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研 究 目 的 
 
 癌の発育・進展において血管新生は必須のプロセスであり、乏血性腫瘍といわれる膵癌

においても、他の癌種と同様に血管新生は悪性度に深く関わる。腫瘍血管新生には既存の

成熟血管内皮細胞の増殖・遊走による狭義の血管新生 (angiogenesis)と、骨髄に由来する

血 管 内 皮 前 駆 細 胞  (endothelial progenitor cell; EPC) の 動 員 に よ る 脈 管 形 成 
(vasculogenesis)が関与することが報告されている。また、がん患者で末梢血中の EPC が増

加していることや、担癌動物を用いた実験において、骨髄由来の EPC が angiogenic switch
さらには転移機構にも深く関わっていることが証明されている(1)。 
 Sonic Hedgehog (Shh)は胎生期の原始血管叢を含む器官形成に深く関わるが、膵癌など

様々な癌の形成や悪性度との関連も知られている。Shh 欠失マウスの発生期の肺において

血管分岐の異常や、神経外胚葉の血管形成障害がみられることから、Shh は血管新生促進

作用を有すると考えられる。また、マウス下肢虚血モデルを用いた血管再生実験において、

Shh の血管新生促進効果が血管内皮細胞に対する直接作用ではなく、線維芽細胞におけ

る VEGF や Ang-1 の発現増強を介した間接的な作用であることが示された(2)。つまり、Shh
は血管新生促進サイトカインの調節因子としての役割を有すると考えられている。 
 最近、創傷治癒促進モデルにおいて Shh が EPC を介して血管新生を促進することが明ら

かにされた(3)。そこで、我々は膵癌細胞から分泌される SHH が骨髄由来の EPC の活性化を

介して腫瘍血管新生を促進する可能性を考えた。本研究ではこの仮説を検証し、がん細胞

による EPC 活性化の分子機構を明らかにする。 
 



 
材 料・方 法 

 
 インフォームド・コンセントのもと旭川医科大学および旭川厚生病院で切除された膵管癌 9
症例で、癌部と非癌部における PTCH1 および CD31 の発現を免疫組織学的に解析した。 
 ヒト EPC の分離は、末梢血単核球をヒト fibronectin コート dish 上で血管内皮分化促進培

地 (EGM-MV 培地；5%FBS, w/o hydrocortisone)を用いて 4-7 日間培養し、付着細胞として

得た。なお、末梢血単核球は健常人の末梢血および潰瘍性大腸炎患者の治療目的に行っ

たアフェレーシス（遠心分離方式）の際に回収されたサンプルを用いた（倫理委員会承認済

み）。 
 293 細胞にヒト分泌型 SHH の発現ベクターをトランスフェクションし、SHH を含む培養上清

（conditioned medium; CM）を調整した。また、各種ヒト癌細胞株の CM を濃縮カラムを用い

て調整した。これらの CM の存在下でヒト EPC, HUVEC, HMVEC を培養し、各種血管新生

因子の発現を定量的 RT-PCR で解析した。なお、CM 中における SHH 蛋白の存在は、抗

SHH 抗体を用いた Western blotting により確認した。 
 次に HUVEC と DiI にてラベルした EPC をマトリゲル上にて co-culture し（EBM2, 2% FBS）、

CM で刺激を行った EPC と未刺激の EPC との HUVEC の管腔形成能を比較した。 
 
 

成 績 

 

 膵癌切除標本において、異型腺管のみならず、間質内の腫瘍血管内皮細胞の一部

（CD31 陽性細胞の約 6%）に PTCH1 の発現が確認された。一方、正常膵においては

PTCH1 の発現は認められなかった。 

 培養血管内皮細胞を用いて PTCH1 の発現を定量的 RT-PCR および免疫細胞染色により

解析したところ、EPC における PTCH1 の発現が HUVEC や HMVEC に比較して著しく高か

った。しかし EPC においても 10 日以上の長期培養によりその発現が低下した。一方、

HUVEC や HMVEC などの成熟血管内皮細胞では SHH の negative regulator である

hedgehog interacting protein (HIP)の mRNA 発現がみられたが、EPC では全く認められなか

った。 

 ヒト EPC および HUVEC,HMVEC をヒト分泌型 SHH を一過性発現させた 293 細胞の CM
で刺激したところ、EPC においてのみ PTCH1, GLI1 ｍRNA の発現増強が得られ、SHH へ

の応答性が確認された。EPC では刺激後の VEGF, SDF-1, Ang-1 mRNA の発現が亢進し

たのに対し、HUVEC や HMVEC では同様の変化はなかった。 

 各種ヒト癌細胞株における SHH mRNA レベルは KP-1N, PK-8, Panc1 などの膵癌細胞で

他臓器の癌細胞株（胃癌、大腸癌、肝細胞癌、肺癌）に比較し発現が高かった。そのうち、

最も発現レベルが高い KP-1N の CM を用いて EPC を刺激したところ、VEGF mRNA の発

現が 48 時間で約 15 倍と著しく増強した。この発現増強は、SHH の中和抗体である

MAB4641 および Hh 阻害剤の cyclopamine により容量依存性に抑制された。一方、SHH 発



現の低発現株である PK-1 の CM では VEGF の発現増強は軽度であった。 

 EPC がサイトカイン供与体として機能するか否かについて明らかにするために、マトリゲル

上で EPC と HUVEC の co-culture を行い、HUVEC による管腔形成能を評価した。HUVEC
単独ではわずかにしかみられなかった管腔形成（branch point, tube length）はより顕著に増

強された。この管腔形成促進は MAB4641 および cyclopamine により部分的に抑制された。

さらに、EPC の管腔への取り込みは CM 刺激の有無により影響を受けず、EPC 自身が管腔

を形成する可能性は否定的であった。 

 

 

考  案 

 

 SHH は胎生期の重要な morphogen であり、当初は器官形成期にのみ発現すると考えられ

ていた。しかし最近、膵癌の発生段階において Hedgehog 経路が活性化することや、膵癌細

胞が産生する SHH が autocrine に作用して、自身の増殖を促すことが報告された。今回

我々は膵癌組織の血管内皮細胞の一部に PTCH1 の発現がみられることを見いだし、SHH
経路の活性化が膵癌細胞の自律性増殖 (autonomous effect)のみならず、腫瘍血管新生の

促進 (paracrine effect)にも貢献する可能性を示唆する実験結果を得た。 

 SHH の成熟血管内皮細胞への直接作用はないことが報告されているが、本実験結果から

より幼弱な EPC においては SHH への応答性が確認された。EPC において PTCH1 発現が

成熟血管内皮細胞に比較して高く、HIP の down regulation がみられることから、Hedgehog
経路の活性化が、EPC において選択的にみられることが示唆された。しかしながら、

SHH/PTCH1 の下流で VEGF や Ang-1 などの血管新生因子がどのように調節されているの

かは依然として明らかではない。 
 膵癌細胞株の CM を用いた EPC の刺激実験や管腔形成能の実験結果から、膵癌細胞由

来の様々な因子が EPC を機能的に活性化し、直接的・間接的に腫瘍血管新生を促進する

ことが示された。また、SHH の阻害実験により、その発現増強作用は部分的に抑制された。

以上から、骨髄よりがん組織に動員された EPC はがん細胞由来の因子により活性化され、

がん微小環境の形成に貢献する可能性が示唆された。また、SHH はその機構の少なくとも

一部を担う重要な分子であると考えられた。 

 

 

結  論 

 

 膵癌細胞より分泌される SHH は autocrine に自身の増殖を促すのみならず、EPC を介して

直接的・間接的に腫瘍血管新生を促進することが示された。 

 SHH は癌細胞と腫瘍間質細胞の相互作用を担う分子の一つであり、SHH を標的としたが

ん治療は腫瘍血管新生をも阻害する可能性があると考えられた。 
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