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研究成果の概要（和文）： 

Sonic hedgehog（Shh）遺伝子制御因子SIX3は正常膵管上皮に発現しているが、PanIN・癌

には発現していないこと、SIX3非発現膵臓癌細胞株ではSIX3遺伝子プロモーターのCpG 

Islandがメチル化されていること、SIX3はShh遺伝子転写開始点より約300kb上流にあるエ

ンハンサー領域を介してTLE1・HDAC1依存性抑制に関わっていることを見出した。またHhシ

グナル伝達に必須な細胞内蛋白SILはlow-grade PanINから発現が増加し、癌では強発現し

ていること、正常膵管上皮で僅かに観察される蛋白集積部位は概ね基底膜に沿った細胞底

面であることを見出した。 

 

 
研究成果の概要（英文）： 

SIX3 protein was expressed in the normal duct cells of the pancreas whereas not in PanIN 
/ cancer cells. Human SIX3 promoter contained a CpG island which was methylated in SIX3(-) 
pancreatic cancer cell lines. Reporter assay revealed roles of SIX3 and TLE1/HDAC1 in 
the MACS1-dependent suppression of human Shh gene. SIL was strongly expressed in PanIN 
/ cancer cells of the pancreas. It was also weakly expressed at the basal of the normal 
duct cells of the pancreas, indicating its role for the cellular attachment to the matrix.   
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１．研究開始当初の背景 

（１）難治性癌の代表である膵臓癌では、 

形態形成因子として知られる分泌型糖蛋

白Sonic hedgehog (Shh)などヘッジホッ

グ（Hh）蛋白が75%以上の症例で過剰発現

していること、また遺伝子改変マウスを

用いた研究からK-RAS変異とHhシグナル

活性化の両者が膵臓癌発生には必要であ
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ることが報告されるに至り、膵臓癌発生

過程でのHhシグナルの役割に注目が集ま

っている。 

（２）しかし正常膵管上皮細胞から前癌

病変（PanIN）・膵臓癌に至る膵臓癌化過

程において、どのような分子機構がShh

発現をもたらしまた細胞内Hhシグナル活

性化を引き起こしているのかについて、

十分に理解されているとは言い難い。 

（３）これまで本研究代表者らはHhシグ

ナル関連因子の同定と機能解析を進めて

きたが、その中でもSIX3（中枢神経の発

生過程においてShh遺伝子を制御する転

写抑制因子）とSIL（癌細胞において細胞

内Hhシグナル伝達に必須な細胞質蛋白）

の膵臓癌化過程での役割、特にShh遺伝子

制御並びに細胞内Hhシグナル活性化への

関与の詳細は不明であった。 

 

２．研究の目的 

Hh制御因子（SIX3・SIL）の発現の変化と

Shh遺伝子活性化機構という観点から膵

臓癌化過程を分子病理学的に解析しよう

とするものである。 

 

３．研究の方法 

（１）病理組織学的解析：市販抗体およ

び本研究代表者が作成したウサギ抗SIL

抗体を用いて、担癌膵臓組織の免疫組織

学的解析を行った。 

（２）コンピューター遺伝子解析：CpG 

Island searcherなどによるコンピュー

ター解析によりヒトSIX3遺伝子プロモー

ター中のCpG Islandを予測した。 

（３）DNAメチル化解析：膵臓癌細胞株の

SIX3遺伝子プロモーター領域を

bisulfite sequencing法にて解析した。 

（４）レポーターアッセイ：文献上知ら

れているヒトShh遺伝子の臓器特異的エ

ンハンサーをクローニングしレポーター

ベクターを作成した。これをSIX3・TLE1・

HDAC1の各発現ベクターともに細胞株に

遺伝子導入しアッセイを行った。 

（５）ノックダウン解析：SIX3・TLE1に

対するsiRNAを膵臓癌細胞株に導入して

当該遺伝子産物のノックダウンを行い、

Shh発現の変化を解析した。 

（６）tetracycline誘導性SIX3発現株作

成：SIX3非発現・Shh発現ヒト膵臓癌細胞

株を元にtet-offシステムによるSIX3誘

導発現細胞株を作成した。 

（７）laser microdissection法：laser 

microdissection法にて正常膵管上皮細

胞および膵臓癌細胞DNAを抽出しSIL遺伝

子プロモーター領域のメチル化状況を解

析した。 

 
４．研究成果 

（１）SIX3について 

①担癌膵臓の免疫組織染色では、SIX3は

正常膵管上皮に陽性であるが、多くの

PanIN及び膵臓癌には陰性であった。 

またSIX3共役転写抑制因子TLE1および

HDAC1は正常膵管上皮に陽性であった。 

②コンピューター解析によりヒトSIX3遺

伝子は転写開始点を含む293塩基中にCpG 

Islandを有すること（G+C含有率57%, CpG

実測頻度／予測頻度0.674）がわかった。

この領域のシトシンはSIX3非発現ヒト膵

臓癌細胞株ではメチル化されているが、

SIX3発現ヒト膵臓癌細胞株ではヘミメチ

ル化の状態であった。 

③文献上知られているShh遺伝子の臓器

特異的エンハンサーを用いてレポーター

アッセイを行った。その結果、Shh遺伝子

転写開始点より約300kb上流にあるMACS1

と呼ばれる消化管・肺特異的エンハンサ

ー領域がSIX3およびTLE1・HDAC1依存性レ

ポーター活性抑制に関与することを見出

した。 

④SIX3発現・Shh非発現ヒト膵臓癌細胞株

において、siRNA法によりSIX3遺伝子産物

をノックダウンすると、Shh発現が見られ

た。同様にTLE1遺伝子産物のノックダウ

ンにてもShh発現が見られた。 

⑤しかしSIX3非発現・Shh発現ヒト膵臓癌

細胞株を元にtetracycline誘導性SIX3発

現株を作成し、SIX3を発現誘導すると、

Shh発現はむしろ増強した。以上よりヒト

膵臓癌細胞株では、SIX3に対する応答性

が異なる可能性が示唆された。すなわち、

SIX3発現・Shh非発現株では確かにSIX3

がShh発現に対し抑制性に働いているが、

SIX3非発現・Shh発現株にSIX3を強制発現

しても逆にShh発現が増強することから、

後者ではSIX3と共役し転写活性化する因

子が別に存在しているものと考えられた。 

以上よりヒト膵臓癌細胞株ではSIX3に対

する応答性が異なる二群、則ちSIX3非発

現群（major group)とSIX3発現群（minor 

group)に区別できる可能性を考えた。こ

のため、SIX3陽性膵臓癌症例を見出しそ

の臨床病理学的特徴を抽出すべく、症例

を増やして免疫染色を行っている。 

（２）SILについて 

①膵臓癌症例の免疫組織染色では、SIL



 

 

は正常膵管上皮に陰性〜弱陽性であるが、

low-grade PanINから染色性を増し、癌で

は強陽性であった。 

②正常膵管上皮細胞および膵臓癌細胞

DNAをlaser microdissection法にて抽出

し解析したところ、SIL遺伝子プロモータ

ー領域にメチル化状況の変化は明らかで

なかった。 

③正常膵管上皮細胞におけるわずかな

SIL陽性部位は、概ね基底膜に沿った細胞

底面であった。このことから、SILは細胞

が基底膜と接する細胞内領域において何

らかの役割を担っている可能性を考えた。 
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