading した．各列は左から，MOCK/FLAG，C16orf74 

stable/FLAG-A,B,C とした．結果であるが，まず下段の図では Lysate をとる条

件に関わらず，SDS-PAGE では同様のバンドを示した．一方 Native PAGE で

は通常条件で採取した Lysate はシングルバンドを呈したが，SDS と 2-

Mercaptoethanol を抜いた条件下で採取した Lysate は約 60kDa と，その倍の

約 120kDa の高さに 2 つのバンドを示した．通常，Native PAGE では SDS と

2-Mercaptoethanol を抜くことにより，タンパクの複合体のまま泳動を行うこと

になるため検出されるバンドの高さは通常条件下での高さ（C16orf74：12kDa）

とは異なり，60kDa 高さのバンドがモノマーC16orf74，120kDa がダイマー

C16orf74 であると考えられた． 

最後に pCAGGS-C16orf74-3×Flag，pCAGGS-C16orf74-HA，pCAGGS-MOCK-

3×Flag，pCAGGS-MOCK-HA の各プラスミドを図 10D に示した組み合わせで

HEK293T cell に Co-transfection を行い 24 時間後に lysate を回収し，Flag tag と

HA tag を付着させた Agarose ビーズでそれぞれ Pull down assay を行い C16orf74-

3×Flag と C16orf74-HA それぞれの結合について検討を行った．結果は以下に示

す通り，C16orf74-3×Flag と C16orf74-HA はそれぞれ直接の結合を示すことが示

された．  
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Ａ  
 

 

 

 

 

 

Ｂ 
 

 

 

Ｃ      Ｄ 

 

図 10 C16orf74 のホモダイマー形成の証明 

Ａ：C16orf74タンパクのアミノ酸配列と細胞内での局在のシェーマ  

Ｂ：蛍光細胞免疫染色による C16orf74/3×FLAGと C16orf74/HA の共局在 

Ｃ：Native PAGEによる C16orf74のホモダイマー形成の証明 

Ｄ：Pull down assayによる C16orf74のホモダイマー形成の証明 
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b)C16orf74 タンパクの細胞膜直下への局在を引き起こす機構の検証 

 C16orf74タンパクは図 10Ａにあるように二番目のグリシン（G2）が N-

myristoyration site となっており，この部位で細胞膜にリンカーされた構造

を呈していると推測された．この原因を突き止めるため，N-myristoyration 

inhibitorである 2-Hydroxymyristic Acid (Cayman CHEMIAL, Michigan, USA)

を C16orf74 stable cell lineに投与することで細胞内での局在が変化するか

の検証を行った．まず，図 11にあるように，溶媒である DMSO 0.125% の投与

のみの対照群では細胞膜近傍に局在を示しているが，2-Hydroxymyristic Acid

を 2µM 投与した細胞群は細胞膜から離れて細胞の内側に向かいびまん性に局在

することが分かった．以上より，C16orf74 は G2を介しミリストイル化によっ

て細胞膜直下に局在していると考えられた． 

 

 

 

図 11 左 Control（DMSO 0.125%） DMSO投与による細胞障害は認めず，

C16orf74は細胞膜近傍に局在した． 

   右 N-OH-myr 2µM 投与 C16orf74 は細胞膜近傍から離れて細胞質にびま

ん性に局在した． 

 

c)C16orf74 のダイマー形成及びに細胞膜直下への局在に寄与するアミノ酸構造

の検討 

前項でのミリストイル化阻害剤に関する検討の中で C16orf74 タンパクは G2

によりミリストイル化を介し細胞膜にリンカーされていることが推察された．

このことを検証するため，G2をアラニンへ変異させた pCAGGS-C16orf74-G2A-

3×Flag ベクター（G2A）を COS7に強制発現させた際の細胞内局在を蛍光細胞免

疫染色にて確認した．また，ダイマー形成に寄与すると考えられる C7と C14

をアラニンに置換した pCAGGS-C16orf74-C7A_C14A-3×Flag ベクター

（C7A_C14A），ダイマー形成に関与する考えられる全配列（G2-15V）を完全に

欠失させた pCAGGS-C16orf74-Δ2-15-3×Flag ベクター（Δ2-15）を作成し，
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蛍光細胞免疫染色によりそれぞれの細胞内局在を確認した． 

また，これらの Construct がダイマーを形成するかどうかを pCAGGS-C16orf74-

HAとの Pull down assay を行うことによって検証を行った． 

まず各 Construct における細胞内での局在であるが，FLAG tag に対する蛍光細

胞免疫染色（図 12A）では，WTと T44Aは細胞膜へ局在したが，G2A/C7A_C14A/

Δ2-15は細胞質へのびまん性な局在を示した．また，Δ2-15は核周囲への局

在を認めた． 

また，Pull down assay の結果（図 12B）からは，G2A/C7A_C14A/Δ2-15はダ

イマー形成をしないことが分かった,これより，①C16orf74タンパクは細胞膜

へミリストイル化によって結合していること②C16orf74のホモダイマー化には

C7/C14が関与していること③細胞膜に局在しているときはホモダイマー形態を

呈すること④C16orf74 のダイマー形成部位（前半 14アミノ酸）の欠損により

C16orf74モノマーは核周囲へ移行する可能性があることがわかった． 

④に関しては，C16orf74の Stable cell line の蛍光細胞免疫染色では微小管

構造に類似したフィラメント状の染色像（図 12C）を認める細胞を確認した．

また，この図にあるように核周囲に微小な凝集班を伴う像を認めた．これらの

ことから，C16orf74 タンパクは微小管と結合し細胞内を移動するようなタンパ

クである可能性が示唆された． 
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Ａ 
 

 

 
 

Ｂ 
 

 

Ｃ 
 

 

 

 

図 12 C16orf74 のダイマー形成及びに細胞膜直下への局在に寄与するアミノ

酸構造の検討 

Ａ:WTと T44Aは細胞膜に局在したが，G2A/C7A_C14A/Δ2-15は細胞質に Defuse

に局在し，Δ2-15 は核周囲に局在した 

Ｂ:C16orf74/WT-HA と C16orf74/FLAGの各コンストラクトとの Pull down 

assay．C16orf74/WT と C16orf74/T44Aはダイマーを形成した． 

Ｃ:C16orf74 stable cell の蛍光細胞免疫染色像 

ⅰアクチン走行とは異なるフィラメント状の染色像を認めた． 

ⅱ微小な凝集班を伴い核周囲に局在した 
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3)C16orf74 の二量体形成を阻害するドミナントネガティブペプチド（11R-DB）

の作成，と Vitro での膵癌細胞株に対する効果の検証 

 

a)C16orf74 のホモダイマーをブロックする Dominant negative peptide の作

成 

 C16orf74は図 10Aにある C7,C14の S-S bounding siteによってホモダイマ

ーを形成するとの仮説の元，C16orf74タンパクの前半 15アミノ酸配列と相同

（図 10A 青囲み）なペプチドに，細胞膜透過性ドメインである 11R

（RRRRRRRRRRR）と親水性スペーサー（-GGG-）付加した 11R-DB ペプチド（図

１３A）を作成した．この 11R-DBペプチドに対するネガティブコントロールペ

プチドとして，11R-DBペプチドの 7番目と 14番目のシステイン（C7,C14）を

アラニンに置換した 11R-C7A_C14Aペプチド（図 13A）を作成した．この 11R-

C7A_C14Aであるが，後に提示するが，実験の過程で 11R-DBペプチドと同様に

C16orf74のホモダイマーを阻害することが分かった．原因としては C7と C14

の周囲の高次構造も結合に関与していることが推察された．（図 13B）よっ

て，この問題を解決すべく，C7と C14の前後のアミノ酸もアラニンに置換した

11R-7₋14AAAペプチド（図 13A）を作成した． 
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Ａ 

 

Ｂ 

 

図 13 ペプチド配列とダイマー阻害のシェーマ 

Ａ：作成した細胞膜透過性ペプチドのアミノ酸配列 

Ｂ：作成した細胞膜透過性ペプチドの C16orf74 のホモダイマー阻害のシェー

マ 

 

b)11R-C16orf74-DB ペプチドは濃度依存性に C16orf74 ホモダイマーを阻害す

る 

 11R-DBペプチドが C16orf74のホモダイマー形成を阻害することを検証する

ために Pull down assay による検証を行った．HEK293Tに pCAGGS-C16orf74-3

×Flagベクター（WT/FLAG）と pCAGGS-C16orf74-HAベクター（WT/HA）を Co-

transfectionした後，12時間後からペプチドを終濃度 0/10/20/30μMで投与

し投与開始 12時間で細胞から Lysateを採取し，Flag tagと HA tag 双方での

免疫沈降（Imunoprecipitation：IP）を行った．IP産物を，Mini-PROTEAN 

TGXgel（BIO-RAD）を用い 80mV3.5時間 SDS-PAGEを行い，PVDF に 100mV 1時間

で転写を行った．その後，Flag tagと HA tag に対する 1次抗体反応は表 2に
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示す通り行い，2次抗体は gout anti-mouse (1:10,000 dilution , Jackson 

ImmunoResearch. Immunoreactivity)を使用した．一次抗体，二次抗体はそれ

ぞれ反応時間 60分，室温で行った．結果であるが，図 14にあるように，Flag 

tag，HA tagでの Pull downいずれでも，ペプチド投与量に依存してホモダイ

マー形成率が減少するとの結果となった． 

 

 

図 14 11R-DB ペプチドの濃度依存性のダイマー阻害 

Flag tag，HA tag による Pull down assay に結果のいずれからも，11R-DB投

与によって，ペプチド濃度依存性に C16orf74 のホモダイマー化の阻害が起こ

る． 

 

c)各ペプチドの C16orf74 のホモダイマー阻害作用に関する検討 

 11R-DB/11R-C7A₋C14A/11R-7_14AAAの各ペプチド間での C16orf74 のホモダイ

マー阻害作用につき，前項と同様に Pull down assay による検証を行った．

C16orf74-3×Flag ベクター（WT/FLAG）と pCAGGS-C16orf74-HA ベクター

（WT/HA）を Co-transfection した後，12 時間後から対照群と各ペプチドを終

濃度 30μMで投与した群の計 4群にわけ，ペプチド投与開始 12 時間で細胞か

ら Lysateを採取した．Flag tagと HA tag 双方での免疫沈降

（Imunoprecipitation：IP）を行ったのち，anti Flag/HA抗体で

Imunnoblottingを行いペプチドの作用について検証を行った（図 15）．結果，

対照群と比較し，11R-7_14AAAペプチド投与群はホモダイマーの阻害は起こら

ず，11R-7A₋C14Aペプチドは 11R-DBペプチドよりは弱いがホモダイマー阻害作

用を認めた．この結果は，図 13Bの仮説を裏付ける結果となった．また 11R-DB

ペプチドに対するネガティブコントロールペプチドとして 11R-7_14AAAの使用

が可能と考えられた． 
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図 15 作成した各ペプチドのダイマー阻害効果の比較 

11R-7_14AAAペプチドは対照群と同等の結果であり，C16orf74 のホモダイマ

ーの阻害は行わない．11R-C7A₋C14Aペプチドは 11R-DBよりは弱いがホモダイ

マーの阻害作用を認めた． 

 

11R-DB の抗腫瘍効果は C16orf74 発現量と投与時間に依存する 

 作成したペプチドの抗腫瘍効果を PK-1，PK-9，PANC-1，MIA PaCa-2，NHDF

の 5つの細胞株で WST-8 assayを用いて検討した．ペプチドは図 15にあるよ

うに，C16orf74のホモダイマーをブロックする 11R-DB，11R-DB よりは弱いが

ダイマー阻害効果のある 11R-C7A₋C14A，ネガティブコントロールペプチドとし

て 11R-7_14AAAを使用した．また，ペプチド投与 24時間と 48時間時点での検

証を行った．ペプチド非投与を controlとしてそれに対する割合を表にしてい

る．結果は以下に示すとおりである（図 16）．ペプチドの抗腫瘍効果は，図１

Bの Western blot の結果にあるように，C16orf74高発現細胞株である PK-1と

PK-9で強く，低発現細胞株である PANC-1 と MIA PaCa-2で弱く（30µM～ 

p<0.05），さらに発現の低い正常繊維芽細胞株である NHDFでは弱いという結

果であった．また，各ペプチド投与間での比較では図 15にある，C16orf74の

ホモダイマーブロックの強度に比例し抗腫瘍効果を認めることが分かる．ま

た，24時間と 48時間との比較では 48時間投与群でより強い抗腫瘍効果を認め

た（図 16B）．以上より①C16orf74のホモダイマー化の阻害の強度に比例し抗

腫瘍効果を認めた，②11R-DBの治療効果は C16orf74の発現量に依存した，③

11R-DBは時間依存性に治療効果を認めた，との結果を得た．また，11R-

7_14AAAはネガティブコントロールペプチドとして，Vivoでの治療実験を行う

ことは妥当であると判断した． 

また，胆道癌細胞株 3種類（TFK-1/G415：C16orf74 high，YSCCC：C16orf74 

low；図 1A）でも 24時間の 11R-DB投与で同様の検証を行った．（図 16C）膵癌

以外の癌腫でも C16orf74 発現量に依存して抗腫瘍効果を認める結果となり，

C16orf74に対する治療は他の癌腫でも有用である可能性が示唆された． 
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図 16 WST assay によるペプチドの抗腫瘍効果に関する検討 

Ａ：各ペプチドの抗腫瘍効果（投与 24時間） 

 各ペプチドの抗腫瘍効果は C16orf74 のホモダイマー阻害効果に比例した．11R-DB

の抗腫瘍効果は C16orf74 の発現量に相関した． 

Ｂ：11RDB投与 48時間での抗腫瘍効果 

 11R-DBの抗腫瘍効果を 24時間時点と比較すると，投与時間に依存し抗腫瘍効果が

増加した． 

Ｃ：胆道癌細胞株に対する，11R-DBペプチドの抗腫瘍効果も膵癌細胞株と同様に

C16orf74の発現量に依存した． 
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d)11R-DB 投与による細胞の形態変化と C16orf74 の局在の変化 

 細胞の形態変化：前項での C16orf74の強制発現系の検討により，C16orf74 

Rho family の活性化や MMPsの活性により浸潤遊走能の上昇が示唆された．次

に，11R-DBの投与による形態変化についての検証を C16orf74 stable cell 

lineに対する蛍光免疫染色によって行った．細胞接着班である paxillin

（緑：Alexa Fluor 488）と F-actin（赤：Alexa Fluor 594）の染色の結果を

以下に示す（図 17A）．ペプチド投与により，細胞接着班の局在がランダムな

細胞や，全周性になり極性が失われた細胞が増加した．また，アクチンの走行

がランダムに変化した．同様に C16orf74 発現により活性化した Rac1により発

達したと考えられる葉状仮足の発達が減弱した．以上より 11R-DBにより浸潤

能や遊走能が低下する可能性が示唆された． 

また，11R-DB投与による C16orf74の局在の変化を，C16orf74（緑：Alexa 

Fluor 488）と F-actin（赤：Alexa Fluor 594）の免疫染色によって検証した

（図 17B）．図 17B-aはペプチド非投与の Controlである．ペプチド非投与下

では C16orf74は細胞膜直下に局在しており，細胞間でより強く発現し細胞間

接着への関与を示唆するような所見を呈している．一方，ペプチド投与下で

は，細胞膜から細胞質の内部にびまん性に局在が変化し（図 17B-a,b），黄色

で囲った細胞間での発現も減弱している．また，図 17B-cのような，アクチン

線維がこま切れに見える所見を認めた．これは Rho Inhibitor使用時に見られ

る画像所見に類似している． 
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図 17 C16orf74 stable cell line への 11R-DB投与による変化 

A：11R-DB 投与による C16orf74 Stable cell line の形態変化 

アクチンファイバーや葉状仮足の発達の減弱化を認めた．また，細胞の極性

が失われ細胞の浸潤能や遊走能の低下が示唆された． 

ⅰ：細胞接着班の局在が一定ではなく，それに伴いアクチンの走行もランダム

になり極性が失われた． ⅱ：細胞接着班が全周性に局在し極性が失われた． 

B：11R-DB 投与による C16orf74 の局在の変化 

a: 11R-DB非投与下では C16orf74は細胞膜直下に局在し，細胞間で強く発現し

ている b: 11R-DB 投与により細胞膜直下での局在が弱くなりびまん性に細胞

質内に移動した．Control群で強く見られた細胞間での発現は軽度残存した． 

c: 11R-DB投与によりアクチン線維がこま切れになる所見を認めた． 
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11R-DB 投与による浸潤能の検証 

 前項の C16orf74 stable cell line への 11R-DB投与による細胞蛍光免疫染

色像の検討により浸潤能の低下が示唆された．この形態変化が実際に浸潤能に

影響しているかを検証するために，ペプチド投与の有無で浸潤能が変化するか

を Matrigel invasion assay により評価した．結果を以下に示すが，C16orf74 

stable cell line 3種類で同様の検討を行ったところ，すべてにおいて浸潤細

胞数の低下を示すという結果となり，11R-DBは C16orf74 stable cell line の

浸潤能の抑制を引き起こすことが分かった． 

 

 
 

図 18 Matrigel invasion assay による 11R-DB の有無での C16orf74 stable 

cell lineの浸潤能の変化に関する検証 

11R-DB投与によって 3種類の C16orf74 stable cell line いずれにおいても

浸潤細胞数の低下を示した． 

 

膵癌細胞株対する 11R-DB 投与による浸潤能の検証 

 11R-DBの C16orf74 強制発現系に対する浸潤能の抑制効果を確認したため，

次に通常の膵癌細胞株に対する浸潤能抑制効果を再度 Matrigel invasion 

assayによって検証した．使用した細胞株は PK-1，PK-9，PANC-1，MIA PaCa-2

とし，11R-DB投与濃度は 0/10/20µM とした．結果を以下に示すが（図 19），

C16orf74高発現細胞株（PK-1,PK-9）では C16orf74低発現株（PANC-1，MIA 

PaCa-2）より有意差（p<0.01）を持って浸潤抑制効果が強いという結果となっ
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た．以上より 11R-DB浸潤能抑制効果も抗腫瘍効果と同様に C16orf74 の発現量

に依存するという結果となった． 

 

 

図 19：膵癌細胞株に対する 11R-DBの浸潤能抑制効果 

Ａ:代表的な浸潤細胞の顕微鏡写真（×100） 

Ｂ:ペプチド非投与群を基準とした各濃度に対する浸潤細胞数の比率． 

 

e)膵癌細胞株対する 11R-DB投与による遊走能の検証 

 次に 11R-DBの膵癌細胞株に対する遊走能抑制効果を Wound healing assay

によって検証した．使用した細胞株は PK-1，PK-9，PANC-1，MIA PaCa-2と

し，11R-DB投与濃度は 0/10µM とした．結果を以下に示すが（図 20），

C16orf74高発現細胞株（PK-1,PK-9）では 11R-DB投与群は非投与群と比較して

有意差を持って（PK-1:p<0.05，PK-9:p<0.01）遊走能抑制効果を認めたが，

C16orf74低発現株（PANC-1，MIA PaCa-2）では各群の遊走能抑制効果には有意

差を認めなかった．以上より 11R-DBの細胞遊走能抑制効果もまた，C16orf74

の発現量に依存するという結果となった． 
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図 20 膵癌細胞株に対する 11R-DBの遊走の抑制効果 

上段は代表的な顕微鏡写真（左から，0ｈ 9ｈ 18ｈ）下段は 3時間毎の閉鎖

率を示す．11R-DB 投与により，C16orf74 高発現細胞株は低発現株と比較し細

胞遊走能が抑制されていることが分かる． 

 

4)C16orf74 のシグナリングの検証と C16orf74 と相互作用のあるタンパクの同

定 

 

a)11R-DB 投与による膵癌細胞株で PI3K/Akt/mTOR カスケードと MAPK 経路への

影響 

 11R-DB 膵癌細胞株に対し抗腫瘍効果や浸潤・遊走抑制効果を認めるかとがわ

かったため，次にこのペプチドがどのシグナルをブロックしているかの検証を

行った．そこで PK-1，PK-9，PANC-1，MIA PaCa-2に PBS(control)，11R-DB，11R-

C7A₋C14A，11R-7₋14AAAをそれぞれ 30μM ずつ投与し，6時間後にタンパクを回

収した．Western blot で Akt，p-Akt，mTOR，p-mTOR，p42/44MAPK（ERK），p-

p42/44MAPK（p-ERK），MMP2，MMP9の発現について検討を行った（図 21）．結果，

C16orf74高発現細胞株 PK-1，PK-9において，11R-DBは AKT,mTOR のリン酸化を

低下させるが，p42/44MAPK のリン酸化には影響を与えないことが分かった．ま

た，C16orf74低発現細胞株 PANC-1，MIA PaCa-2のシグナリングには影響を与え

ないことが分かった．以上より，11R-DB は C16orf74 のダイマー形成を阻害し

PI3K/AKT/mTORカスケードには関与するが，p42/44MAPKを含む MAPK経路には影

響を与えない可能性が示唆された．加えて，MMP2 の発現にも影響を与える可能

性が考えられた． 
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図 21 PK-1,PK-9 における各ペプチド治療後のタンパク発現の検討 

PK-1 と PK-9 において p-Akt，p-mTOR は，11R-DB 投与により発現抑制を認める

が，p-p42/44MAPK（p-ERK）の発現は抑制されなかった． 

PK-9においては MMP2 の発現も抑制された． 

 

b)11R-DB は MMP2 の mRNA の転写を抑制する．また，活性化型 MMP2 を低下させ

ることにより浸潤能を抑制する 

前項の各ペプチド投与によるタンパクの発現に関する検証で 11R-DB投与によ

り MMP2に影響が及ぶ可能性が示唆された．このことの検証のために，11R-DB投

与が，MMP2 の転写に関与するかを qRT-PCR で検証するとともに，Gelatin 

Zymographyにより MMP2及び MMP9の活性の変化を検証した． 

図 22Aでは 11R-DB投与による MMPの mRNA の転写についての検討であるが，MMP2

の転写が抑制されていることが分かった． 

図 22Bは，MMP2と MMP9の活性を Gelatin Zymography によって検討した結果で

ある．上段は Gelatin Zymography の撮影像であり，下段は各細胞株における活

性化型 MMP2 と MMP9 を相対定量した図であり，ペプチド非投与を基準とした．

結果，MMP2の活性化は濃度依存性に低下することが分かった． 
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図 22 11R-DB 投与による MMP に関する検討 

Ａ：11R-DB投与によって MMP2の転写が抑制された． 

Ｂ：Gelatin Zymography による 11R-DB 投与による MMP2 と MMP9 活性の変化． 

MMP2の活性は 11R-DBの投与濃度に依存して低下することが分かった． 
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c)C16orf74 は細胞膜貫通型タンパクであるインテグリンと結合する 

 これまでの研究で，C16orf74タンパクはダイマー状態で細胞膜直下に局在し，

ダイマー形態をブロックすることで細胞増殖能や浸潤や遊走能低下を来たすこ

とや，C16orf74 の強制発現により細胞膜の発達から浸潤性が強まることが分か

った．このことから癌の浸潤や細胞骨格系に関与する分子としてインテグリン

に着目した．まず，インテグリンβ1-4（pCAGGS-ITG B1-4/HA）と pCAGGS-

C16orf74-WT/3×Flag との pull down assay により結合について検証した．ま

た，同時に Integrin linked kinase（ILK），PPP3CA（Calcineurin），PDK1，Paxillin 

(PXN),についても同様の検討を行った．この結果（図 23），Integrinβ3 が

C16orf74 と最も関与していることが分かった．また，過去の報告でも結合が示

されている PPP3CA に加えて ILKも直接結合していることが分かった． 

また，C16orf74/FLAG と Integrinβ3/HA の局在についてそれぞれを COS7 に

Transfectionし蛍光細胞免疫染色にて検証した．結果，C16orf74 は Integrinβ

3との共局在を示した．また，共局在部位では細胞膜の発達が確認できた． 
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図 23 C16orf74 とインテグリンの結合 

Ａ：C16orf74は Integrinβ3/HAと強い結合を示すことが分かった． 

また，C16orf74は ILKとも結合を示す． 

Ｂ：C16orf74/FLAG と ITG B3/HAは共局在を示す（矢印）．また，共局在部位で

細胞膜の発達（葉状仮足）を認めた． 

 

d)インテグリンβ3のαサブユニットの検索 

これまででインテグリンβ3との結合が示されたが，インテグリンはαとβの

ヘテロダイマーで存在するためαサブユニットの検索を行った．インテグリン

αとβの組み合わせは決まっており，β3 と結合するαサブユニットはαⅡbと

αVである．よって，C16orf74 stable において Pull down assay で C16orf74と

IntegrinαV とαⅡb の結合に関する検証を行った．使用細胞株は MOCK と

C16orf74 stable3 種類で行った．結果，細胞株ごとに結合の程度は異なるが，

C16orf74と IntegrinαVは結合するという結果であった（図 24）． 
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図 24 C16orf74 と結合するインテグリンβ3 のαサブユニットの検索 

C16orf74 stable において，C16of74にインテグリンβ3とインテグリンαVは

結合を示すが，αⅡbは結合しないことが分かった．C16orf74とインテグリンα

Vβ3の結合が示された． 

 

e)11R-DB 投与による C16orf74 と Integrinβ3 との結合の変化 

次に，11R-DB 投与による C16orf74-WT/FLAG と Integrinβ3/HA の結合について

の検証を行った．11R-DB 投与濃度は 0-30µM とした．結果，11R-DB 投与によっ

て，C16orf74と Integrinβ3 の結合は阻害されることが分かった（図 25）． 

Ａ 

 

 

B 
 

 

 

 

 

 

 

 

図 25 11R-DB 投与により C16orf74 とインテグリンβ3 の結合の検証 

A：11R-DB投与により C16orf74/FLAGと ITG B3/HA の結合は阻害された． 

B：11R-DB投与によるインテグリンとの結合阻害の模式図 
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5)in vivo での抗腫瘍効果についての検討 

 

a)11R-DB の膵癌皮下腫瘍モデルに対する抗腫瘍効果の検討 

In vivo での抗腫瘍効果を確認するために，PK-9 皮下腫瘍マウスを作成し，

前述のプロトコールの如く 11R-DB投与の治療ペプチド群， 11R-7₋14AAA投与の

ネガティブコントロールペプチド群，PBS 投与の非治療群の 3群に分け抗腫瘍効

果についての検討を行った．11R-DB 投与群では有意差を持って腫瘍の増殖は抑

制されることが分かった．（11R-DB vs 11R-7₋14AAA/PBS :p<0.05，11R-7₋14AAA 

vs PBS：n.s.）また摘出後の腫瘍重量も，有意差を持って 11R-DB投与群で低い

という結果であった（図 26A）．加えて各群のマウスの体重の推移を見ると 11R-

DB投与群で明らかな体重減少は認めず，主要臓器の HE染色でも明らかな異常所

見は認めなかったことから，11R-DB は主だった副作用は認めないと考えられた

（図 26B）．  
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図 26 PK-9 皮下腫瘍モデルマウスに対する治療実験 

A：11R-DBは腫瘍体積と重量において有意な増殖抑制効果を示した． 

B：11R-DB投与による明らかな体重減少や，臓器の異常所見などの副作用は認め

なかった． 

     

  

b)11R-DB の Orthotopic xenograft model mice に対する抗腫瘍効果の検討 

Orthotopic xenograft model マウスに対し，材料と方法に示したプロトコー

ルの如く 11R-DB による治療実験を施行した．図 27A に治療プロトコールを簡

潔に示す．腫瘍移植後一週間後の in vivo imagingの値を基準とした３群（PBS群，

11R-7_14AAA 群，11R-DB 群）の腫瘍成長グラフ（図 27B）と，各群の摘出標本

の重量（図 27C）から，11R-DB 投与群は有意差（p<0.05）を持って，PBS 群と

11R-7_14AAA 群と比較して抗腫瘍効果を示した．一方，陰性対照ペプチド投与

群である 11R-7_14AAA 群と非治療群である PBS 群との間には有意差を認めな

かった．加えて各群のマウスの体重の推移を見ると 11R-DB 投与群で明らかな体
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重減少は認めず，主要臓器の HE 染色でも明らかな異常所見は認めなかったこと

から，全身投与である腹腔内投与による治療においても 11R-DB は主だった副作

用は認めないと考えられた（図 27E）．また，摘出標本の免疫組織化学染色を Ki-

67，AKT，p-AKT，mTOR，p-mTOR で行った．結果，11R-DB 投与により図 21

で示した In vitro の結果と同様に摘出標本でも AKT と mTOR のリン酸化が抑制

され（図 27F），Ki-67 Index は有意差を持って低下した（図 27G）．  
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図 27 PK-9 Orthotopic xenograft model mice に対する治療実験 

A：Orthotopic xenograft model mice 治療スケジュールのシェーマ．B：IVIS in vivo 

imagingによる腫瘍成長曲線 11R-DB投与群は有意差(p<0.05)を持って腫瘍の成

長が抑制された．C：各群の摘出標本の腫瘍重量 11R-DB 投与群は有意差

(p<0.05)を持って腫瘍重量が小さい．D：各群の代表的な In Vivo Imaging 写真 

E：11R-DB投与による明らかな体重減少や，臓器の異常所見などの副作用は認め

なかった．F：11R-DB 投与により，AKT と mTOR のリン酸化が抑制された．Ki-

67 陽性細胞数の低下を認めた．G：Ki-67 Index は 11R-DB 投与群で有意に低下し

た． 

 

c)11R-DB の腹膜播種モデルマウスにおける腫瘍生着抑制効果に関する検討 

作成した腹膜播種モデルマウスに対し，材料と方法に示したプロトコールの
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如く 11R-DBによる治療実験を施行した．図 28Aに治療プロトコールを簡潔に示

す．各ペプチド投与量は 1 ㎎/kg とし，投与濃度が約 10μM となる濃度に調整

し，膵癌細胞株移植後 5日目まで腹腔内投与を行った．膵癌細胞株移植後 3・7・

14・21・28・35日目に in vivo imagingを行い，3群（PBS群，11R-7_14AAA群，

11R-DB群）の腫瘍の生着を評価した（図 28B,C）．その結果，11R-DBは腫瘍生着

を抑制することが分かった．また，治療終了後に播種結節数をカウントし各群間

で比較を行った（図 27C）．結果，in vivo imagingの結果と同様に，11R-DB群

では播種結節の形成が無いことを確認できた（図 27D）． 
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図 28 PK-9 腹膜播種モデルマウスに対する治療実験 

A：Orthotopic xenograft model mice 治療スケジュールのシェーマ．B：In vivo 

imaging による各群（n=5）の腫瘍生着の評価 11R-DB 投与群は腫瘍の生着を抑

制した．C：各群の腹膜播種モデルマウスの代表的な In Vivo Imaging 写真．D：

各群の播種結節数の比較．11R-DB 投与群では有意に腹膜播種形成を抑制した．

E：35 日目の腹膜播種モデルマウスの代表的な In Vivo Imaging 写真（開腹後） 
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考 察 

 

この研究では，Homo sapiens chromosome 16 open reading frame 74

（C16orf74：NM_206967.2）の，強制発現系での機能解析，ダイマー形態を含

めた細胞内での構造解析，そしてダイマー化の阻害による膵癌機能の抑制効果

に焦点を置いている．C16orf74は炎症関連遺伝子プロファイル(Liu et al., 

2008) および，いくつかの癌予後関連遺伝子プロファイル(Winter et al., 

2007; Kim et al.,2010a; Kim et al.,2010b; Ha et al.,2012; Zhou et 

al.,2006) のような遺伝子発現プロファイルの一部として報告されている．ま

た，膀胱がんでの mRNA発現と予後との相関や舌癌のリンパ節転移との関連に

ついての報告がある(Kim et al.,2010a; Zhou et al.,2006)．しかし，

C16orf74タンパクの機能に関しては詳細な研究は我々の過去の報告のみである

(Nakamura et al.,2016: Sato et al.,2017)． 

本研究ではまず，C16orf74低発現細胞株である PANC-1にリポフェクション

法により C16orf74 を導入して作成した Stable cell line（C16orf74 stable）

使用し機能解析を行った．これにより，C16orf74 の発現により細胞増殖能，浸

潤能，遊走能が有意に上昇することが分かった．また，C16orf74 stable の形

態観察からは，葉状仮足や Stress fiber などの Rho family の活性化を強く疑

う所見を認めた(Aron et al.,2005)．GTP 型 Rac1に特異的に結合する Pak-1 

PBD アガロースビーズを用いた pull down assay の結果，C16orf74 Stable は

活性型 Rac1の増加が起こっていることが分かった．Rac1の活性が C16of74 

stableの浸潤性や細胞形態変化に寄与していると考えられた(Aron et 

al.,2005; Etienne-Manneville et al.,2002; Raftopoulou et al.,2004) ．

また，活性型 MMP2/9 の増加も浸潤能増加に寄与していることが考えられた

(Farrow et al.,2003; Hashimoto et al.,2002; Evans et al.,;1997; 

Matsuyama et al.,2002;Durlik et al.,2012)． 

また，C16orf74 の構造と細胞内局在に関する検討から，N-末端から２番目の

グリシン（G2）が N-myristoyration site であり細胞膜への結合に関与するこ

とと，7番目と 14 番目のシステイン（C7/C14）がジスルフィド結合部位であり

この部位でホモダイマーを形成していることを証明した．また，ダイマー形態

を呈するときのみ細胞膜に局在することができることが明らかになった．この

ダイマー形態を，Dominant negative peptide（11R-DB）によってブロックす

ることで，C16orf74 発現量に相関し膵癌細胞株の浸潤と増殖と遊走能が低下し

た．また，C16orf74 は IntegrinαVβ3との直接の結合示すが，11R-DB投与に
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よって細胞膜直下に存在できなくなると同時にこの結合は阻害された．そし

て，11R-DB投与により，AKTと mTORのリン酸化の低下，活性型 MMP2の低下が

引き起こされた．これは，インテグリンシグナルをブロックすることで

ILK/PI3K/AKTパスウェイを阻害し(Carlton et al.,2002; Paul et al.,2008; 

McDonald et al.,2008; Oloumi et al.,2010; Lin et al.,2014)，その下流の

mTORのリン酸化の阻害を引き起こしたと考えられた．

(Engelman,2009 ;Vivanco et al.,2002; Barder et al.,2005; Wendel et 

al.,2004)．また，IntegrinαVβ3は MMP2 の活性に影響を与えるので(Ramsay 

et al.,2007; Hosotani et al.,2002; Abdullah et al.,2004)，この経路の阻

害が引き起こされた可能性が示唆された．11R-DBは Integrinから下流へのシ

グナル（PI3K/AKT/mTOR）をブロックすることで，細胞増殖抑制効果を示すと

同時にインテグリンαVβ3の機能を阻害することで，インテグリンや関与する

細胞間接着や細胞形態変化，MMP2の阻害により浸潤能の低下を引き起こしたと

考えられた．ただし，本研究では C16orf74 と Integrin以外の細胞膜貫通タン

パクと相互作用に関する検討はなされていない．また，Integrin の下流の他の

signal pathwayの検証は十分とは言えない．よって，今後他の signalとの関

与についての検証を進め C16orf74の機能と効果的な阻害方法に関しては検討

の余地がある． 

VIVOの検証では，11R-DBは膵癌モデルマウスに対しても抗腫瘍効果を認

め，腹膜播種モデルマウスの検討では有意に腫瘍細胞の生着を抑制した．主要

臓器の HE染色，ex vivo の副作用の検討でも明らかな問題は認めなかった．

C16orf74は膵癌の臨床検体と膵癌細胞株の約半数での発現を認めることを踏ま

えると，11R-DBは今後改良を加えることで膵癌の分子標的治療薬として応用可

能であると考えられた．しかし，11R-DB のポリアルギニン構造（11R-）は細胞

非選択的に導入する構造である(Nakase et al.,2004)ため，C16orf74 のみを標

的とするペプチドではあるも，実臨床での使用に関しては副作用の問題が生じ

る可能性が考えられる．特定の細胞株に特異的にペプチドを導入できる細胞膜

透過性ペプチドの報告があるが(Kondo et al.,2012)，集合体としての膵癌で

考えた場合，膵癌全体に効率的にペプチドを導入できるかは疑問が残る．前述

のとおり，C16orf74 はダイマー形態で細胞膜に局在し，その際 IntegrinαVβ

3と直接結合している．IntegrinαVβ3は主として癌に局在する(Hosotani et 

al.,2002; Sheldrake et al.,2009; Takayama et al.,2005; Furger et 

al.,2003; Vellon et al.,2007)．現在，IntegrinαVβ3が癌に高発現するこ

とを利用し腫瘍細胞のイメージングや癌選択的なドラッグデリバリーシステム

が開発されている．つまり，IntegrinαVβ3が RDGドメインを有することはよ
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く知られているが，(Danhier et al.,2012)，この RGDドメインに結合する RGD

ペプチドと標的物質を結合させ癌細胞内に目的物を導入する技術が開発されて

いる(Dabhier et al.,2012; Murphy et al.,2008; Cornis et al.,2004; Cao 

et al.,2008; Xu et al.,2008; Dickerson et al.,2004; Sugahara et 

al.,2009; Sugahara et al.,2010)．これを使用し，癌部に多く発現する

IntegrinαVβ3を標的とすることで，より癌特異的にダイマーブロック配列を

細胞内に導入することで副作用の軽減が得られる可能性がある．加えて，

C16orf74は IntegrinαVβ3直下に存在するのでさらに効率的に C16orf74をブ

ロックできる可能性がある． 

結論として，C16orf74 はダイマーで細胞膜に存在し癌細胞の浸潤増殖に関与

する．そして，このダイマー形態を阻害することは In vitro, In vivo双方で

膵癌に抑制的に働くことが明らかになった．C16orf74は膵癌患者の多くに発現

しており，今後膵癌の分子標的治療の有用なターゲットになりうると考えられ

る 
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総括および結論 

 

膵癌に対する強力な多剤併用化学療法により，治療成績は向上してきてはい

るものの，同時に副作用の出現率も増加している．よって，治療効果もさるこ

とながらより副作用が少ない治療法の開発が急務である． 

 我々は過去の報告で，C16orf74が膵癌患者の臨床検体や膵癌細胞株の約半数

に認め，細胞の増殖や浸潤に関与する分子であることを示した． 

本研究では，①C16orf74 の強制発現系での膵癌細胞株の機能解析．②C16orf74

タンパクの細胞内局在や二量体形成に関与するアミノ酸配列の検証．③

C16orf74の二量体形成を阻害するドミナントネガティブペプチド（11R-DB）の

作成，と Vitroでの膵癌細胞株に対する効果の検証．④C16orf74 のシグナリン

グの検証と C16orf74 と相互作用のあるタンパクの同定．⑤Vivo での抗腫瘍効

果についての検討を行った． 

 

その結果得られた知見を下記に述べる． 

① C16orf74の強制発現により，膵癌細胞株の増殖・浸潤・遊走能が上昇す

る．これには，MMP2やRac1の活性化が関与する． 

② C16orf74はホモダイマー形態で細胞膜直下に局在する． 

③ C16orf74のホモダイマーを阻害することで，C16orf74発現量に相関し膵

癌細胞株の増殖・浸潤・遊走能を阻害する． 

④ C16orf74は IntegrinαVβ3と直接結合し，ILK/PI3K/AKT/mTORカスケー

ドを介し機能発現に関与する 

⑤ PK-9皮下腫瘍モデルマウス，PK-9 orthotopic xenograft model マウスに

対し，11R-DBは抗腫瘍効果を認める．また，腹膜播種モデルの検討では 11R-

DBは腫瘍細胞の生着を抑制する． 

これらの結果と，前述の C16orf74が膵癌患者の約半数で発現することを踏

まえると，C16orf74 は膵癌の分子標的治療のターゲットとなりうると考えられ

た．また，C16orf74 のホモダイマー阻害ペプチド(11R-DB)は分子標的治療薬と

して応用可能であると考えられた．ただし，ペプチドの生体内での安定性の問

題やポリアルギニン構造（11R-）が細胞非選択性の細胞膜透過性シグナルであ

ることを考えると，今後改良を加えヒトでの応用が可能となると考えられる． 
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