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研究成果の概要（和文）： 我々は、膵癌細胞株を用いて、細胞周期での G2M checkpoint の制

御に関与する Wee1 遺伝子の発現解析を行い、正常膵上皮細胞株に比較して、膵癌細胞株におい

て Wee1 遺伝子の発現が増強していることを示した。また、ヒト膵癌切除組織より採取した正常

膵組織および癌組織を用いた Wee1 蛋白の発現解析を免疫染色法にて行い、正常膵組織において

は Wee1 蛋白発現は認めず、膵癌組織の25.5%（13/51 例）において発現していることを示した。

しかし、膵癌組織において Wee1(+)群と Wee1(-)群におけて臨床組織学的特徴の統計学的解析を

行ったが、TNM 分類、UICC stage、Histologic grade 、Residual tumor category すべての項

目において統計的有意差は認められなかった。Wee-1(+)群と Wee-1(-)群で、Overrall survival、

Disease free survival の差も認められなかった。以上の結果より、Wee1 遺伝子の膵癌におけ

る発現を確認できたが、Wee1 遺伝子単独の発現レベルは、臨床病理学的な所見と相関するもの

はなく、その機能は，他の分子との相互作用により働くものと考えられた。 

 

 

研究成果の概要（英文）：WEE1 mRNA expression in pancreatic cancer cell lines is higher 

than that in HPDE cells. Six normal pancreas tissues and 51 PDAC samples were analyzed 

by immunostaining. We did not find any significant association between WEE1 expression 

and various clinicopathologic factors in patients with pancreatic caner. There was no 

difference in overall survival and disease free survival between WEE1-positive and 

WEE1-negtive groups. Unfortunately, we did not recognize the clinical implications of 

Wee1 gene to the pancreatic cancer. 
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１．研究開始当初の背景 

 膵癌は癌死の 5 位を占めながら現在

でも 100 人中 3 人しか根治しない疾患

であり、その治療法および診断法の開発

は、社会的要請度・貢献度・緊急性が高

い。この膵癌の治療向上のためにも発癌

のメカニズムを明らかにすることは、重

要である。膵癌の発癌には、遺伝的不安

定性が関与していることがヒトの膵癌

組織や培養細胞の研究結果により示さ

れている。特に Wee1 蛋白質が、細胞周

期での G2M checkpoint の制御に関与し、

Wee1 遺伝子の欠損する細胞では、G2M 

checkpoint を欠き、遺伝的安定性を失う

ことが示されている。Wee1 ノックアウト

マウスは、胎生の３．５日で DNA の複製

が完全に終了する前にM期に移行するた

め、DNA 鎖の切断及び遺伝的安定性を失

い、アポトーシスに至る。更にノックア

ウトマウスから作製した培養細胞の実

験で Wee1 -/-細胞では G2M checkpoint

が、失われることを示した。    以

上の事象より、G2M checkpoint に関与す

る Wee1 遺伝子は、膵癌の発癌に深く関

わっており、新規の膵癌におけるがん抑

制遺伝子の可能性がある。さらには、膵

癌の診断、治療効果予測、治療効果判定

の新規の指標、または、治療標的として

の可能性も秘めており、今後の解析が期

待されている。 

 

２．研究の目的                                      

 膵臓に特異的にノックアウトをもた

らす、Pdx1-cre トランスジェニックマ

ウスと、既に我々が作製した Wee1 コン

ディッショナルマウスを交配し、膵臓特

異的に Wee1 を欠失したマウスを作製す

る。本検討により、膵発癌過程における

Wee1 遺伝子の役割を明らかにする。さら

に、手術標本を用いて、ヒト膵癌組織を

対象に Wee1 遺伝子の発現解析を行い、

ヒト膵発癌における Wee1 遺伝子の関与

を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

（1） Wee1 co/co Pdx1-Tg マウスの作

製  

 Wee1 co/co マウスと Pdx1-Tg マウス

を交配し、Wee1 co/+ Pdx1-Tgマウスを

得る。次いで、数ペアの Wee1 co/+ 

Pdx1-Tg マウス同士を交配し、Wee1 

co/co Pdx1-Tg マウスとコントロール用

のWee1 +/+ Pdx1-Tgマウスを作製する。

作成したマウスの膵臓及びコントロー

ル用の臓器より、ゲノム DNA を抽出し、

Wee1 遺伝子が膵臓で特異的に欠損する

かを確認する。 

（2） Wee1 co/co Pdx1-Tg マウスの膵

臓の状態の肉眼的、病理学的観察 

 ６カ月から１年令の数匹のマウスを使

用して、膵臓を摘出し、HE染色で、前癌

病変（PanINs）の有無を確認する。膵腫

瘍が発生した組織の RNA 及び蛋白質を、

qRT-PCR 法、ノーザンブロット法、ウエ

スタンブロット法などにより、Wee1 遺伝

子の有無、及び他の膵臓の発がんに関与

する分子群を解析をし、Wee1 遺伝子欠損

の場合の発がんのメカニズムを解析す

る。 

(3) 癌切除バルク組織を用いたヒト膵

癌組織におけるWee1遺伝子mRNA相対定

量解析        

 当研究室にストックしてあるそれぞ

れ５０検体以上の膵癌組織と正常膵組

織のバルク組織から total RNA をキアゲ

ンの組織用RNA抽出キットを用いて抽出

した。Wee1 遺伝子 mRNA 発現を

quantitative real time RT-PCR にて行

った。 

(4) マイクロダイセクションサンプル

における mRNA相対定量解析             

 切除後即時に液体窒素にて凍結保存

した手術切除組織を Palm 社の LMPC 

(laser microdissection & pressure 

catapulting system)を用いてマイクロ

ダイセクションを行った。RNA抽出は

PicoPure TM RNA isolation kit にて行

い、その quality を Bioanalyzer にて評

価後、Wee1 遺伝子 mRNA の相対的定量解

析を行った。  

(5)ヒト膵癌細胞・初代培養膵管上皮細

胞を用いた RNAi 等による機能解析  

 Wee1遺伝子をターゲットにしたsiRNA

作成し、初代培養膵管上皮細胞に導入す

ることにより、抑制実験を行い、その機

能を解析する。また、腫瘍形成性を評価

するため NOG マウス(新規免疫不全マウ

ス)を用いて、移植実験をおこなう。 

 

４．研究成果 

（1） 膵癌細胞株を用いて、Wee-1 遺伝

子発現を解析した。正常膵上皮細胞株に



 

 

比べて、膵癌細胞株において Wee-1 遺伝

子発現は増強していた。

 
 

（2） 癌切除バルク組織より正常膵部位

と癌組織部位を採取し、Wee-1の免疫組

織染色を行った。正常膵組織はWee-1 の

発現は認められなかった。一方、癌組織

の Wee-1 蛋白発現は全染色サンプル数

51例のうち13例（25.5%）においてWee-1

発現を認めた。

 
  

 

(3)Wee-1 発現と膵癌の臨床組織学的所

見の統計学的を評価を行ったが、統計学

的優位差は認めなかった。 

 

 

(4)Wee-1(+)群と Wee-1(-)群で、

Overrall survival、Disease free 

survival の差も認められなかった。

 
  

 以上のように、膵癌組織における

Wee-1 蛋白の発現の解析を行ったが、そ

れ単独の発現レベルだけでは、膵癌にお

けるWee-1遺伝子の重要性を示唆する結

果は認められなかった。
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