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ウスに移植することによって造腫瘍能を評価する。

【結 果】

まず膵前癌細胞株と膵癌細胞株のHedgehog関連遺

伝子の発現について定量的RT-PCRで評価した

（Figure１）。膵前癌細胞株では膵癌細胞株と比較し

て、SonicHedgehogの発現は低く、Hhipの発現は高く、

以降の解析はPanIN細胞株のみを用いることとした。

続いて５種のshRNAレンチウイルスを用いてHhipの

ノックダウンを行った。それぞれのHhipノックダウ

ン細胞株からRNAを抽出し、Hhipの発現を評価し

（Figure２）、もっともノックダウン効率の良かった

shRNAレンチウイルス（Hhip５３）でHhipをノックダ

ウンした膵前癌細胞株をさらなる実験に使用した。

次にInVitroでの増殖能をSRBAssayにて評価した

が、Hhipノックダウンによる増殖能の変化は認められ
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【目 的】

本研究は、遺伝子改変膵がん自然発症マウスから分

離した膵前癌細胞および膵癌細胞を用いて、Hhipの発

現変化の膵発癌過程に対する影響とその意義を明らか

にすることを目的とする。

【方 法】

Pdx１-Cre；LSL-Kras（G１２D）マウスから樹立した膵

前癌細胞およびPdx１-Cre；LSL-Kras（G１２D）；p５３（lox/

＋）マウスから樹立した膵癌細胞を用いてHhip発現を

定量的RT-PCRにて評価する。その後、レンチウイル

スを用いてHhip遺伝子のノックダウンを行い、SRB

AssayによってInvitroでの増殖能を評価し、さらにマ

Figrue１ ExpressionanalysisofHedgehogpathway

Figrue２ Hhipexpression
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なかった（Figure３）。さらにInVivoでの造腫瘍能を評

価した。FVBマウスにアシアロGMにて前処理を行っ

たのち、背部皮下に２箇所レンチウイルスを感染させ

た膵前癌細胞を移植した（それぞれ２.５×１０５個/５０μl）。

膵前癌細胞は樹立した際の検討で腫瘍の生着を認めな

かったが、今回の検討では腫瘍形成を認めた。移植後

２週間後にサクリファイスし、腫瘍重量および腫瘍径

を測定した。両群の腫瘍重量と腫瘍径から計算した腫

瘍体積（長径×短径２÷２）を評価したところ、Hhipの

ノックダウンにより、主要重量および腫瘍体積の低下

を認めた（Figure４）。

【考 察】

本研究では当初の予想に反して膵前癌細胞株の

Hhip発現を抑制することによる造腫瘍能の抑制効果

を認めた。膵前癌細胞株であるが、樹立当初は造腫瘍

能を示さなかったが、今回はノックダウンの過程で継

代を重ねたため、その過程で造腫瘍能を獲得したもの

と思われる。InVitroではHhipの発現抑制は何も増殖

能に影響を及ぼさなかったが、HhipはAutocrineには

作用せず、Paracrineで作用するという報告１）からIn

Vivoの結果とは矛盾しないと考えられる。Hhipは

Hedgehogを阻害するため、その抑制はHedgehogの活

性化につながるはずであり、前癌細胞の癌化を予想し

ていたが、逆の結果となった。膵発癌の前期段階では

Hhipが治療標的となる可能性があるが、Hedgehogと

膵発癌の関係は議論の余地が大きく、さらなる検討が

必要と思われる。

Figrue３ CellViability（SRBassay）

Figrue４
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