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要旨 

【背景と目的】 

 膵臓癌は，5 年相対生存率 7.7%と報告されており，きわめて予後不良な疾患

である．膵臓癌が予後不良であることの要因の一つに，desmoplasia と呼ばれる

線維化が著明であることが挙げられる．線維化は，抗腫瘍免疫や治療の効果を弱

めていると考えられており，そのメカニズムを明らかにすることは，膵臓癌の新

たな治療戦略を見出すために重要な課題である．近年，非受容体型タンパク質チ

ロシンキナーゼである focal adhesion kinase（FAK）の高発現が膵臓癌の線維

化に寄与し，膵臓癌の悪性度と関連しているとの報告があるが，FAK 阻害剤単

独の臨床試験での有効性は認められず，臨床応用には至っていない．我々は，

様々な癌腫において低分子量 G蛋白質である ARF6と，その下流シグナル因子

AMAP1を軸とする経路が癌の浸潤転移・治療抵抗性に関わることを報告してき

た．近年，膵臓癌において代表的な遺伝子変異である KRASと TP53が ARF6-

AMAP1経路を高発現させ活性化することを報告した．AMAP1 は，細胞‐基質

間接着分子 integrin の細胞裏打ち蛋白質 paxillin に結合する分子として我々が

同定し，アクチンリモデリングに関与する cortactinとも相互作用することによ

り，癌の浸潤・転移形質獲得に関与し，また，integrinそのもののリサイクリン

グに関与することを明らかにしてきた．一方，FAK は細胞接着斑形成に伴って

チロシンリン酸化され活性化される，integrin 裏打ち蛋白質として同定され，

AMAP1/ASAP1と結合することが細胞接着斑形成の制御に必須であることが報

告されていた．これらの知見から，膵臓癌における免疫制御的な環境形成のプロ

セスで FAK 活性化を介した間質反応の亢進，即ち，線維化の活性化に ARF6-

AMAP1経路が関与するのではないかという作業仮説の設定に至った．本研究で

は，ARF6-AMAP1 経路と膵臓癌の線維化の関連，当該経路阻害と免疫チェック

ポイント阻害剤を用いた治療実験，さらに当該経路を介した免疫回避に関わる

腫瘍微小環境との関連を明らかにし，新たな治療戦略を見出すことを目的とし

た． 

 

【材料と方法】 

 膵癌モデルマウス（Pdx1-cre; LSL-KrasG12D; LSL-Trp53R172H）由来細

胞株 KPCを使用し，shRNAを用いて FAK，AMAP1それぞれの遺伝子発現

抑制細胞株を樹立した．Western blotting において FAK，AMAP1それぞれの

発現抑制効率を解析した後に，以下の検討を行った．1）2×105個の KPC細胞

（コントロールおよび FAK，AMAP1発現抑制細胞）を 6週齢の雌 C57BL/6

マウスと BALB/cAjl-nu/nuマウスの背部皮下に注入して皮下腫瘍モデルマウ
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スを作製し、腫瘍の体積を経時的に比較検討した。2) MTTアッセイを行い，

コントロールおよび FAK，AMAP1発現抑制細胞の細胞増殖能を比較検討し

た．3）細胞注入から 14日目に皮下腫瘍モデルマウスから腫瘍を摘出し，PD-

L1抗体を用いて免疫染色を行い，線維化については Sirius Red染色を行って

染色強度を比較検討した．4）生後 6週齢の雌 C57BL/6マウスと BALB/cAjl-

nu/nuマウスの背部皮下に 2×106 個の KPC細胞（コントロールおよび

AMAP1発現抑制細胞）を注入し，コントロール群にはマウス IgG，治療群に

は抗マウス PD-1抗体を定期的に腹腔内投与し，腫瘍体積を比較検討した． 

 ヒト膵臓癌手術検体 164 症例を用いて AMAP1，PD-L1 の免疫組織化学染色

を行い、染色強度と生命予後との関連を評価した．また線維化についても Sirius 

Red染色を行い，染色強度と生命予後との関連を評価した． 

 

【結果】 

 KPC細胞を用いたマウス皮下腫瘍モデルでは，コントロール群と比較し，FAK

と AMAP1 を発現抑制した細胞で腫瘍の増大が緩やかであり，AMAP1 も FAK

と同様に膵臓癌の腫瘍増殖能において関連があることが示唆された．また，in 

vitro における細胞増殖能を MTT アッセイで検討したところ，細胞増殖能に差

を認めず，AMAP1 の腫瘍微小環境への影響が示唆されたため，同種移植

C57BL/6 マウス（immune competent）と異種移植 BALB/cAjl-nu/nu マウス

（immune deficient）を用いて皮下腫瘍モデルを作成し，検討を行った．その結

果，C57BL/6マウスにおいて FAK，AMAP1発現抑制により腫瘍増殖能は有意

に低下したが，BALB/cAjl-nu/nu マウスにおいては，FAK，AMAP1 発現抑制

による腫瘍増殖能はコントロール群と比較して有意な差を認めなかった． 

今回のヒト膵臓癌組織を用いた免疫染色による解析では，AMAP1 低発現群で

は高発現群と比較し，全生存期間，無病生存期間に有意な延長を認めた．さらに，

AMAP1 高発現群では低発現群と比較し，有意に線維化が高度であった．また，

PD-L1 発現群では有意に全生存率の低下を認め，PD-L1 の発現の有無と

AMAP1発現程度に有意差を持って相関を認めた。 

C57BL/6 マウスにおける皮下腫瘍を用いて，免疫染色を行った検討では，

AMAP1 発現抑制により有意に線維化と PD-L1 発現の減少を認めた．また，免

疫チェックポイント阻害抗体を用いた治療実験において，IgG投与群，抗マウス

PD-1 抗体投与群ともに AMAP1 発現抑制細胞注入による腫瘍増殖能はコント

ロール群と比較して有意な低下が認められ，AMAP1発現抑制と抗マウス PD-1

抗体投与群の組み合わせにおいて，最も顕著な腫瘍増殖能の低下が観察された． 

 

【考察】 
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 今回の研究では，先行研究により示されていた膵臓癌の浸潤・転移に関わる

ARF6-AMAP1経路は，膵臓癌の線維性間質の亢進にも関与していることが示

された．また，マウス皮下腫瘍と，ヒト膵臓癌切除検体を用いた免疫組織化学

染色を施行した検討において，AMAP1と PD-L1の発現に相関関係が認めら

れ，AMAP1と PD-L1の関連が示唆された． 

 

【結論】 

 ARF6-AMAP1 経路は，線維性間質と PD-L1 の発現に寄与することで膵臓癌

の悪性度進展に関与している可能性があること，ARF6-AMAP1 経路を高発現す

る癌において AMAP1 を阻害することにより，免疫チェックポイント阻害剤の

治療効果が改善する可能性があり，腫瘍微小環境のさらなる解析により，今後の

治療において重要な知見となることが期待される． 
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略語表 

ARF  ADP-ribosylation factor 

AMAP1  a multiple-domain ArfGAP protein 1 

CTL  cytotoxic T lymphocyte 

DMEM  Dulbecco's modified Eagle's medium 

ECL  enhanced chemi-luminescence 

EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid 

eIF4A  eukaryotic initiation factor-4A 

eIF4E  eukaryotic initiation factor 4E 

FAK  focal adhesion kinase 

GAP  GTPase activating protein 

GDI  guanosine diphosphate dissociation inhibitor 

GDP  guanosine diphosphate 

GEF  guanine nucleotide exchanging factor 

GTP  guanosine triphosphate 

IgG  immunoglobulin G 

IHC  Immunohistochemistry 

Irr  irrelevant 

MHC  major histocompatibility complex 

MST  median survival time 

MTT 3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, yellow 

tetrazole 

PAGE  polyacrylamide gel electrophoresis 

PBS  phosphate-buffered saline  

PD-1  programmed cell death-1 

PDGF  platelet derived growth factor 

PD-L1  programmed cell death-ligand 1 

p-FAK  phosphor- focal adhesion kinase 

PMSF  phenylmethanesulfonyl fluoride 

PVDF  polyvinylidene difluoride 

RAS  rat sarcoma 

SDS  sodium dodecyl sulfate 

shRNA  short hairpin ribonucleotide 

SH3  Src homology 3 

TBS  tris-buffered saline 

https://ja.wikipedia.org/wiki/%E3%83%A1%E3%83%81%E3%83%AB
https://ja.wikipedia.org/wiki/%E3%83%81%E3%82%A2%E3%82%BE%E3%83%BC%E3%83%AB
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TBST  tris-buffered saline with Tween-20 

TCR            T-Cell Receptor 

WB  western blotting 
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【諸言】 

膵臓癌の臨床的特徴 

 膵臓癌は近年増加傾向にあり，2019年のがん統計予測では，本邦における膵

臓癌の年間罹患数は 42,700 名で部位別では第 6 位，癌死亡数予測では 36,700

名と部位別では 4 位となっている（国立がん研究センターがん情報サービス，

2020）．すなわち，膵臓癌は罹患数と死亡数が近似しており，5年相対生存率は

7.7%と報告されており，癌のなかできわめて不良である（国立がん研究センタ

ーがん情報サービス，2020）．膵臓癌に対しては外科的治癒切除（遺残腫瘍を認

めない R0切除）が唯一の根治性を追求する治療法であり，根治切除例と非切除

例を比べると，根治切除例の 5年生存率，全生存期間中央値（median survival 

time：MST）は 18.8%，21.0 ヵ月であるのに対して，非切除例の 3 年生存率，

MSTは 3.1%，8.2ヵ月ときわめて予後不良である（Egawa et al., 2012）．また，

画像診断法の進歩した現在においても，診断時における切除可能例はわずか

20%程度であり，切除境界局所進行および局所進行切除不能例が 30～40%，遠

隔転移例が 50～60%と報告されている（Gillen et al., 2010）． 

 

膵臓癌における FAKと線維化 

 膵臓癌が予後不良であることの１つ大きな要因として，その組織学的な特徴

があげられる．膵臓癌組織のなかでは癌細胞の占める割合は少なく，大半を癌で

はない間質が占めており，特に desmoplasia と呼ばれる線維化が著明である．

この線維化が治療抵抗性の一因であると考えられているが，詳細なメカニズム

は明らかとなっていない． 

近年，間質反応の強い膵臓癌モデルマウス KPC由来の癌細胞において細胞外

マトリックスと接着分子 integrin が相互活性するときに活性化される非受容体

型タンパク質チロシンキナーゼである focal adhesion kinase（FAK）が高発現

し，活性化の指標となるチロシン残基のリン酸化が亢進していることが明らか

となった（Jiang et al., 2016、Laklai et al., 2016）．FAKは膵臓癌患者の組織

で高発現し，膵臓癌モデルマウスにおいては FAK阻害剤を使用することで線維

化が抑制され，免疫抑制に関わる腫瘍微小環境において変化をもたらすことで，

抗PD-1抗体の併用により抗腫瘍効果を得ていると報告されている（Jiang et al., 

2016）． 

しかしながら，FAKに対する阻害剤を使用した臨床試験はいずれも第 3 相試

験で効果が証明されたものはなく臨床応用には至っていない。 

 

膵臓癌における ARF6-AMAP1経路 

低分子量 G タンパク質は 20-30kDa の GTP (guanosine triphosphate, グア
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ノシン三リン酸) 結合タンパク質の総称である（Wittinghofer et al., 2014）. 

GTPとの結合で活性化し, GDP (guanosine diphosphate, グアノシン二リン酸) 

への加水分解によりその機能を果たし, さらにその GDP を GTP へと交換する

ことにより再活性化する. この性質から低分子量 G タンパク質は細胞内シグナ

ル伝達の分子スイッチとしてはたらくことが知られている（Wittinghofer et al., 

2014）.代表的な低分子量 G タンパク質として, 主要ながん遺伝子 RAS の産物

があることから, 低分子量 G タンパク質は Ras superfamily とも呼称される

（Wittinghofer et al., 2014）.  

低分子量 G蛋白質 Arf（ADP-ribosylation factor）は，コレラトキシンの ADP-

ribosylation活性に関わる cofactorとして同定された．Arfファミリー蛋白質は，

6種類のアイソフォームから成り，膜の細胞内輸送や再構成の制御に関与するこ

とが知られている（Donaldson et al., 2011）．ARF6は, 形質膜およびリサイク

リングエンドソームに局在し, 細胞の膜輸送, クラスリン依存/非依存のエンド

サイトーシス, アクチンリモデリングを介した膜の突出, 小胞のリサイクリン

グなど細胞内の多彩な機能を制御する（Wittinghofer et al., 2014、Donaldson 

et al., 2011）．ARFタンパク質は他の Ras superfamilyタンパク質と違って GDI 

(guanosine diphosphate dissociation inhibitor, GDP 乖離阻害タンパク質) を

持たず, その GDP/GTP サイクルは ArfGEF と ArfGAP によって制御されてい

る（Wittinghofer et al., 2014、Donaldson et al., 2011）. 

 Sabeらの研究グループは，これまで乳癌、肺癌、腎癌、頭頸部癌において

低分子量 G蛋白質である ARF6と，その下流シグナル因子 AMAP1 (a 

multiple-domain ArfGAP protein 1 )を基軸とする経路が癌の浸潤転移・治療

抵抗性に関わることを報告してきた（Hashimoto et al., 2004、Onodera et al., 

2005、Morishige et al., 2008、Hashimoto et al., 2016、Otsuka et al., 

2016）． 

AMAP1は ArfGAPの一種であり，ARF6の GAPとしての機能を有するが, 

その活性は低く, むしろエフェクターとしての機能の方が重要であると考えら

れている（Wittinghofer et al., 2014、Donaldson et al., 2011）.実際 AMAP1

は SH3 (Src homology 3)ドメインを有しており, 様々なタンパク質と相互作用

し, ARF6の局在する細胞膜や小胞のごく近傍に足場を形成することが知られて

いる. また, AMAP1 は接着斑を形成する paxillin，アクチンリモデリングに関

与する cortactin，EMTにより誘導される間葉形質特異的蛋白質 EPB41L5と

いったタンパク質とも相互作用し, 間葉系の形質を担保することに寄与してい

る（Onodera et al., 2005、Hashimoto et al., 2006、Hashimoto et al., 2016） 

近年、Sabeらのグループから，膵臓癌の代表的な 4つの遺伝子変異

（KRAS、TP53、CDKN2、SMAD4）のなかで，TP53/KRAS変異が ARF6-
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AMAP1経路を高発現させ活性化することが報告された（Hashimoto et al., 

2019）．KRAS変異はmRNA 翻訳に関与する RNA helicaseである eIF4Aを

活性化し ARF6 mRNA 翻訳を促進すること、また同時に、mRNA翻訳に関与

する Cap 結合蛋白質である eIF4Eを活性化し AMAP1 mRNA 翻訳を促進し

た．一方、TP53変異は PDGF受容体を介する ARF6活性化過程を促進した

（図 1）． 

 

 

図 1 ARF6-AMAP1 経路は KRAS/TP53 遺伝子変異の標的 

 

同時に，Sabeらは膵臓癌モデルマウスを用いた解析から AMAP1 が膵臓癌

の免疫回避に関与することを見出した．癌細胞と CTL間での免疫シナプス形

成において、癌細胞側の主要組織適合抗原と CTL側の抗原認識する TCRなど

のアクセサリー分子群の相互作用により細胞傷害性が活性化もしくは抑制され

る．後者の場合，免疫チェックポイント分子 PD-L1と PD-1の集積が上げられ

る．免疫シナプス形成における細胞表面蛋白質の集積過程において，蛋白質の

側面移動の関与は少なく，細胞内輸送が大きく関与する．ARF6 は形質膜及び

リサイクリングエンドソームに局在し，integrinなどのリサイクリングを担う

因子であることから，PD-L1の細胞内動体との関連を検討したところ、当該経

路が PD-L1の細胞膜表面上へのリサイクリングの亢進に関与していることを

明らかにした(Hashimoto et al., 2019)． 

一方，Parsonsらのグループにより FAKが AMAP1/ASAP1 と相互作用する

ことが細胞接着斑形成に必須であることが報告されていた（Liu et al., 

2002）．これらの知見から，膵臓癌における免疫抑制的な環境形成のプロセス

で FAK活性化を介した間質反応の亢進，即ち，線維化の活性化に ARF6-

AMAP1経路が関与するのではないかとの作業仮説の設定に至った． 
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本研究において，ARF6-AMAP1経路が膵臓癌の線維化亢進の新たな治療標

的になると推測し，線維化と ARF6-AMAP1経路との関連に着目し，主に動物

実験により検証することとした． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 11 

【材料と方法】 

細胞培養 

 京都大学医学部の児玉裕三先生、西川義浩先生より分与いただいた C57BL/6

マウスを背景とした膵臓癌モデルマウス（Pdx1-cre; LSL-KrasG12D; LSL-

Trp53R172H）に形成された腫瘍を摘出して，2-3mm 角に切り分け，DMEM 

(Dulbecco's modified Eagle's medium, ダルベッコ変法イーグル培地 ) に

1%P/S(Penicillin Streptomycin)を添加した培地にて培養し，増殖してきた細胞

から樹立した膵臓癌細胞株 KPC を実験用細胞株として用いた．細胞株は 2mM 

L-グルタミン, 1.2 g/L 重炭酸ナトリウム, 0.5mM ピルビン酸ナトリウムが添加

されたDMEMに 10% FBS (fetal bovine serum, 非働化ウシ胎児血清, Hyclone)

を添加した培地を用いて 37°C, 5% CO2の条件下で維持した. 細胞の剥離時の培

地除去には 1% EDTA  (ethylenediaminetetraacetic acid, エチレンジアミン四

酢酸) を含む PBS (phosphate-buffered saline, リン酸緩衝生理食塩水, pH 7.4) 

を使用し, 剥離時には 0.25% トリプシンを添加した 1% EDTA/PBS を用いた. 

トリプシン活性の停止処理には FBS添加培地を用いた.  

使用したバッファー等の組成を以下に列挙する.  

PBS:  

140 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1.5 mM KH2PO4, 8.1 mM Na2HPO4 

 

抗体および試薬 

本章において使用した抗体および試薬を以下に列挙する. 

抗 AMAP1抗体（北海道大学医学部分子生物学分野より御分与，Onodera et al., 

2005） 

抗 FAK抗体（北海道大学医学部分子生物学分野より御分与，Mazaki et al., 1997） 

抗 phospho-FAK(Y397)抗体（ウサギ，モノクローナル，31H5L17，Thermo 

Fisher Scientific） 

抗 PD-L1抗体（ウサギ，モノクローナル，E1L3N，Cell Signaling） 

抗 PD-L1抗体（ウサギ，ポリクローナル，NBP2-15791，Novus） 

抗 β-actin抗体（マウス，モノクローナル，AC-74，Sigma-Aldrich） 

Picro-sirius red試薬（Sigma-Aldrich，S365548） 

マウス IgG（BioXcell，MOPC-21） 

抗マウス PD-1抗体（小野薬品より御分与，4H2） 

 

RNA干渉 

 shRNA (short hairpin RNA) を発現する構築をレンチウイルスにより細胞に

導入しRNA干渉による遺伝子発現抑制を行った. ウイルスパッケージング用細
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胞 293FT (Invitrogen, 完全培地 : DMEM, 10% FCS, 6mM L-Glutamine, 

0.1mM MEMNEAA, 1mM Pyruvate) に pLKO.1-puro vector をバックボーン

とした各種 shRNA 発現用 plasmid, エンベロープ発現用 plasmid の pMD2.G 

(Addgene #12259), ウイルスパッケージング plasmid の psPAX2 (Addgene 

#12260) を Lipofectamine LTX (Invitrogen) によりトランスフェクションし, 

ウイルスを作成した. トランスフェクションは 6-well dish scale で行い, 500µL 

の opti-MEM (opti- minimum essential media, Invitrogen) に 3µg の DNA 

(pLKO:pMD2.G:psPAX2 = 8:1:3), 6µL Lipofectamine LTXを混合し, 室温で 25 

min 静置した後 1.5mL DMEMと共に細胞に加え, 24hインキュベートした. こ

の操作を 40%コンフルエントの状態から 2回行った．ウイルス感染は φ6cm dish 

scale で行い，ウイルスを発現している 293FT 細胞の培養上清を回収，3000g 

で 5min遠心したのち，感染させたい細胞に polybrane (終濃度: 8µg/mL)と共に

24h作用させた．ウイルス感染から 48h後，puromycin (終濃度: 1µg/mL) にて

selection を行い，各アッセイに細胞を使用した．用いた shRNA のターゲット

配列は下に列挙する． 

AMAP1 #1 5’-GACCTGCTGCAGAACCTTATA-3’ 

AMAP1 #2 5’-AGATGTGTGAATATCTCATTA-3’ 

FAK #1 5’-CCTGGCATCTTTGATATTATA-3’ 

FAK #2 5’-GCCTTAACAATGCGTCAGTTT-3’ 

 

ヒト病理組織と免疫組織染色およびスコア化 

 ヒト膵臓癌組織は，北海道大学病院消化器外科学教室Ⅱにて外科的切除され，

インフォームドコンセントを得た患者標本であり, 本研究は北海道大学病院倫

理委員会の承認 (研究番号: 017–0059) のもと行った．2000年から 2011年まで

に化学療法や放射線療法などの術前治療未施行の膵臓癌患者で評価を行った．

免疫組織染色は Morpho Technology 社への外注にて行った. 具体的には, ホル

マリン固定後パラフィンに包埋した標本を厚さ 3µm で連続切片とし, キシレン

と段階希釈したアルコールによって脱パラフィン化した．TBS (tris-buffered 

saline, pH7.4)で洗浄したのち，Dako EnVision FLEX Target Retrieval 

Solution (pH 9.0)により抗原賦活化処理を行った．この処理は Dako PT Linkを

用いて 97 °C, 20 minの条件下で行った．抗 AMAP1抗体(1:750)，抗 PD-L1抗

体(Cell Signaling,1:200)，抗 p-FAK 抗体(1:100)と 30min 反応させ，Dako 

Envision FLEX system を用いて可視化した．発色の為に 5min DAB (3,3’-

Diaminobenzidine, Dojin)と反応させた．ヘマトキシリン染色をカウンター染色

として用いた．スコア化は染色強度を 0から 3までの 4段階評価（negative=0，

low=1，middle=2，high=3），陽性細胞率は 0から 1.0までの 11段階評価（0%=0，
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10-90%=0.1-0.9，100%=1.0）として，H scoreを染色強度と陽性細胞率の積と

して計算した． 

H score=染色強度×陽性細胞率（0-3.0） 

癌の中心部で代表的な染色強度の部位を数カ所選択し，その強度の平均値を算

出した． 

検体を高発現群と低発現群に分ける際には計測した H score の中央値をカット

オフラインとして用いた． 

標本評価は病理医を含む計 2名の医師により行った． 

Sirius Red染色に関しては試薬を用いて染色後に画像処理ソフト Image J を用

いて評価を行った． 

 

生存解析 

 病理組織の免疫組織染色によるスコア化に基づき，二群間での無病生存率と

全生存率を Kaplan-Meier 法を用いて検討した．観察期間の開始は外科的切除

を行った時点とし，終了は無病生存率については疾患の増悪・再発の診断時点も

しくは原因に関わらず死亡した時点，全生存率は死亡時点もしくは最近の

follow-up時点とした． 

 

MTTアッセイ 

 Cell Titer 96® (Promega)を使用して MTT アッセイを行った．96-well ディ

ッシュに 1 × 104個の細胞を播き込み，37°C，5% CO2の条件下で 12hから 24h 

培養したのち，完全培地にて 5倍希釈した Cell Titer 96® を加え，同様の条件

下で 90min維持した．プレートリーダー(Perkin Elmer Japan, ARVO MX)によ

り波長 490nmの吸光度を測定した． 

 

マウス皮下腫瘍モデルと免疫組織染色 

 生後 6 週齢の C57BL/6マウスと BALB/cAjl-nu/nuマウス（ともに雌，

Clea Japan, Inc., Tokyo, Japan）の背部に 2×105 個の KPC細胞と 50% 

Growth Factor Reduced BD Matrigel Matrix（BD Bioscience）を皮下注射

し，腫瘍を形成した．腫瘍の長径と短径を経時的に測定し，体積を算出した． 

腫瘍は細胞注入から 14日目に摘出し，上記ヒト組織に対する免疫染色と同様

のプロトコールで，抗 PD-L1抗体 (Novus,1:200)を用いて免疫染色を行った．

Sirius Red染色についてもヒト組織と同様に行った。 

全ての動物実験は、「北海道大学動物実験に関する規定」に従って実施した． 

 

抗マウス PD-1抗体を用いた治療実験 
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 生後 6週齢の C57BL/6マウス（雌，Clea Japan, Inc., Tokyo, Japan）の背

部に 2×106 個の KPC細胞と 50% Growth Factor Reduced BD Matrigel 

Matrix（BD Bioscience）を皮下注射し，腫瘍を形成した．細胞注入から 10日

目、14日目、17日目に，コントロール群にはマウス IgG，治療群には抗マウ

ス PD-1抗体をそれぞれ 1mg/kg腹腔内投与し，腫瘍の長径と短径を経時的に

測定して体積を算出した． 

 

SDS-PAGEおよびウエスタンブロット 

培養細胞におけるタンパク質発現状況を確認するため, mRIPA バッファーを

用いて細胞を溶解し, サンプルバッファーを用いてタンパク質濃度 80µg/100 

µL の 細 胞 抽 出 液 を 作 成 し ， SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate - 

polyacrylamide gel electrophoresis , SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動法) 

およびWB (western blotting, ウエスタンブロッティング法)により検出した． 

SDS-PAGE は目的のタンパク質の分子量に応じて 8-15%分離ゲルと 5%濃縮ゲ

ルを用いて Running バッファー中で等電流電気泳動 (ゲル一枚あたり 150V, 

25mA, 100W, 1h45min)を行った．泳動後のゲルは transfer バッファー中で等

電圧電気泳動 (50V, 150mA, 100W, 2h)を行い，PVDF (ポリフッ化ビニリデン, 

polyvinylidene difluoride)メンブレン上に転写した．メンブレンの洗浄には

TBST (tris buffered saline with 0.1% Tween-20)を用いた．抗体添加の前に室

温, 1h のブロッキングを行った．ブロッキング液は抗体に応じて 5% BSA 

(bovine serum albumin) /TBST もしくは 5%スキムミルク/TBSTを使用した．

一次抗体を添加したブロッキング液中で 4°C，オーバーナイト，二次抗体を添加

したブロッキング液中で室温，1h 反応させたのち，ECL (enhanced chemi-

luminescence) WB検出キット(GE healthcare)を用いて検出した． 

使用したバッファー等の組成を以下に列挙する． 

 

mRIPA バッファー:  

1% Triton X-100, 150mM NaCl, 10mM Tris-HCl (pH 7.4), 5mM EDTA, 1% デ

オキシコール酸ナトリウム, 0.1% SDS, 10% glycerol, 1 mM オルトバナジン酸

ナトリウム, 1 mM PMSF (phenylmethanesulfonyl fluoride), 5 µg/ml aprotinin, 

2 µg/ml leupeptin, 3 µg/ml pepstatin A 

 

サンプルバッファー: 

50 mM Tris-HCl (pH6.8), 2% SDS, 10% glycerol, 0.01% BPB (bromophenol 

blue), 100mM DTT (dithiothreitol) 
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Runningバッファー: 

25 mM Tris, 250 mM Glycine, 0.1% SDS 

 

Transferバッファー:  

25 mM Tris, 192 mM Glycine, 0.01% SDS, 20% メタノール 

 

TBST:  

10mM Tris-HCl (pH 7.4), 150mM NaCl, 0.1% Tween-20 

 

統計解析 

 全ての統計解析は JMP® version 14（SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA）

を用いて行い，P < 0.05 を有意とした．群間の比較には Student’s t-testを行っ

た．Kaplan-Meier 曲線の有意性検定には log-rank test を行った．相関分析に

は Spearman rank correlation test を行った． 
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【結果】 

1 KPC 細胞における FAK，AMAP1 発現抑制によるマウス皮下腫瘍形成能へ

の影響（予備実験） 

 shRNAを用いて FAKと AMAP1をノックダウンした 2×105個の KPC細胞

を C57BL/6マウス皮下に移植し，腫瘍の大きさを経時的に測定してコントロ

ール群（irr）と比較した．図 2-1に示すように，irrと比較し FAKと AMAP1

を発現抑制した細胞では腫瘍の増大が緩やかであり，AMAP1も FAKと同様

に膵臓癌の腫瘍形成能において関連があることが示唆された．図 2-2に FAK

と AMAP1の遺伝子発現抑制効率を示す． 

 

 
図 2-1 マウス皮下腫瘍モデルにおける経時的腫瘍サイズ比較 

KPC細胞コントロール群（irr）と FAK発現抑制細胞（shFAK），AMAP1発

現抑制細胞（shAMAP1）を C57BL/6マウスの背部皮下に 2×105個注入し，経

時的にサイズを測定し体積を比較した．  

 

 

図 2-2 膵臓癌細胞株 KPCにおける FAK，AMAP1遺伝子発現抑制効率 
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shRNAによる FAK，AMAP1の遺伝子発現抑制効率をWBにより確認した．

左端は明示した分子量のマーカー位置を示す． 

 

2 KPC 細胞における FAK，AMAP1 発現抑制による細胞増殖能への影響（in 

vitro） 

 マウスモデル皮下腫瘍モデルにおいて，FAK，AMAP1を発現抑制した際に

腫瘍サイズに変化が見られた．この変化が線維化・免疫逃避機能等の腫瘍微小

環境におけるものであるかを確認するために，in vitroにおけるそれぞれの細

胞増殖能をMTTアッセイで検討したところ，図 3に示すようにMTTアッセ

イにおいて細胞増殖能に差を認めなかった． 

 

 

図 3 膵癌細胞株 KPCにおいて FAK，AMAP1を発現抑制した際の細胞増殖能

の比較 

MTTアッセイにより KPC細胞において FAK，AMAP1を発現抑制した際の

細胞増殖能を求めた．1日目のコントロール群（par）の波長 490nmの吸光度

を 1.0として比較を行った．各群それぞれ測定日毎に 6wellの吸光度を測定し

平均値を測定し検討した．群間比較には Student’s t-testを施行した． 

 

3 KPC 細胞における FAK，AMAP1 発現抑制によるマウス皮下腫瘍形成能へ

の影響（本実験） 

 AMAP1の免疫回避における関連を明らかにする目的で，C57BL/6マウスと

BALB/cAjl-nu/nuマウスを用いて皮下腫瘍モデルを作成し，検討を行った．図

4-1に示すように，C57BL/6マウスにおいて FAK，AMAP1発現抑制により腫

瘍形成能は有意に低下したが，BALB/cAjl-nu/nuマウスにおいては，FAK，
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AMAP1発現抑制による腫瘍形成能はコントロール群と比較して有意差を認め

なかった（図 4-2）． 

 

 

図 4-1 C57/BL6マウス皮下腫瘍モデルにおける経時的腫瘍サイズ比較 

KPC細胞コントロール群（irr）と FAK発現抑制細胞（shFAK），AMAP1

発現抑制細胞（shAMAP1）を C57BL/6の背部皮下に 2×105個注入し，経時

的にサイズを測定し体積を比較した．群間比較には Student’s t-testを施行し

た．＊は P<0.05，＊＊は P<0.01を示す． 

 

 

図 4-2 BALB/cAjl-nu/nuマウス皮下腫瘍モデルにおける経時的腫瘍サイズ比較 

KPC細胞コントロール群（irr）と FAK発現抑制細胞（shFAK），AMAP1

発現抑制細胞（shAMAP1）を BALB/cAjl-nu/nuの背部皮下に 2×105個注入

し，経時的にサイズを測定し体積を比較した．群間比較には Student’s t-test

を施行した． 
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4 ヒト膵臓癌組織における p-FAK，AMAP1，線維化と予後との関連 

 ヒト膵臓癌組織を用いて免疫染色を行い，p-FAK，AMAP1，線維化と予後

との関連を検討した．患者情報を表 1に示す．p-FAKと AMAP1 については，

染色強度を 4段階に分類して H scoreを算出し，中央値をカットオフラインと

して高発現群と低発現群に分類した．染色強度の分類例を図 5-1と図 5-3に示

す．線維化については Sirius red染色を行い，フリーソフト Image J を用いて

染色面積を算出し，中央値をカットオフラインとして高線維化群と低線維化群

に分類した．この群分けに応じて, FAK，AMAP1の発現量と線維化につい

て，無病生存率, 全生存率との相関を Kaplan-Meier法を用いて解析した．図

5-2に示すように p-FAKと全生存率，無病生存率との関連は示されなかった．

図 5-4に示されるように AMAP1高発現群では低発現群と比較し，全生存率，

無病生存率において有意差を認めた．図 5-6に示されるように，高線維化群で

は低線維化群と比較して全生存率において有意差を認めた。 

 

表 1 本研究に使用した患者標本の臨床情報（n=164）   
n (%) 

性別 男性 96 (58.5%)  
女性 68 (41.5%) 

年齢 
 

65 (43-89)b 

腫瘍位置 膵頭部 94 (57.3%)  
膵体尾部 70 (42.7%) 

腫瘍径, cm 
 

3.0 (1.0-8.0)a 

腫瘍遺残 陽性 23 (14.0%)  
陰性 141 (86.0%) 

T分類 1+2 7 (4.3%)  
3+4 157 (95.7%) 

リンパ節転移 陽性 125 (76.2%)  
陰性 39 (23.8%) 

遠隔転移 陽性 12 (7.3%)  
陰性 152 (92.7%) 

病理学的ステージ IA-IIA 38 (23.2%)  
IIB-IV 126 (76.8%) 

リンパ管浸潤 陽性 107 (65.2%)  
陰性 57 (34.8%) 
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脈管浸潤 陽性 135 (82.3%)  
陰性 29 (17.7%) 

神経叢浸潤 陽性 144 (88.4%)  
陰性 20 (11.6%) 

術後補助化学療法 b 陽性 83 (50.6%)  
陰性 80 (48.8%) 

再発 c 陽性 131 (79.9%)  
陰性 31 (18.8%) 

a中央値 

b1名の患者からは術後補助化学療法に関する情報は得られなかった． 

c2名の患者からは再発に関する情報は得られなかった． 

 

 

図 5-1 p-FAK発現量に応じたスコア 

患者標本を免疫組織化学により染色し p-FAKの発現状況をスコアリングした．

スケールバーは 50 μmを表す.  

 

 

 

図 5-2 p-FAK発現量と予後の関係 

p-FAKの発現量により群分けを行い, Kaplan-Meier法により全生存率と無病

生存率との相関を検討した．log-rank法により P値を算出した.  
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図 5-3 AMAP1発現量に応じたスコア 

患者標本を免疫組織化学により染色し AMAP1の発現状況をスコアリングし

た．スケールバーは 50 μmを表す. 

 

 

図 5-4 AMAP1発現量と予後の関係 

AMAP1の発現量により群分けを行い, Kaplan-Meier法により全生存率と無

病生存率との相関を検討した．log-rank法により P値を算出した. 

 

 

図 5-5 線維化に応じた分類 

患者標本を Picro Sirius red試薬により染色し Image Jを用いて定量化し分

類した．スケールバーは 50 μmを表す. 
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図 5-6 線維化と予後の関係 

Sirius Red染色面積により群分けを行い, Kaplan-Meier法により全生存率と

の相関を検討した．log-rank法により P値を算出した. 

 

5 ヒト膵臓癌組織における p-FAK，AMAP1と線維化との関連 

 次に，同一の標本を用いて p-FAKの発現程度と線維化との関連，AMAP1の

発現程度と線維化との関連を検討した．図 6-1に示すように，p-FAKは高発現

群と低発現群において線維化との関連は認めなかった．図 6-2に示すように，

AMAP1高発現群では低発現群と比較し，有意に線維化が高度であった． 

 

 

図 6-1 p-FAK発現程度と線維化の関連 

 p-FAK低発現群と高発現群における Sirius Red染色面積を比較した．群

間比較には Student’s t-testを施行した． 
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図 6-2 AMAP1発現程度と線維化の関連 

 AMAP1低発現群と高発現群における Sirius Red染色面積を比較した．群

間比較には Student’s t-testを施行した．＊＊＊は P<0.001を示す． 

 

6 ヒト膵臓癌組織における PD-L1と AMAP1，予後との関連 

 同一の標本を用いて PD-L1と予後との関連，PD-L1と AMAP1 の関連を検

討した。PD-L1は腫瘍組織が 10%以上染色されている標本を陽性，10%未満の

標本を陰性として分類した．染色強度の分類例を図 7-1に示す．この分類に応

じて, PD-L1の発現の有無と全生存率との相関を Kaplan-Meier法を用いて解

析した．図 7-2に示すように，PD-L1発現群では有意に全生存率の低下を認め

た．図 7-3に示すように，PD-L1の発現の有無と AMAP1発現程度に有意差を

持って相関を認めた。 

 

 

図 7-1 PD-L1発現の有無に応じた分類 

患者標本を免疫組織化学により染色し PD-L1の発現状況を染色強度に応じ

て分類した．スケールバーは 50 µmを表す. 
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図 7-2 PD-L1発現の有無と予後の関係 

PD-L1の発現の有無により群分けを行い, Kaplan-Meier法により全生存率

との相関を検討した．log-rank法により P値を算出した. 

 

 

図 7-3 PD-L1発現の有無と AMAP1発現程度との関連 

 PD-L1発現の有無における AMAP1発現程度を比較した．群間比較には

Student’s t-testを施行した．＊＊＊は P<0.001を示す． 

 

7 KPC細胞における AMAP1発現抑制による影響 

 ヒト膵臓癌組織を用いた免疫染色により，AMAP1の線維化と免疫回避への

関連が示唆されたため，2種類の AMAP1ノックダウン細胞を用いて，改めて

in vitro，in vivoにおける AMAP1発現抑制による影響を検討した．図 8-1に

AMAP1の遺伝子発現抑制効率を示す．図 8-2に示すようにMTTアッセイに

おいて細胞増殖能に差を認めなかった．図 8-3に示すように，C57BL/6マウス
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において AMAP1 発現抑制により腫瘍形成能は有意に低下したが，BALB/cAjl-

nu/nuマウスにおいては，AMAP1発現抑制による腫瘍形成能はコントロール

群と比較して有意差を認めなかった（図 8-4）． 

 

 

図 8-1 膵臓癌細胞株 KPCにおける AMAP1遺伝子発現抑制効率 

shRNA による AMAP1 の遺伝子発現抑制効率を WB により確認した．左端

は明示した分子量のマーカー位置を示す． 

 

 

図 8-2 膵癌細胞株 KPCにおいて AMAP1を発現抑制した際の細胞増殖能の比

較 

MTTアッセイにより KPC細胞において AMAP1を発現抑制した際の細胞増

殖能を求めた．1日目のコントロール群（par）の波長 490nmの吸光度を 1.0

として比較を行った．各群それぞれ測定日毎に 6wellの吸光度を測定し平均値

を測定し検討した．群間比較には Student’s t-testを施行した． 
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図 8-3 C57BL/6マウス皮下腫瘍モデルにおける経時的腫瘍サイズ比較 

KPC細胞コントロール群（irr）と AMAP1発現抑制細胞（shAMAP1）を

C57BL/6マウスの背部皮下に 2×105個注入し，経時的にサイズを測定し体積

を比較した．群間比較には Student’s t-test を施行した．＊＊は P<0.01を示

す． 

 

 

図 8-4 BALB/cAll-nu/nuマウス皮下腫瘍モデルにおける経時的腫瘍サイズ比較 

KPC細胞コントロール群（irr）と AMAP1発現抑制細胞（shAMAP1）を

BALB/cAjl-nu/nuマウスの背部皮下に 2×105個注入し，経時的にサイズを測

定し体積を比較した．群間比較には Student’s t-testを施行した． 

 

8 マウス皮下腫瘍モデルにおける AMAP1発現抑制と線維化，PD-L1発現と

の関連 

 C57BL/6マウスを用いて形成した皮下腫瘍を，KPC細胞注入後 14日目に摘

出し，免疫染色を行った．線維化の評価は Sirius Red染色を用いて行い，定量
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化には Image Jを使用した．図 9-1に各群の代表的な染色図を示す．図 9-2に

示すように，AMAP1 発現抑制により有意に線維化の減少を認めた．PD-L1染

色は，H scoreを算出して評価を行った．図 9-3に各群の代表的な染色図を示

す．図 9-4に示すように，AMAP1発現抑制により有意に PD-L1発現の減少を

認めた． 

 

 

図 9-1 C57BL/6 マウス皮下腫瘍の Sirius Red染色 

C57BL/6マウス皮下腫瘍の Picro Sirius red試薬による代表的な染色例．ス

ケールバーは 50 μmを表す. 

 

 

図 9-2 C57BL/6 マウス皮下腫瘍における線維化の評価 

Picro Sirius red試薬により染色した C57BL/6マウス皮下腫瘍を Image Jを

用いて定量化し評価した．群間比較には Student’s t-testを施行した．＊＊は

P<0.01を示す． 
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図 9-3 C57BL/6 マウス皮下腫瘍の PD-L1染色 

C57BL/6マウス皮下腫瘍の抗 PD-L1抗体による代表的な染色例．スケール

バーは 50 µmを表す. 

 

 

 

図 9-4 C57BL/6 マウス皮下腫瘍における PD-L1発現の評価 

抗 PD-L1抗体により染色した C57BL/6 マウス皮下腫瘍を H scoreを用いて

定量化し評価した．群間比較には Student’s t-testを施行した．＊＊＊は

P<0.001 を示す． 

 

9 マウス皮下腫瘍モデルにおける抗マウス PD-1抗体を用いた治療実験 

 C57BL/6マウスを用いたマウス皮下腫瘍モデルに対して，コントロール群に

はマウス IgG，治療群には抗マウス PD-1抗体をそれぞれ 1mg/kg腹腔内投与

を行い，腫瘍の体積で評価を行った．図 10-1で示すように，抗マウス PD-1抗

体投与群では，初回投与後より腫瘍の形成能の低下を認めた．腫瘍細胞注入後

第 21日目で比較すると，IgG投与群，抗マウス PD-1抗体投与群ともに

AMAP1発現抑制により腫瘍形成能は有意に低下し，AMAP1発現抑制細胞で
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比較すると IgG投与群と比較し抗マウス PD-1抗体投与群では有意に腫瘍形成

能は低下していた（図 10-2）． 

 

 

図 10-1 抗マウス PD-1抗体を用いた治療実験における経時的腫瘍サイズ比較 

KPC細胞コントロール群（irr）と AMAP1発現抑制細胞（shAMAP1）を

C57BL/6マウスの背部皮下に注入し，形成したマウス腫瘍モデルにマウス IgG

抗体と抗マウス PD-1抗体を腹腔内投与し，経時的にサイズを測定した． 

 

 

 

図 10-2 抗マウス PD-1 抗体を用いた治療実験における細胞注入後第 21 日目の

腫瘍サイズ比較 

治療実験を行ったマウスの皮下腫瘍を，KPC細胞注入後 21日目の体積で比

較した．群間比較には Student’s t-testを施行した．＊＊は P<0.01 を示す． 
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【考察】 

本研究では，マウス皮下腫瘍モデルにおいて，AMAP1を抑制することで線維

性間質が減少し，腫瘍増殖能の低下を認めたことから，AMAP1 が膵臓癌の線維

性間質の亢進に関与していることが示唆された． 

組織線維化と癌の浸潤及び転移の関わりは 1950 年代に初めて報告されてい

る（Desmeules et al., 1955、Themel et al., 1955）．線維化は，上皮細胞への傷

害の結果，間葉系細胞が間質に浸潤および増殖して形成され，最終的に臓器機能

不全をもたらす（Wynn et al., 2007）．細胞外マトリックスである線維組織は、

臓器に瘢痕形成をもたらす線維性サイトカインおよび成長因子の産生を促進す

る．それにより，異種細胞が増殖し、腫瘍発生性微小環境の形成を促進して，癌

細胞の浸潤を促進すると考えられている（Alexander et al., 2016）． 

 膵臓癌は，豊富な線維性間質を特徴としており，線維性間質は癌の増殖，浸潤，

転移や抗癌剤に対する抵抗性獲得に重要な役割を果たしている（Erez et al., 

2010）．膵臓癌のシグナル伝達経路の一つである Hedgehog経路の阻害剤を使用

すると，線維性間質の量が減少し，抗がん剤であるゲムシタビンの血管内輸送が

促進されたという報告も認められる（Kayed et al., 2006、Maitra et al., 2010）． 

また，膵臓癌の間質には強くビタミン D受容体が発現しており，ビタミン D受

容刺激薬を投与すると，癌の周りの炎症と間質反応が強く抑制され，その結果薬

剤が癌に取り込まれ，化学療法の効果が高まることが報告されている（Sherman 

et al., 2014）． 

しかしながら，膵臓癌の間質反応が必ずしも癌の増殖を支持するものではな

いという報告も散見される．Rhim らは，膵臓癌が分泌する Shh が間質反応の

引き金であるという知見に基づいて，Shh を欠損させた膵臓癌モデルマウスを

作成し，間質反応が Shhで誘導されるかを検討したところ，Shh欠損モデルマ

ウスでは間質反応が強く抑えられたが，癌の増殖は高まるという結果となった．

この効果は，血管新生を抑制することで消失するため，間質反応は血管新生を抑

制して癌の増殖を抑えるという結論に至っている（Rhim et al., 2014）．一方，

Özdemir らは，間質の活性化線維芽細胞を薬剤で除去できるようにしたマウス

モデルを用いて，膵臓癌増殖に及ぼす線維芽細胞の役割を研究し，線維芽細胞を

除去すると膵臓癌の増殖が亢進することを報告している（Özdemir et al., 2014）．

臨床的にも，間質反応の強い膵臓癌患者の方が予後良好であるという報告もさ

れており（Bever et al., 2014），膵臓癌の間質反応の意義については未だ不明な

点が多い．いずれにせよ，本研究の結果を踏まえると腫瘍組織内の間質が膵臓癌

の特徴に大きな役割を果たしており，血管新生や免疫回避に影響していると考

えられる． 

本研究では，ヒト膵臓癌切除検体を用いた検討により，AMAP1 と PD-L1 の
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相関関係が認められた．さらにマウス皮下腫瘍モデルにおける免疫染色の検討

でも，AMAP1 を発現抑制することで PD-L1 の発現量の低下を認め，AMAP1

と PD-L1の関連が示唆される結果となった． 

近年，免疫チェックポイント阻害剤を用いた治療は急速に進歩しており，2010

年に悪性黒色腫に対して細胞傷害性 Tリンパ球抗原 4（Cytotoxic T-lymphocyte 

associated antigen-4;CTLA-4）抗体の有効性が報告され（Hodi et al., 2010），

2014年以降は，様々な癌腫に対する抗 PD-1抗体，抗 PD-L1抗体の有効性が多

数報告されている．抗 PD-1 抗体と抗 PD-L1 抗体は，使用が承認されている癌

腫に対して 20～30%の有効性が示されており，臨床試験段階の癌腫においても

20%程度有効であると報告されている（Foley et al., 2016）． 

膵臓癌は豊富な線維性間質により，腫瘍組織内にリンパ球浸潤が起こりにく

く，免疫療法の効果が発揮しにくい癌微小環境を有していることが指摘されて

いる（Clark CE et al., 2007）．また，膵臓癌は PD-L1 の発現が低く，腫瘍特異

的変異抗原（neoantigen）の発現も少ないため，免疫チェックポイント阻害薬が

効きにくい癌種とされており（Pardoll DM., 2012），各種癌患者に抗 PD-L1 抗

体を投与した臨床研究において，膵臓癌に対する効果は認められなかったとい

う報告もある（Brahmer JR et al., 2012）．膵臓癌の免疫チェックポイント阻害

剤の効果増大目的として，さまざまな分子を標的とした研究が報告されている．   

FAKにおいては，FAK阻害剤が間質反応を低下させ，CD8陽性細胞障害性 T

細胞の浸潤を誘導することが報告されており，低濃度のゲムシタビンと抗 PD-1

抗体の併用に，さらに FAK阻害剤を加えることで治療効果が上昇することが示

されている（Jiang et al., 2016）．IL-6を標的とした研究では，抗 PD-1/PD-L1

抗体との併用により，腫瘍内に浸潤する T 細胞の増加と，腫瘍内における T 細

胞の表現型を変化させるとされている（Mace TA et al., 2016）．また，癌関連線

維芽細胞から発生する CXCL12を標的とした研究でも，抗 PD-1/PD-L1抗体と

の併用により，腫瘍における免疫回避機構を抑制できると報告されている（Feig 

C et al., 2013）． 

 先行研究において，PD-L1 は主に細胞辺縁部のアクチンに富む形質膜構造に

局在すること，ARF6，もしくは AMAP1発現抑制した細胞では，PD-L1の局在

性は失われ、形質膜での局在が減少するという結果を得た．また，ARF6-AMAP1 

経路はインテグリンの細胞内部から細胞表面へリサイクリングを促進すること

から，同様の解析を行った結果，PD-L1 のリサイクリングに関しても同様に促

進することを見出した．本研究における治療実験の結果からは，AMAP1の発現

抑制を介した線維性間質の減少及び PD-L1の形質膜局在の低下により，抗腫瘍

効果を維持した免疫細胞の腫瘍への到達が容易となり，腫瘍形成の抑制が亢進

したと推察される．加えて抗 PD-1抗体を併用することにより，顕著な腫瘍形成
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能の低下が観察された。このことから、腫瘍組織周辺において疲弊状態にあった

抗腫瘍性リンパ球の再活性化が抗 PD-1抗体により誘導され，更なる腫瘍形成能

の低下を惹起したと推察される．  

現在，免疫チェックポイント阻害薬はがん薬物療法の大きな柱になっており，

免疫チェックポイント阻害薬単独から，分子標的薬，化学療法，放射線療法など

との併用による複合的免疫治療の開発が進められている． 

本研究結果からも AMAP1 と PD-L1 を繋ぐ詳細なシグナル経路は明らかでは

ないが，ARF6-AMAP1 経路は膵臓癌の免疫回避機構に関連していると考えられ

る． 
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【結論】 

①本研究から得られた新知見 

・膵臓癌細胞のマウス皮下腫瘍モデルを用いた研究で，AMAP1 を発現抑制す

ることで皮下腫瘍の線維性間質が減少することを認めた． 

・ヒト膵癌切除検体を用いた免疫組織化学染色の検討において，AMAP1発現

程度と線維性間質量，AMAP1発現程度と PD-L1発現程度に相関を認めた． 

・マウス皮下腫瘍モデルを用いた治療実験において，AMAP1発現抑制に加

え，抗 PD-1抗体を併用することで腫瘍形成能が有意に低下することが示され

た． 

 

②新知見の意義 

 これまで，膵臓癌の線維性間質に関し，間葉形質シグナルを介した悪性度や

免疫細胞に関連した腫瘍微小環境との関係が明らかでない部分があった．本研

究の結果は，膵臓癌における線維化の役割や腫瘍微小環境の解析において重要

な知見であると考える． 

 

③本研究で得られた新知見に基づく今後の研究の展開 

 線維性間質の評価において，膵臓癌細胞をマウスの膵臓に注入し，作成した

腫瘍モデルで評価を行っている研究も散見される．膵臓腫瘍モデルにおいても

AMAP1を抑制することで線維性間質に変化がみられるかを検討する．また，

ヒト膵癌切除検体において，TMAではなく腫瘍全体像で評価を行うことが必

要であると考える． 

本研究においては，AMAP1と PD-L1の関わりを示すことはできたが，それ

らを繋ぐ蛋白質を同定し，分子機序の解析を行うことでより具体的な治療法に

つながる結果が得られると考える． 

 

④今後の課題 

 今回検討した PD-L1だけではなく，免疫抑制的環境形成に関わる多くの因

子を総合的に検討していくことが重要である． 
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