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題目 

 

膵管癌細胞の一次繊毛消失の機構及び影響の解析 

 

要旨 

●背景 

 ほとんど全ての動物細胞に存在する一次繊毛は、細胞表面から外部に突出した毛のよう

な構造体であり、細胞外部のシグナル因子や光、化学、機械刺激を受容し細胞内部へ伝達

する。正常な培養動物細胞においては、細胞の静止期（G0 期）への移行に伴って、分裂期

（M 期）に紡錘体形成を担う中心小体が細胞膜の内側に接着し、そこから微小管が伸長す

ることで一次繊毛が形成される。一次繊毛の機能や構造の異常は網膜変性、内臓逆位、肥

満などの症状を呈する疾患群（繊毛性疾患と総称）を惹起することが知られている。また

多くの癌で一次繊毛の消失が確認されている。一次繊毛は細胞分裂に重要な中心小体から

形成されシグナル伝達の場として機能することから、癌細胞における一次繊毛の消失が細

胞増殖異常やシグナル伝達の異常を引き起こし、癌に対して促進的に寄与することが予想

される。 

 膵臓癌の 90％以上を占める膵管癌は、5 年生存率が著しく低い癌として知られている。

先に、膵管癌病変部位、及び膵管癌細胞において一次繊毛が消失していることが報告され

たが、その分子機構は殆ど不明であった。本研究室では、膵管癌細胞において転写調節因

子であるヒストン脱アセチル化酵素 HDAC2 や癌原遺伝子 Kras の下流でセリン・スレオニ

ンキナーゼである Aurora A（AurA）が一次繊毛消失に寄与することを見出したが、AurA

の下流でどのような分子が介在するかは分かっていない。そこで本研究では、膵管癌細胞

における AurA を介した一次繊毛消失の分子機構を明らかにし、さらに、得られた知見を

基に形成誘導した一次繊毛が膵管癌細胞に及ぼす影響を検証することを目的とした。 

●研究結果 

1. 膵管癌細胞における一次繊毛消失関連分子の同定 

AurA の下流で一次繊毛消失を担う分子として、微小管分解活性を有するキネシン Kif2A, 

Kif24 に着目した。ヒト膵管癌由来 PANC1 細胞において、siRNA を用いて Kif2A, Kif24

を発現抑制したところ、Kif24 発現抑制細胞においてのみ一次繊毛の増加が認められた。ま

た、Kif24 発現抑制細胞における野生型 Kif24 の異所性発現は一次繊毛誘導を抑制(レスキ

ュー)したが、Kif24 微小管分解活性消失変異体は野生型ほど抑制しなかった。これらの結 
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果から、膵管癌細胞において Kif24 は微小管分解活性依存的に一次繊毛消失に寄与するこ

とが示唆された。次に、Kif24 をリン酸化し活性化するキナーゼとして報告されている NEK2

が膵管癌細胞において一次繊毛消失に寄与する可能性を検証した。その結果、NEK2 の発現

抑制により一次繊毛形成率が有意に増加したことから、NEK2 も膵管癌細胞の一次繊毛消

失に寄与することが示唆された。 

2. AurA-NEK2-Kif24 経路の検証 

膵管癌細胞において、AurA, NEK2, Kif24 が同一経路で働く可能性を検証した。その結

果、PANC1 細胞における AurA 阻害剤 Alisertib 添加及び Kif24 発現抑制の二重処理は、

それぞれの単独処理細胞と同程度の一次繊毛形成率を示した。この結果から、AurA と 

Kif24 は同一経路で一次繊毛消失に寄与する可能性が示唆された。同様に、AurA-NEK2

経路および NEK2-Kif24 経路を検証した結果、二重処理細胞と単独処理細胞の一次繊毛形

成に有意な差は認められなかった。これらの結果から、AurA、NEK2、Kif24 が同経路で

膵管癌の一次繊毛消失を制御する可能性が示唆された。 

次に、Kif24 が細胞内で AurA や NEK2 によりリン酸化が亢進される可能性を検証した。

AurA, NEK2, Kif24 を異所性発現させた HEK293T 細胞の抽出液を電気泳動し、ウエスタ

ンブロッティングにより Kif24 を検出した結果、AurA 及び NEK2 の単独、または共発現

細胞において Kif24 の高分子側へのバンドシフトが観察された。また、このバンドシフト

は脱リン酸化酵素処理により消失した。これらの結果から、Kif24 は AurA および NEK2

によって、直接または間接的にリン酸化される可能性が示唆された。 

3. Kif24 発現抑制膵管癌細胞の性状解析 

 Kif24 の発現抑制によって誘導された一次繊毛の影響を調べるため、CRISPR/CAS9 法に

より Kif24 発現抑制 PANC1 細胞（Kif24-3 細胞）を作出し、一次繊毛形成率が増加するこ

とを確認した。この細胞の細胞周期を調べたところ、Ｍ期マーカーであるリン酸化ヒスト

ン H3（pHH3）抗体陽性細胞の割合が低下していることが分かった。次に Kif24-3 細胞の生

体内における腫瘍形成能を調べるために、Kif24-3 細胞をヌードマウスへ異種移植した。そ

の結果、Kif24-3 細胞を移植したマウスにおいて腫瘍重量が低下する傾向が認められ、

Kif24-3 細胞由来の腫瘍において一次繊毛形成率の増加が確認された。これらの結果から、

Kif24 の発現抑制は腫瘍内の一次繊毛を増加させ増殖を抑制する可能性が示唆された。 

●総括 

 本研究により、膵管癌細胞において AurA、NEK2、Kif24 が同経路で一次繊毛消失に働く

可能性が示され、さらに AurA が Kif24 のリン酸化を亢進する結果を得た。これらの結果か

ら、新規の AurA-NEK2-Kif24 リン酸化カスケードが膵管癌細胞の一次繊毛消失に寄与する

ことが示唆された。さらに、膵管癌細胞における Kif24 の発現抑制は、in vitro において細

胞増殖の指標である pHH3 陽性細胞の割合を低下させ、in vivo において腫瘍重量を減少させ

た。以上の結果から、Kif24 依存的な一次繊毛消失は膵管癌の増殖を促進する可能性が示唆

された。今後、上記のリン酸化カスケードの詳細な分子機構、及び Kif24 発現抑制により誘

導される一次繊毛がどのように腫瘍形成に影響を与えているかを検証する必要がある。 
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第１章 序論 

 

1.1  繊毛の構造と機能 

繊毛は、1〜10 µｍまでの様々な長さの細胞から突出した毛のような微小管を軸とする構造

体である。繊毛はテトラヒメナなどの小さく単純な単細胞生物からヒトやゾウなどの大きく

高等な多細胞生物に至る多種多様な生物に存在する。繊毛は、構造及び機能的な違いから「運

動性繊毛」と「一次繊毛(非運動性繊毛) 」に分けられる。運動性繊毛は、ヒトでは精子や気

管の細胞などに存在し、細胞の運動や異物の除去などを担っている。運動性繊毛は構造的に

9 つのダブレット微小管が円形状にならび、その中心にシングレットの微小管が 2 つ存在す

ることで構造を支える軸糸となる。運動性繊毛はこれらの微小管に結合した「ダイニンアー

ム」と呼ばれる構造体が動くことで繊毛全体に運動性を与えている（図 1a）。一方で、運動

性を持たない一次繊毛は、ほぼすべての動物細胞に一本のみ存在する。一次繊毛の軸糸は運

動性繊毛に存在する中心 2 本のシングレット微小管を欠き、ダイニンアームも存在しないた

め運動能を有しない（図 1a）。一次繊毛には特有の様々なタンパク質が局在するがこれらの

タンパク質を選別しているのが、Transition zone と呼ばれる基底小体の上部に位置する区画で

ある（図 1b）。一次繊毛の膜表面にはカリウムチャネルなどのイオンチャネルやソマトスタ

チン受容体などの GPCR、また PDGF 受容体などのチロシンキナーゼ型受容体など多数のチ

ャネルや受容体の局在する【Sanches wt al., 2016; Schmid et al., 2018; Dateyama et al., 2019】。

また、一次繊毛は受容体やチャネルによる化学的刺激の受容だけでなく、生体内で起こる液

体の流れも機械的な刺激として受容することが知られ、一次繊毛は細胞外部からのシグナル

を様々な情報を受容する細胞の「アンテナ」としての機能を果たす（図 1b）【Ishikawa & Marshall, 

2011; Kobayashi & Dynlacht, 2011; Sanchez & Dynlacht, 2016; Nishimura et al, 2019】。 

 繊毛の機能異常や構造異常は、多発性腎嚢胞、網膜変性、肥満、多指症等など多岐にわた

る症状を呈する【Pazour et al., 2000; Ansley et al., 2003】。これら繊毛の異常によって引き起こ

される疾患を総称し「繊毛性疾患(Ciliopathy) 」と呼ぶ。 
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ダイニンアーム

微小管

運動性繊毛(9+2)

一次繊毛(9+0)

一次繊毛膜

細胞膜

Transition zone

軸糸（微小管）

a) b)

細胞外シグナル
（化学、機械、光刺激）

 

図 1 繊毛の構造と機能 

a) 運動性繊毛と一次繊毛の微小管の構造的違いを示す。b)一次繊毛の構造である軸糸、Tranzition zone を示す。 

 

1.2 中心小体による紡錘体形成と一次繊毛形成  

 中心小体は有糸分裂と一次繊毛の形成という二つの場面で重要な働きをする。中心体は

Distal appendage と呼ばれる構造を持つ母中心小体とそれを持たない娘中心小体、さらにはそ

の周辺に存在する中心小体周辺物質(Pericentriolar Material: PCM) によって構成されている。

中心小体は、M 期において紡錘体極として働き有糸分裂において重要な役割を果たす(図 2)。

一方で一次繊毛形成において中心小体は以下の動きをする。細胞が G0 期に移行すると中心

小体は細胞膜近傍へと移行する。この時、ゴルジ体由来と考えられている Preciliary 

vesicle(PCV)と呼ばれる小胞が母中心小体の先端に存在する Distal appendage に結合する

【Chein et al., 2018】。その後、さらに小胞が集積すると PCV は Ciliary vecicle(CV)と呼ばれ

る構造体を形成する【Lu et al., 2015】。繊毛小胞が形成された後、繊毛膜と微小管伸長が起

こり一次繊毛は形成される 。こうして形成された一次繊毛は先述したように細胞のアンテナ

として機能する。このように中心小体は正常細胞において細胞分裂のための紡錘体極と細胞

のアンテナである一次繊毛という 2 つの構造体形成のために重要である。 
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図 2 中心小体の役割 

中心小体は紡錘体形成と一次繊毛形成を担うことを示す。 

 

1.3 正常細胞における一次繊毛の形成と退縮機構 

 一次繊毛形成には、①一次繊毛形成を抑制している CP110 の除去と②Distal appendage への

小胞の輸送という 2 つの過程が存在する。まず、①に関して、細胞周期中には中心小体タン

パク質  CP110 が母中心小体を蓋で覆うように局在し一次繊毛の形成を抑制している

【Spector et al., 2007】。キネシン 13 ファミリーに属し微小管分解活性を持つ Kif24 は CP110

と結合し、中心小体からの微小管伸長を抑制することで一次繊毛形成を抑制している

【Kobayashi et al., 2011】。CP110 は母中心小体タンパク質 Cep164 と Tau tubulin kinase 2 

(TTBK2) の複合体が中心小体にリクルートされると除去される【Ajánek & Nigg, 2014】。こ

の過程により、一次繊毛形成を抑制していた機構が消失する。また②では、まず一次繊毛形

成の初期において PCV の Distal appendage への集積と、それに続く CV の形成が行われる。

モータータンパク質である Myo-5a はゴルジ体から微小管に沿って PCV を Distal appendage

に輸送する【Chein et al., 2018】。続いて、膜結合蛋白である EHD1 及び SNAP29 は繊毛小胞

を形成する【Lu et al., 2015】。さらに、低分子量 GTP 結合タンパク質 Rab11 はグアニンヌ

クレオチド交換因子(GEF) である Rabin8 と協調し低分子量 GTP 結合タンパク質 Rab8 を活

性化することによって、繊毛小胞形成に寄与する 【Schmidt et al., 2012】。また、Cep290, Talpid3 

などの分子群も Rab8 を介した繊毛小胞形成に働く【Kobayashi et al., 2014】(図 3)。現在、

一次繊毛は以上のような過程によって形成されると考えられている。 

形成された一次繊毛を退縮させる分子機構についても研究が進んでいる。細胞は細胞周期の

中で唯一 M 期では一次繊毛が観察されないことから、細胞が M 期に移行し分裂を開始する

ためには一次繊毛の消失が必要であることが予想される【Ford et al., 2018】。一次繊毛消失は
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G1 期中には完了せずに S/G2 期まで続き、一次繊毛が維持される場合がある【Paridaen et al., 

2013; Pugacheva et al., 2007; Ford et al., 2018】。そのため細胞が M 期において細胞分裂を開始

するまでに複数の一次繊毛退縮機構が一次繊毛を完全に退縮させる(図 4a)。これまでに一次

繊毛を直接的に分解する機構として NIMA-related kinase 2 (NEK2) -Kif24 経路、Polo-like kinase 

1(PLK1)-Kif2A 経路そして Aurora A (AurA) - Histone deacetylase 6 (HDAC6)経路の３つの機構

が知られている【Sanchez & Dynlacht, 2016】。 先述した Kif24 は CP110 との一次繊毛抑制機

構だけでなくNEK2-Kif24経路という有糸分裂直前で最も強く機能する機構にも重要である。

Kif24 は細胞周期中の一次繊毛形成を抑制するだけでなく、中心小体に局在するキナーゼであ

る NKE2 によりリン酸化されることで活性化し、一次繊毛退縮に働くことが報告されている

【Kim et al., 2015】。また Kif24 の発現は S 期と G2 期においてピークに達すると同時に NEK2

と Kif24 の中心小体での共局在も同時期に最も強くなる【Kim et al., 2015; Kobayashi et al., 

2011】。従って、Kif24 分解系はＭ期直前の G2 後期に強く一次繊毛を退縮させる機構である

(図 4b)。PLK1-Kif2A 経路は NEK2-Kif24 経路とほぼ同時期に強く機能する機構である。Kif2A

は Kif24 と同様にキネシン 13 ファミリーに属し微小管分解活性を持つ分子として知られる。

Kif2A は中心小体キナーゼ PLK1 によりリン酸化され、そのリン酸化状態はＭ期において最

も強くなることで一次繊毛退縮に寄与することも報告されている【Miyamoto et al., 2015】(図

4b)。AurA-HDAC6 経路は G1 期に強く機能し一次繊毛を退縮させる機構である。正常な哺乳

動物細胞の一次繊毛退縮に働く分子として最初に同定されたのが分裂キナーゼである AurA

と、微小管の脱アセチル化酵素 HDAC6 である【Pugacheva et al., 2007】。HDAC6 は AurA に

よってリン酸化されて一次繊毛微小管のアセチル化修飾を除くことで一次繊毛微小管の不安

定化を誘導し分解に導く。この AurA-HDAC6 経路による一次繊毛退縮は細胞が再び増殖を開

始する G1 期で機能する機構であり、3 つ存在する一次繊毛退縮機構の中で AurA-HDAC6 経

路は最初に働く機構である(図 4b)。以上のように、正常細胞においては G1 期に機能する

AurA-HDAC6 機構と G2 後期に機能する NEK2-Kif24 機構及び PLK1-Kif2A 機構の二回に分か

れ一次繊毛退縮を担うことが分かっている。 

AurA は分裂キナーゼと呼ばれ、有糸分裂において紡錘体形成に重要な働きをすることでよ

く知られる分子である。しかしながら、近年有糸分裂以外にも一次繊毛の退縮における様々

な機構に関与することが報告されている【Korobeynikov., 2017】。AurA は非常に多くの分子

をリン酸化する可能性があり、Kif2A や Kif24 のキナーゼである PLK1 や NEK2 も基質となる

可能性が示唆されている【Sardon et al., 2010; Joukov et al., 2014; Seki., 2008; DeVaul et al., 2017】。

このような報告からも AurA は一次繊毛消失において非常に重要となる分子であることが想

定される。 
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図 3 一次繊毛形成機構 

一次繊毛形成に関わる分子と機構を示す。 
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図 4 正常細胞における一次繊毛退縮機構と細胞周期の関係 
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(a) AurA-HDAC6 経路が G1 期で働き、NEK2-Kif24 経路及び PLK1-Kif2A 経路が G2 後期で働くことを示す。(b) 

直接的な一次繊毛退縮機構を示す。AurA、PLK1、NEK2 はキナーゼであり、HDAC6、Kif2A、Kif24 はリン酸

化を受け一次繊毛微小管に直接的に働くことを示す。 

  

 

1.4 癌と一次繊毛 

  近年、一次繊毛が癌細胞のシグナル伝達に影響を与え、癌の特性に影響を与えていること

が報告されている。膵管癌細胞においてコレステロール合成に必要なメバロン酸経路が一次

繊毛消失によって異常に活性化しており、癌の増殖を亢進させていることが報告されている

【Deng et al., 2018】。また、乳癌モデルマウスにおいて一次繊毛を消失させるとヘッジホッ

グシグナルが増強され発癌と転移が亢進することが報告されている【Hassounah et al., 2017】。

これらのように一次繊毛消失が癌に対し促進的に働く場合もあるが、逆に一次繊毛形成が腫

瘍形成に有利に働く例も報告されている。基底細胞癌は一次繊毛の増加が報告されている癌

である【Yan et al., 2017】。この基底細胞癌ではヘッジホッグシグナルの活性化に必要である

Smoothened(SMO) の活性化型変異体が発現することで腫瘍形成に有利に働くことが報告さ

れている【Wong et al., 2009; Yan et al., 2017】。また、髄芽腫でも同様に一次繊毛存在時に SMO

の活性化型変異体が発現することで腫瘍形成を促進することが報告されている【Han et al., 

2009】。以上のように一次繊毛は癌種によってその必要性は異なるが、一次繊毛が何らかの

形で癌形成や癌の進行に影響を与えていることが想定される。 

膵管癌細胞は一次繊毛の消失が確認されている【Bailey et al., 2009. Seeley et al., 2009】。膵

管癌以外にも腎臓癌細胞【Schraml et al., 2008】、乳癌【Yuan et al., 2010., Nobutani et al.,2013., 

Menzl et al., 2014】、卵巣癌【Egeberg et al., 2012】、前立腺癌【Hassounah et al., 2013】、髄芽

腫【Han et al., 2009】、胆管癌【Gradilone et al., 2013】、神経膠芽腫【Yang et al., 2013】、黒

色腫【Kim et al., 2011】などの多くの癌で、一次繊毛の消失または減少が確認されている。こ

れらの癌のように一次繊毛の消失が確認されいる癌の中には、一次繊毛の形成が癌を抑制す

る可能性を示唆している報告も存在する。軟骨肉腫や胆管癌細胞において HDAC6 の特異的

阻害剤 Tubastatin-A を用いると一次繊毛が増加し、さらにマウスへの異種移植実験から

Tubastatin-A 処理により腫瘍の重量が減少することが報告されている【Xiang et al,. 2017; 

Gradilone et al., 2013】。 

このように、多くの癌細胞では一次繊毛消失が癌の増殖や腫瘍形成などに影響を与えるこ

とが報告されている。従って、膵管癌細胞でも一次繊毛の消失が発癌や癌の進行に影響して

いることが予想される(図 5) 。 
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図 5 一次繊毛消失が膵管癌に及ぼす影響 

 

 

1.5 膵管癌における一次繊毛消失 

 膵臓癌は、日本における癌死亡者数の第 5 位の癌である。膵臓癌患者の生存率は著しく低

く、日本における 5 年後生存率は 10%以下、アメリカ合衆国では 5%以下と治療の困難な難

治性の癌として知られる。また、癌の治療において早期発見は非常に重要であるが、膵臓癌

の早期症状は顕在化しにくいため、発見時には治療困難なレベルまで進行している場合が多

い。膵臓癌と総称される癌病変の中で約 90%を占めるのが膵管癌である。膵管癌において癌

現遺伝子である Kras は 90%以上の確率で恒常活性型の変異が見つかっている。Kras 変異確

率は、患者数の多い大腸がんでは約 40％程度、肝臓癌では数％と他の癌と比較しても膵管癌

における Kras 変異確率が著しく高いことから、膵管癌は Kras への依存性の高い癌と言える。

膵管癌は膵炎から前癌細胞を経て膵管癌へと進行するが、この過程の中で一次繊毛は徐々に

減少していことが報告されている【Schimmack et al., 2016】。 

 先に、ヒト膵管癌組織、及びマウス膵管癌モデル細胞において多くの細胞で一次繊毛が消

失していることが報告された【Seeley et al., 2009】。また、Kras シグナルが下流の MEK や PI3K

を介して一次繊毛を消失させていることが示された。さらに、膵管癌細胞は、増殖マーカー

である Ki67 が陰性である細胞において一次繊毛が形成されないことから、膵管癌細胞には

Ki67 と相関しない一次繊毛抑制機構が存在すると想定された【Seeley et al., 2009】。 

 我々は、膵管癌細胞における細胞周期非依存的な一次繊毛抑制機構に寄与する分子として、

転写調節因子として働くヒストン脱アセチル化酵素 HDAC2 を見出した【Kobayashi et al., 

2017】。また、HDAC2 は AurA の転写量を調節することで一次繊毛形成を抑制すること、Kras

も AurA の転写量を制御することが分かった【Kobayashi et al., 2017】(参考図 1) 。一方、正

常細胞において AurA の下流で働くことが報告されている HDAC6 は、膵管癌細胞の一次繊

毛消失に寄与しないことも示された。これらの結果から、膵管癌細胞においては、現在まで

の正常細胞を用いた解析から得られたモデルとは異なる分子メカニズムで一次繊毛が抑制さ

れることが示唆された(図 6) 。 
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参考図 1 HDAC2 と Kras は AurA の mRNA 発現を正に制御する 

 

  

図 6 現在までの膵管癌細胞における一次繊毛消失のモデル図 

膵臓癌細胞において予想される一次繊毛消失モデルを示す。AurA-HDAC6 経路は膵臓癌細胞においては機能せ

ず、タンパク質 X が AurA の下流で働くことで一次繊毛が消失する。 

  

 

1.6 本研究の目的 

 本研究では、膵管癌細胞における一次繊毛消失の機構と影響の解明を目指し研究を進めた。 
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AurA は自身のキナーゼ活性によって膵管癌細胞の一次繊毛消失に寄与することが想定さ

れるが AurA の下流シグナル経路は同定されていない。そこで現在までに一次繊毛退縮に直

接的に働くことが報告されている Kif24 と Kif2A に焦点を当て、これらの分子が AurA の下

流で機能する可能性を想定し解析を進めた。 

また、膵管癌細胞において一次繊毛の有無が癌の増殖に影響を与えているかは不明である。

そこで、膵管癌細胞において一次繊毛を形成誘導させることで一次繊毛が膵管癌に対し抑制

的に働くか検証を試みた。 
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第 2 章 材料と方法 

 

2.1 細胞の培養 

 ヒト膵管癌由来である PANC1 細胞は、10%のウシ胎児血清(FBS; Biosera) 及び、ペニシリ

ン(100 U/ml) / ストレプトマイシン(100 g/ml) を含む Dulbecco’s modified eagle’s medium 

(DMEM; Nacalai) で、37°C , 5% CO2 の条件下で培養した。ヒト膵管癌由来である CFPAC1 細

胞は、10% のウシ胎児血清、及びペニシリン (100 U/ml) / ストレプトマイシン(100 g/ml) を

含む Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM; Nacalai) で 37°C, 5% CO2 の条件下で培養し

た。ヒト胎児腎臓由来である Lenti-X HEK293T 細胞は、10% のウシ胎児血清、及びペニシリ

ン (100 U/ml) / ストレプトマイシン(100 g/ml) を含む Dulbecco’s modified eagle’s medium 

(DMEM; Nacalai) で 37°C 、5% CO2 の条件下で培養した。各細胞はコンフルエントに達する

前に 0.25% Trypsin/EDTA 溶液で細胞を剥がし、細胞を希釈して新しい培養皿に継代した。 

 

 

2.2 プラスミド 

・pEGFP-C1-Kif24, pEGFP-C1-Kif24/VD, pEGFP-C1-Kif24/KEC (当研究室小林哲夫博士が作

製【Kobayashi et al., 2011】)  

・pCMV5−Flag-Kif24 (作成方法はプラスミドの作成参照） 

・pLVX-GFP-hNEK2-IRES-puro (Dynlacht Lab から譲渡） 

・pLVX-GFP-hNEK2 K37R-IRES-puro (作成方法はプラスミドの作成参照） 

・pEGFP-C1-hAurA (作成方法はプラスミドの作成参照） 

・pEGFP-C1-hAurA D274N (作成方法はプラスミドの作成参照） 

・pLVX-hKif24-IRES-Puro (作成方法はプラスミドの作成参照） 

・pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459)-hKif24 (作成方法はプラスミドの作成参照） 

・pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) hKif24 (作成方法はプラスミドの作成参照） 

 

2.3 試薬 

 AurA に対する特異的な阻害剤として Alisertib (ChemScene) を用いた。 

 

2.4 プラスミドの作成 

 

pCMV5−Flag-Kif24、 

 インサート DNA は pEGFP-C1-Kif24 から SalⅠ及び SmaⅠ処理により得た。ベクターとな

る pEGFP-C1 も同様に制限酵素処理し、インサートおよびベクターは FastGene Gel/PCR 
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Extraction Kit (NIPPON Genetics Co., Ltd)を用いて DNA を精製した。精製したインサートとベ

クターに Ligation High ver2 (TOYOBO) を加えて 16°C で 1 時間反応させた。その後、大腸菌

コンピテントセルに形質転換を行い、 液体培養した大腸菌から目的のプラスミドを得た。 

 

pEGFP-C1-hAurA、pEGFP-C1-hAurA D274N 

 インサート DNA は pCMV5-Flag-AurA、pCMV5-Flag-hAurA D274N(当研究室小林哲夫博士

が作製【Kobayashi et al., 2017】) から BamHⅠ及び SalⅠ処理により得た。ベクターとなる

pEGFP-C1 も同様に制限酵素処理し、インサートおよびベクターは FastGene Gel/PCR 

Extraction Kit (NIPPON Genetics Co., Ltd)を用いて DNA を精製した。精製したインサートとベ

クターに Ligation High ver2 (TOYOBO) を加えて 16°C で 1 時間反応させた。その後、大腸菌

コンピテントセルに形質転換を行い、 液体培養した大腸菌から目的のプラスミドを得た。 

 

pLVX-GFP-hNEK2 K37R -IRES-puro 

 テンプレート DNA として pLVX-GFP-hNEK2-IRES-puro（10 ng/µl）を 1 µl に対し、各プラ

イマー(10 µM)を 0.6 µl、KOD ONE Master mix(TOYOBO)を 10 µl、滅菌水を 7.8 µl 加え混合

した。これを Reaction mix として 94°C で 2 分間加熱した。その後、98°C で 10 秒、74°C で 5

秒、68°C で 50 秒を 3 サイクル、98°C で 10 秒、70 °C で 5 秒、68 °C で 50 秒を 3 サイクル、

98°C で 10 秒、66 °C で 5 秒、68°C で 50 秒を 3 サイクル、98°C で 10 秒、62°C で 5 秒、68°C

で 50 秒を 3 サイクル、98°C で 10 秒、60°C で 5 秒、68°C で 50 秒を 20 サイクルの条件で PCR

反応を行った。その後、PCR 産物に Dpn1 を 1 µl 加え 37 °C で 1 時間反応させた。FastGene 

Gel/PCR Extraction Kit (NIPPON Genetics Co., Ltd)を用いて DNA を精製し、T4 Polynucleotide 

kinase (TOYOBO)と Ligation high ver.2 (TOYOBO)を加え 16°C で 1 時間、反応させた。その後、

大腸菌コンピテントセルに形質転換を行い、 液体培養した大腸菌から目的のプラスミドを得

た。得たプラスミドからインサートを Not1 及び BamH1 処理により得た。ベクターとなる

pLVX-GFP-IRES-Puro も同様に制限酵素処理した。インサート及びベクターを FastGene 

Gel/PCR Extraction Kit (NIPPON Genetics Co., Ltd)を用いて DNA を精製し、Ligation high ver.2 

(TOYOBO)を加え 16°C で 1 時間、反応させた。大腸菌コンピテントセルに形質転換を行い、 

液体培養した大腸菌から目的のプラスミドを得た。その後、シークエンサーを用いて増幅し

た PCR 産物の塩基配列を確認した。 

 

以下に使用したプライマーを示す。 

 

変異導入に用いたプライマー 

Fw. Primer: 5’- AGAGAACTTGACTATGGCTC 

Rev Primer: 5’- CCAAACTAATATCTTGCCAT 

 

シーケンスプライマー 

Fw. Primer: 5’- TTGACGCAAATGGGCGGTAG  

Fw. Primer: 5’- TACAAAGGGAACCAAGGAAA  
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Fw. Primer: 5’- TTGAGAACCCTTTAATAGCA  

 

CRISPR/Cas9 プラスミド 

以下に示すオリゴ DNA (100 µM)をそれぞれ 4 µl、10ｘM Buffer を 2 µl 混合し 95°C で 4 分間

静置した後、70 ℃の水浴で室温になるまで徐々に冷却した。これをアニールド DNA として

ベクター（pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459)または pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX458)）と混合し、そ

こに Ligation high ver.2 を加え 16°C で 1 時間反応させた。その後、大腸菌コンピテントセル

に形質転換を行い、液体培養した大腸菌から目的のプラスミドを得た。 

以下に使用したオリゴ DNA を示す。 

 

オリゴ DNA 

Fw. Oligo: 5’- CACCGTTGTCTGAAGATGACGCTCT-3’ 

Rev. Oligo: 5’- AAACAGAGCGTCATCTTCAGACAAC-3’ 

 

pLVX-hKif24-IRES-Puro 

 インサート DNA は pCMV5−Flag-hKif24 から SalⅠ及び SmaⅠで処理した。ベクターは

pLVX-hKif24-IRES-Puro を EcoR1 で処理し、バッファー置換のため FastGene Gel/PCR 

Extraction Kit (NIPPON Genetics Co., Ltd)を用いて DNA 断片を 30 µl で溶出した。その後、DNA

溶液 28.5 µl に対し Klenow Buffer を 8 µl、dNTP mix(2mM) を 2 µl、Klenow Fragment を 1.5 µl

加え 37°C で 30 分、反応させた。この反応溶液を再度バッファー置換し溶出液を Xho1 で処

理した。その後、インサート DNA およびベクターは FastGene Gel/PCR Extraction Kit (NIPPON 

Genetics Co., Ltd)を用いて DNA を精製した。インサート DNA とベクターの溶液に Ligation 

high ver.2 を加え 16°C で 1 時間反応させた。その後、大腸菌コンピテントセルに形質転換を

行い、 液体培養した大腸菌から目的のプラスミドを得た。 

 

 

2.5 siRNA の導入 

 PANC1 細胞への siRNA の導入は Lipofectamine RNAiMAX (Life Technologies) を用いた。24 

well プレートに PANC1 細胞を 10 % FBS を含む DMEM 培地に 1.0 × 105 Cells /well となるよ

う播き、翌日、siRNA を添付の説明書に従い Lipofectamine RNAiMAX で導入した。siRNA 導

入から 5 時間後に 10% FBS 及び、ペニシリン (100 U/ml) / ストレプトマイシン(100 g/ml) を

含む DMEM 培地に培地交換した。翌日、ペニシリン (100 U/ml) / ストレプトマイシン(100 

g/ml) を含む DMEM 培地に培地交換して血清飢餓条件下で 48 時間培養した。siRNA 導入

72 時間後 (血清飢餓条件下で培養 48 時間後) に細胞を回収した。CFPAC1 細胞については、

DMEM の代わりに IMDM を用いて、以下同様に行った。 

使用した siRNA(SIGMA) の配列を以下に示す。siLuciferase, siKras, siHDAC2 については先

の論文で用いたものを使用した。【Kobayashi et al., 2017】 

sihKif24_3UTR: GGAAGAAAGCUCCGAAAUAuu 
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sihKif2A_1: CUGACCUUGUUCCUGAUGAAGaa 

sihKif2A_3UTR: GUCAGCUGUAAGGGCCAUUUGaa 

sihNEK2＃1: GAUGCAAUUUGGUCAUUAAtt 

sihNEK2＃2: GAAAGGCAAUACUUAGAUGtt 

 

2.6 PANC1 細胞のレスキュー実験 

 24 well plate に PANC1 細胞を 10% FBS を含む DMEM 培地に 1.0 x 105 cells / well となるよ

う播種し、翌日、Lipofectamine 2000 を用いて添付の説明書に従い siRNA と Plasmid を同時に

導入した。5 時間後に 10% FBS 及び、ペニシリン (100 U/ml) / ストレプトマイシン(100 g/ml) 

を含む DMEM 培地に培地交換した。翌日、ペニシリン (100 U/ml) /ストレプトマイシン(100 

g/ml) を含む DMEM 培地に培地交換して血清飢餓条件下で 48 時間培養した。siRNA 導入

72 時間後(血清飢餓条件下で培養 48 時間後) に細胞を回収した。 

 

2.7 恒常的 Kif24 ノックダウン細胞（Kif24-3 細胞）の樹立 

 6-well plate に  PANC1 細胞を  2ｘ105 Cells を播種し、翌日  pSpCas9(BB)-2A-Puro 

(PX459)-hKif24 プラスミドを LipofectAMINE2000 (Invitrogen) で遺伝子導入し、5 時間後に

培地交換、翌日に 5 μg/ml Puromycin、10% FBS、P/S を含む DMEM に培地交換し 3 日間

培養した。その後、限界希釈法により 96-well plate に 1 cell/ well になるように播種し、約 4

週間培養した。生存した細胞を適宜 24-well plate、6-well plate、100 mm ディッシュにスケー

ルアップし、Kif24 ノックダウン細胞候補株とした。候補細胞株のゲノム変異を検討するため

に、Quick Extract Solution (epicentre)を用いてゲノム DNA 抽出を行った。抽出した DNA を

鋳型として以下に示すプライマーと Ex taq polymerase (Takara)を用いて 2 度 PCR 反応を行

い、Kif24 ターゲット領域を含むゲノム DNA 断片を増幅した。その後シークエンサーを用い

て増幅した PCR 産物の塩基配列を解読した。ゲノムへの変異が確認された細胞株の一部は 

Cell Lysis Buffer を用いて細胞抽出液を調製後、Kif24 タンパク質量を anti-Kif24 抗体（当研

究室小林哲夫博士により作成【Kobayashi., 2011】）を用いたウエスタンブロットにより Kif24

タンパク質量の減少を確認した。 

以下にプラスミド作成に用いたプライマーを示す。 

 

hKif24 genome nested PCR (1st PCR) 

FW. Primer: 5’- ATGGCATCCTGGTTATATGAATG -3’ 

Rev. Primer: 5’- AATCCCCCAGTATTGCAGAAAGG -3’ 

 

hKif24 genome nested PCR (2nd PCR) 

FW. Primer: 5’- GTGAAGCTGAACTTGCACAGTA -3’ 

Rev. Primer: 5’- GGTGAAAAGAGTGAAGTGCTGA -3’ 
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hKif24 シーケンスプライマー 

FW. Primer: 5’- TTCACTGCCCTTGGCCTTCA-3’ 

  

2.8 ウィルス作成 

 Lenti-X 293T 細胞を 100 mm dish に 40%では播種し 24 時間培養した。PBS を 930 µl に対し

pLVX-hKif24-IRES-Puro または pLVX-3Flag-IRES-Puro を 4.2 µl、Δ8.9 を 3.2 µl、VSVG を 2.2 

µl、pcRev を 0.4 µl、PEI (1mg/ml) を 60 µl 加え混合し、室温で 15 分間インキュベートした。

その後、混合液を培養した Lenti-X 293T 細胞に加え、12 時間後培養液を交換し、さらに 60

時間培養した。培養液 9 ml を回収し、Lenti-X Concentrator (Clontech) 3 ml を加え 4°C で 30 分

インキュベートし 1500 x g、4 ℃で 45 分間遠心した。上清を除きペレットに PBS を 300 µl

加え溶解した。 

 

2.9 レスキュー細胞の作成 

 Kif24-3 細胞を 12 well plate に 30%の割合で播種し培養した。24 時間後、培地を除き新たに

5 µg/ml Polybrene (Nacalai)になるように調整した培地に交換した。そこにレンチウィルス溶液

100 µl を加え、72 時間培養した。その後、3 µg/ml Puromycin になるように調整した培地に交

換し、これを 4 日間ごと繰り返し、生存した細胞を Kif24-3 rescue 細胞とした。 

 

2.10 免疫染色法 

免疫染色に用いる細胞は 24 well plate で 12 mm カバーガラス上に接着させて培養した。培

養液を除去し、PBS で 2 回洗浄した後、3.75% formalin/PBS に 10 分間浸して固定した。その

後、PBS で 2 回洗浄し、0.2% TritonX-100/PBS に 10 分間浸して膜透過処理を行った。膜透過

処理後、PBS で 2 回洗浄し 5% BSA/PBS に 30 分間浸してブロッキングを行い、5% BSA/PBS

で希釈した一次抗体に室温で 2時間浸した。その後、10分間ごとに PBSでの洗浄を 3回行い、

5% BSA/PBS で希釈した二次抗体に遮光しながら室温で 1 時間浸した。10 分ごとに遮光しな

がら PBS での洗浄を 3 回行い、マウント剤を用いて封入した。その後、蛍光顕微鏡 (Axio 

Observer: Carl Zeiss) を用いて観察を行った。 

使用した一次抗体と二次抗体および希釈倍率を以下に示す。 

 

一次抗体 

・ Anti-Arl13b Rabbit Ab (Proteintech) : 1/2,000  

・ Anti-Arl13b Mouse Ab (NeuroMab) : 1/1,000  

・ Anti-Glutamylated tubulin Mouse Ab (GT335) (AdipoGen) : 1/1,000 

・ Anti-Ki67 Rabbit Ab (Abcam) : 1/2,000 

・ Anti-phospho histone H3 Mouse Ab (MAB institute) : 1/1,000 

・ Anti-IFT88 Rabbit Ab (Proteintech) : 1/1,000 

 

 

二次抗体 
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・Alexa 488 labeled goat anti-mouse IgG (Molecular Probe) : 1/500 

・Alexa 594 labeled goat anti-rabbit IgG (Molecular Probe) : 1/500 

核染色試薬 

・ 10 mg/ml Hoechst: 1/2,000 

 

 

2.11 RNA 抽出 

 12 well plate で細胞を培養し、Sepasol (Nacalai) を 1 ml 加えた。1.5 mL チューブへ移し、

vortex で混和した後、室温で５分静置した。Chloroform を 0.2 ml 加え転倒混和した。室温で 2

〜3 分間、静置した後 15,000 rpm、4℃で 15 分間遠心した。水相を新しい 1.5 mL チューブへ

移し、Isopropyl alcohol を 0.5 ml 加え、室温で 10 分間静置した後、15,000 rpm、4℃で 10 分間

遠心し、上清を取り除いて 75%エタノールを 1 ml 加え、vortex で混和した。15,000 rpm、4℃

で 10 分間遠心し、上清を完全に取り除き、２分間程度室温で沈殿を乾かした。Nuclease-free 

water を 50 µl 加えた後、RNA 濃度を Nanodrop による紫外吸光度の測定により求めた。 

 

2.12 逆転写反応 

 ReverTraAce qPCR RT Kit (TOYOBO) を用いて、説明書に従い反応を行った。500 ng/7 µl

となるように調製した RNA を 65°C で 5 分間置いた後、氷上で 1 分間静置し、5 × RT Buffer 2 

µl、RT Enzyme Mix 0.5 µl、Primer Mix 0.5 µl を加え、37℃で 15 分、98°C で 5 分という条件で

逆転写反応を行った。 

 

2.13 定量的 PCR 

 逆転写反応により得られた cDNA 0.5 µl に対し、10 µM Fw Primer 0.3 µl、10 µM Rev Primer 

0.3 µl、THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (TOYOBO) 5 µl、MilliQ 水 3.9 µl 加え Reaction mix

を調製し、95 °C で 60 秒反応させた後、95°C で 10 秒、56℃で 30 秒を 40 サイクルの条件で

PCR を行った。プライマーの配列を以下に示す。 

 

GAPDH 

qhGAPDH_1_F: 5’–GGCTGAGAACGGGAAGCTTG–3’ 

qhGAPDH_1_R: 5’–ACTCCACGACGTACTCAGCG–3’ 

 

Kif24 

qhKif24_1_F: 5’–GACGGCATTGTCTTCTCCTC–3’ 

qhKif24_1_R: 5’–AGGATGCCATTTTGGTGAAT–3’ 

 

qhKif24_2_F: 5’–ACCTTTCTGCAATACTGGGG–3’ 

qhKif24_2_R: 5’–TCTCCATCTCAGTCCAAGGA–3’ 

 

qhKif24_3_F: 5’–GGAGGTACGTCGTGGAGAAA–3’ 
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qhKif24_3_R: 5’–CGCCTCACCAAAGACTTCAT–3’ 

 

qhKif24_4_F: 5’–CTTGGCTGGCAGTGAAAGAG–3’ 

qhKif24_4_R: 5’–TGTGTTCCTGATCCAGTGCT–3’ 

 

Kif2A 

qhKif2A_1_F: 5’–TCCAGAAACACCTCCACCTC–3’ 

qhKif2A_1_R: 5’–GGAAATTGACTGGGCCGTG–3’ 

 

qhKif2A_2_F: 5’–TGACTCAGCTCCTAATGAAATGG–3’ 

qhKif2A_2_R: 5’–CCACTTCCAGTCTGCCCATA–3’ 

 

NEK2 

qhNEK2_1_F: 5’–TTGGAGACTTTGGGCTAGCT–3’ 

qhNEK2_1_R: 5’–AGCAGCCCAATGACCAGATA–3’ 

 

qhNEK2_2_F: 5’–AGCCCTGTATTGAGTGAGCT–3’ 

qhNEK2_2_R: 5’–CACGAACACAAAGCTCCTGT–3’ 

 

2.14 フローサイトメトリーによる細胞周期の解析 

 培養皿中の培養液を PBS に置換して、0.25% Trypsin/EDTA 溶液で細胞を剥離させた後、15 

ml チューブに移し 1,000 rpm、4°C で 3 分遠心した。PBS を 1 ml 加え再度 1,000 rpm、4°C で

3 分遠心した。上清を取り除き PBS を 200 µl 加え懸濁した後、ボルテックスをしながら-20 °C

のエタノールを 500 µl 加え氷上で 30 分間静置した。再び 1,000 rpm、4°C で 3 分遠心した。

その後上清を捨て、再び遠心した後上清を捨てた。1 mM EDTA/PBS を 90 µl、100 µg/mL 

Propidium Iodide (PI) を 5 µl、10 mM TE-RNase を 5 µl 加え氷上で 45 分間静置した。その後

0.5 ml の 1 mM EDTA/PBS を加えた後フローサイトメトリー(FACS Calibur、Becton Dickinson)

で PI の蛍光強度を測定した。得られたデータは解析ソフトウェア Flowjo (FLOWJO, LLC)を

用いて解析した。 

 

2.15 ウエスタンブロッティング 

 遠心分離により回収した細胞を Cell lysis buffer にて懸濁し、on ice で 30 分インキュベート

した。その後 15,000 rpm, 4°C, 15 分間遠心分離し、上清を回収した。CBB G-250 溶液(5 倍濃

縮、Nacalai tesque)を用いた Bradford 法により上清のタンパク質量を測定し任意の濃度に希釈

後、sample buffer (5x)を加え 95°C で 5 分間インキュベートしたものをサンプルとした。アク

リルアミドゲルを用いた SDS-PAGE により分離し、その後 polyvinylidene difluoride membrane 

(PVDF 膜: Millipore)もしくは Nitrocellulose membrane に転写した。 転写したメンブレンを

Blocking buffer 中で 1 時間振盪させ、ブロッキングを行った後、 Blocking buffer で希釈した

一次抗体で 4°C でオーバーナイトし一次抗体反応を行った。その後メンブレンを PBS-T で 10
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分毎に 3 回洗浄し、Blocking buffer で希釈した HRP 標識二次抗体にメンブレンを浸し、1 時

間静置し二次抗体反応を行った。再びメンブレンを PBS-T で 10 分毎に 3 回洗浄し、

Chemi-Lumi One (Nacalai tesque)もしくは Chemi-Lumi One Ultra (Nacaral tesque)を用いて化学

発光を検出した。 

 

一次抗体 

・ Anti-Kif24 Rabbit Ab (当研究室小林哲夫博士により作成【Kobayashi., 2011】) : 1/1,000 

・ Anti-NEK2 mouse Ab (BD) : 1/2,000 

・ Anti-AurA Rabbit Ab (Cell signaling) : 1/1,000 

・ Anti-β-actin mouse Ab (Santa Cruz Biotechnology):1/2000  

二次抗体 

・Anti-Mouse-IgG, HRP-Linked F (ab’) 2 Fragment (GE Healthcare): 1/5,000 

・Anti-Rabbit-IgG, HRP-Linked F (ab’) 2 Fragment (GE Healthcare): 1/5,000 

 

Cell lysis buffer 

50 mM HEPES-NaOH (pH 7.5)  

150 mM NaCl 

5 mM EDTA 

0.5% (v/v) NP-40 

10% (w/v) Glycerol 

1 mM DTT 

2 μg/ml Leupeptin 

0.5 mM PMSF 

5 mM NaF 

10 mM β-Glycerol phosphate 

1 mM Na3VO4 

 

PBS-T 

137 mM NaCl  

8 mM NaHPO4 

1.5 mM KH2PO4 

0.05% (W/V) Tween-20  

 

TBS-T 

50 mM Tris (pH=7.4） 

138 mM NaCl,  
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2.7 mM KCl,  

0.05% Tween 20 

 

2.16 リン酸化の検出 

 発現プラスミドを導入した HEK293T 細胞を Cell lysis buffer で溶解しウェスタンブロッテ

ィングと同様の方法で細胞抽出液を作成した。タンパク質量 500 µg に対し Anti-FLAG M2 

affinity Gel (Sigma Aldrich #A2220)を 10 µl 加え、サンプルの溶液量が 500 µl になるように調整

した。このサンプルを 4°C で 3時間穏やかに撹拌させ反応させた。反応後、レジンを Cell lysis 

buffer で 3回洗浄した。さらに CIAP Buffer で洗浄し、上清を取り除き CIAP Buffer を 10 µl

と CIAP を１µl 加え 37°C で 1時間反応させた。上清を除去し sample buffer (2 x)を加え 95°C

で 5 分間インキュベートしたものをサンプルとした。SDS-PAGE 用ゲルは 8%で作成し電気

泳動は 100 V で 20 分泳動した後、150 V で 3 時間泳動した。さらに、PVDF 膜への転写は 50 

V で 2 時間行い、これを検出した。 

 

2.17 細胞増殖アッセイ 

 24-well plateに PANC1細胞を 1ｘ104 cells/wellで播種し 72時間または 144時間、培養した。

72 時間または 144 時間経過後 0.25 % Trypsin/EDTA 溶液 100 µl で細胞を剥がし、そこに 100 µl

の DMEM 培地を加え細胞を懸濁した。200 µl の細胞懸濁液に 10 µl の Trypan blue を加え血球

計算盤を用いて生細胞数をカウントした。 

 

2.18 異種移植実験 

 培養皿に 3 x 107 cells/well の細胞を培養し、0.25% Trypsin/EDTA 溶液で細胞を剥離し PBS 

0.5 ml に懸濁し細胞懸濁液を作成した。細胞懸濁液をセルストレーナー付ラウンドボトムチ

ューブ(FALCON)を用いフィルトレーションした溶液から 2 x 107 Cells の細胞懸濁液を調整

した。細胞懸濁液 100 µl をマウス(系統: BALB/c nu/nu、性別: メス、週齢: 7 週齢)1 匹に対し

2 箇所皮下にインジェクションした。その後、14 週間マウスを飼育すると共に観察し腫瘍の

大きさを縦、横、高さを測定し腫瘍の体積を算出した。14 週経過した後マウスから腫瘍を摘

出し腫瘍重量を測定した。 

 

腫瘍体積=縦ｘ横ｘ高さ x 0.5 

 

2.19 組織切片作成 

 摘出した腫瘍を 10% Sucrose/PBS,°C で腫瘍が液内で沈降するまで静置し、20% Sucrose/PBS

に入れ替え、一晩 4°C に静置した。その後、30% Sucrose/PBS に置換し、さらに一晩 4°C に

静置した。30% Sucrose/PBS で置換させた腫瘍を OTC Compound を充填したケースに入れ
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-80°C で凍結した。その後、ミクロトームトームを用い 7 µm の厚さで切片を切り出しシラン

コートされたスライドガラスに吸着させた。 

 

2.20 組織免疫染色 

 組織切片を Acetone 中で 15 分間浸し固定した。PBS で 4 回洗浄した後、10 mM EDTA 溶

液に入れた組織切片を 15 分間、電子レンジで沸騰させた。その後、完全に乾燥させ、0.2% 

TritonX-100/PBS に 10 分間浸して膜透過処理を行った。膜透過処理後、PBS で 2 回洗浄し 5% 

BSA/PBS に 30 分間浸してブロッキングを行い、5% BSA/PBS で希釈した一次抗体に室温で 2

時間浸した。その後、10 分間ごとに PBS での洗浄を 3 回行い、5% BSA/PBS で希釈した二次

抗体に遮光しながら室温で 1時間浸した。10分ごとに遮光しながら PBSでの洗浄を 3回行い、

マウント剤を用いて封入した。その後、蛍光顕微鏡(Axio Observer: Carl Zeiss) を用いて観察

を行った。 

 

使用した一次抗体と二次抗体および希釈倍率を以下に示す。 

・ Anti-Arl13b Rabbit Ab (Proteintech) : 1/1,000  

・ Anti-Acetylated tubulin Mouse Ab (AdipoGen) : 1/1,000 

・ Anti-Ki67 Rabbit Ab (Abcam) : 1/1,000 

・ Anti-phospho histone H3 Mouse Ab (MAB institute) : 1/1,000 
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第 3 章 結果 

 

3.1 膵管癌細胞における一次繊毛消失に介在する分子の同定 

 膵管癌細胞においてAurAの下流で一次繊毛消失に関与する分子は同定されていないため、

以下に探索した。 

 

3.1.1 PANC1 細胞の一次繊毛消失に介在する分子の探索 

 当研究室において、正常細胞の一次繊毛退縮に働く HDAC6 が膵管癌細胞では一次繊毛消

失に寄与しないことが示された(図 6)。そこで、膵管癌では HDAC6 以外の分子が一次繊毛の

消失に働くと考え、現在までに一次繊毛退縮に関与する分子として報告されている Kif24 と

Kif2A に注目し、これらの分子が膵管癌細胞の一次繊毛消失に関与するかを検証した。膵管

癌細胞株である PANC1 細胞は、血清飢餓培養条件下において低頻度(15-25%)で一次繊毛を形

成することがわかっている。そこで、Kif24 及び Kif2A に対する siRNA を用いてこれらの分

子を発現抑制した PANC1 細胞を血清飢餓培地で培養し一次繊毛形成を調べた。それぞれに

対する siRNAを導入した細胞において２種類のプライマーを用いてmRNAレベルを qPCRに

よって測定した。その結果、Kif24 に対する siRNA を導入した細胞の Kif24 の mRNA レベル

において 40%程度の減少が観察された。一方、Kif2A siRNA 導入細胞の Kif2A の mRNA レベ

ルは 2 つの異なる siRNA(siKif2A_1 及び SiKIf2A-3UTR)いずれの場合も 75%程度の減少が認

められた(図 7a) 。次に、免疫染色法により各サンプルの一次繊毛形成(Arl13b: cilia) と増殖

マーカーである Ki67 陽性細胞の割合を評価した。その結果、siKif24_3UTR を導入した細胞

においてコントロール(siLuc) と比較し一次繊毛形成率の有意な増加が確認された。一方、

Kif2A に対する２本の siRNA を導入した細胞ではいずれの場合も一次繊毛形成率の有意な増

加は見られなかった(図 7b) 。また、一次繊毛形成率の上昇が見られた Kif24 に対する siRNA

を用い場合の Ki67 陽性細胞の割合には変化が見られなかった。同様に、Kif2A に関しても

Ki67 の割合に影響は見られなかった。これらの結果から、膵管癌細胞において血清飢餓条件

下でKif24を発現抑制するとKi67陽性細胞の割合に関係なく一次繊毛を誘導することが示唆

された。 

 また、siKif24 の導入によって増加する一次繊毛様の構造体が真に一次繊毛であるかを確か

めるため、複数の一次繊毛のマーカー(グルタミン酸化チューブリン、Arl13b、アセチル化チ

ューブリン、IFT88) を用いて免疫染色を行った。その結果、siKif24 の導入によりすべての一

次繊毛マーカー陽性の構造体が増加したことから、Kif24 の発現抑制は構造的に正常な一次繊

毛形成を誘導することが示唆された(図 8) 。 
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  図 7 PANC 細胞における siRNA を用いた Kif24, Kif2A の発現抑制と一次繊毛形成 

 (a) PANC1 細胞においてコントロール siRNA(siLuc) と Kif2A に対する siRNA(siKif2A_1、siKif2A_3UTR)及び

Kif24 に対する siRNA(siKif24_3UTR) を導入し定量的 PCR を用いてそれぞれ 2 本のプライマーでノックダウン

効率を求めた。白と黒のカラムはそれぞれ異なるプライマーを示す。グラフは平均値±標準偏差を示す。(* 

P<0.05, ** P<0.01, n=3) (b) PANC1 細胞において Kif24 と Kif2A を発現抑制し、血清飢餓条件下で 48 時間培養し

た。その後、一次繊毛マーカーである Arl13b と細胞周期マーカーである Ki67 で免疫染色し、核を Hoechst で染

色した。その後、一次繊毛形成率とKi67陽性細胞の割合を算出した。グラフは平均値±標準偏差を示す。(* P<0.05, 

** P<0.01, n=3-5) 
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図 8 siRNA による Kif24 発現抑制 PANC1 細胞における各種抗体を用いた免疫染色 

  PANC1 細胞において図 7と同様の方法でコントロール siRNA(siLuc) とKif24 に対する siRNA (siKif24_3UTR) 

を導入、(上図) グルタミン酸化チューブリン(緑）と Arl13b(赤) 、(下図) アセチル化チューブリン(緑) と

IFT88(赤) に対する抗体で免疫染色した。核は Hoechst で染色した(青) 。白矢印：一次繊毛(Scale bar: 10µm) 

 

3.1.2 PANC1 細胞における Kif24 の一次繊毛消失に対する効果の検証 

 Kif24 の過剰発現が膵管癌細胞の一次繊毛形成を抑制するか確かめるため、PANC1 細胞に

GFP 融合 Kif24 を異所性発現し一次繊毛形成を調べた。その結果、siLuc を導入した細胞にお

いてGFP-Kif24を異所性発現させるとコントロール細胞よりも一次繊毛が有意に減少した(図

9 siLuc & GFP vs siLuc & GFP-Kif24)。Kif24/KEC 変異体は Kif24 の微小管分解活性を失った変

異体である【Kim et al., 2015】。この変異体を用い、Kif24 の微小管分解活性が膵管癌細胞の

一次繊毛消失に寄与するか調べた。その結果、KEC 変異体を発現させた細胞では一次繊毛の

有意な減少は確認されなかった(図 9, siLuc & GFP vs siLuc & GFP-Kif24/KEC)。 

次に、Kif24 の発現抑制によって増加した一次繊毛が Kif24 の異所性発現によってレスキュ

ーされるか検証した。siKif24-3UTR によって Kif24 を発現抑制し GFP を導入した細胞では一

次繊毛が増加したのに対し Kif24 発現抑制下で GFP-Kif24 を異所性発現させると、Kif24 の発

現抑制による一次繊毛の増加が GFP-Kif24 の異所性発現によって抑制された(図 9, siKif24 & 

GFP vs siKif24-3UTR & GFP-Kif24)。一方、Kif24 発現抑制下で GFP-Kif24/KEC を異所性発現

させた細胞でも同様に一次繊毛形成が抑制されたが、野生型を発現させた細胞より抑制効果

は低かった(図 9, siKif24 & GFP vs siKif24-3UTR & GFP-Kif24/KEC)。 
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これらの結果から、Kif24 は PANC1 細胞において一次繊毛消失に寄与する分子であること

が示唆された。さらに、Kif24 による一次繊毛消失は Kif24 の微小管分解活性に依存すること

も示唆された。 
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図 9 PANC1 細胞における Kif24 レスキュー実験 

  (a) PANC1 細胞においてコントロール(siLuc) または siKif24_3UTR (siKif24) の siRNA を、GFP, GFP-Kif24, 

GFP-Kif24/VD, GFP-Kif24/KEC と共に導入し、48 時間培養した。その後一次繊毛マーカーである Arl13b(赤) で

免疫染色し、核を Hoechst で染色した(青) 。(Scale bar=10µm) (b) GFP 陽性細胞における一次繊毛形成率を算出

した。グラフは平均値±標準偏差を示す。(* P<0.05, ** P<0.01, n=3-4) 

 

3.1.3 CFPAC1 細胞における Kif24 発現抑制による影響 

 PANC1 細胞において Kif24 が一次繊毛消失に寄与することが示唆された。そこで、同様の

効果が他の膵管癌細胞においても見られるかを検討するために、低頻度で一次繊毛を形成す

ることが既知である膵管癌細胞株 CFPAC１細胞を用いて Kif24 の発現抑制を行った。その結

果、PANC１細胞と同様に、Kif24 発現抑制により細胞周期中の細胞数の割合に変化は見られ

なかったが、一次繊毛形成率の有意な増加が確認された(図 10) 。この結果から、膵管癌細胞

において普遍的に Kif24 が一次繊毛消失に寄与していることが示唆された。 
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図 10 CPFPAC1 細胞における siRNA による Kif24 の発現抑制実験 

 CFPAC1 細胞においてコントロール(siLuc) または siKif24_3UTR (siKif24) の siRNA を導入し、血清飢餓条件

下で 48 時間培養後、図 7 と同様に細胞を染色した。その後一次繊毛と Ki67 陽性細胞の割合を算出した。グラ

フは平均値±標準偏差を示す。(** P<0.01, n=3) 

 

 

 

3.1.4 CRISPR/CAS9 システムによる Kif24 発現抑制 PANC1 細胞の樹立 

 恒常的に一次繊毛が増加した細胞となることが期待される Kif24 ノックアウト細胞の樹立

を試みた。PANC1 細胞において CRISPR/CAS9 システムを用いて Kif24 遺伝子の翻訳領域に

変異を導入し Kif24 ノックアウト PANC1 細胞の候補として Kif24-3 を得た。Kif24-3 細胞にお

ける Kif24 遺伝子の変異をゲノムシーケンス法によって調べた。その結果、Kif24-3 細胞は

Kif24 遺伝子に異なる 4 つの変異を持つことが確認された(図 11, a)。しかしながら、変異の確

認された遺伝子配列の中にフレームシフトの起こらない 3 塩基欠失の変異を持つことも確認

された。この結果から、Kif24-3 細胞は Kif24 ノックアウト細胞ではないと判断したが、今後

の実験において一次繊毛が恒常的に増加した細胞であることが重要であるため、変異の確認

された Kif24-3 細胞において Kif24 タンパク質発現量と一次繊毛形成率を評価した。まず、

Kif24-3 細胞においてタンパク質発現量を調べた。その結果、Kif24-3 細胞において野生型の

PANC1 細胞と比較し明らかな Kif24 タンパク質量の減少が確認された(図 11, b)。次に、血清

飢餓条件下での一次繊毛形成率を調べた。その結果、siRNA による発現抑制よりも顕著な一

次繊毛形成率の増加が有意に確認された(図 11, c)。次に、Kif24-3 細胞で見られる一次繊毛の

増加が Kif24 発現抑制による効果であることを検証するために、Kif24 一過性発現によるレス
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キュー実験を行った。その結果、Kif24-3 細胞において見られる一次繊毛増加は Kif24/WT 異

所性発現によってレスキューされた(図 11, d)。一方、微小管分解活性を失った Kif24 変異体

である Kif24/KEC の異所性発現ではレスキューされなかった(図 11, d)。この結果は siRNA に

よる実験と同様の結果であった(図 9b)。次に、細胞の増殖条件下において Kif24-3 細胞が一次

繊毛を形成するか検証したところ、Kif24-3細胞において有意に一次繊毛が増加した(図 11, e)。

また、レンチウィルスを用いてKif24を恒常的に異所性発現する細胞(Kif24-3rescue)を作成し、

増加した一次繊毛形成がキャンセルされるか調べた。その結果、Kif24-3rescue 細胞において

一次繊毛形成はほぼ野生型と同様まで抑えられた(図 11, e)。これらの結果から、Kif24-3 細胞

は一次繊毛が増加した恒常的な Kif24 ノックダウン細胞であることが示唆された。 
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図 11 CRISPR-CAS9 システムによる Kif24 遺伝子変異細胞の樹立 

(a)CRISPR/Cas9 と hKif24 に対する gRNA を PANC1 細胞に導入し Clone1 及び Clone2 細胞を樹立した。樹立

PANC1 細胞からゲノムを抽出し、ターゲット領域の配列を解析した。-は欠損箇所を表している。 また、PAM 

配列と gRNA を示している。(b) PANC1 細胞と恒常的 Kif24 ノックダウン細胞の Kif24-3 細胞における Kif24

の発現量をウエスタンブロットにて解析した。(c) PANC1 細胞と恒常的 Kif24 発現抑制細胞を血清飢餓条件下で

48時間培養した。(d) PANC1細胞と恒常的Kif24発現抑制細胞にGFP, GFP-Kif24, GFP-Kif24/KECと共に導入し、

血清飢餓条件下で 48 時間培養した。その後、一次繊毛マーカーで染色し一次繊毛の割合を算出した。(e)血清存

在下で 48 時間培養し一次繊毛形成率を調べた。(c, e) 図 7 と同様に細胞を染色し、一次繊毛形成率を算出した。

グラフは平均値±標準偏差を示す。(* P<0.05, ** P<0.01, n=3) 

 

3.1.5 PANC1 細胞の一次繊毛消失における NEK2 関与の検証 

 NEK2 は乳癌細胞及び正常細胞であるヒト網膜由来 RPE-1 細胞において Kif24 をリン酸化

し一次繊毛の消失を促進していることが報告されている【Kim et al., 2015】。また In silico に

よる網羅的な AurA の基質の探索により NEK2 が AurA の基質になり得ることが示唆されて

いる【Sardon et al., 2010】。これらの報告から膵管癌細胞の一次繊毛消失において NEK2 が介
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在している事を想定した。そこで PANC1 細胞において NEK2 に対する２種類の異なる siRNA

を用いて発現抑制した際に一次繊毛が誘導されるかを検証した。２種類の siRNA による

NEK2 の発現抑制は同程度に NEK2 の mRNA を減少させ、どちらも PANC1 細胞において一

次繊毛の形成を誘導した（図 12a-c）。しかしながら、siNEK2#１と比較し siNEK2#2 では一

次繊毛形成率が高くなる傾向が観察された(図 12a-c)。さらに、siNEK2#1 を用いた場合 Ki67

陽性細胞の割合に影響は確認されなかったが、siNEK2#2 では Ki67 の割合の減少が確認され

た(図 12a-c)。この結果から、siNEK2#1 に比べ siNEK2#2 の高い一次繊毛形成率はこの siRNA

による増殖抑制によって引き起こされた分が加味されている可能性が想定された。しかしな

がら、2 種類の異なる siRNA によって一次繊毛形成の増加が確認されたことから、NEK2 の

発現抑制は膵管癌細胞において一次繊毛形成を誘導することが示唆された。 
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図 12 PANC1 細胞における siRNA による NEK2 の発現抑制実験 

(a)PANC１細胞においてコントロール(siLuc) または NEK2 に対する siRNA (siNEK2#1、siNEK2#2)を導入し、血

清飢餓条件下で 48 時間培養後、図 7 と同様に細胞を染色した。その後一次繊毛マーカーである GT335(緑) と

細胞周期マーカーである Ki67 (赤)で免疫染色し、核を Hoechst で染色した(青) 。白矢印：一次繊毛  (Scale 

bar=10µm)  (b) PANC１細胞においてコントロール(siLuc) または NEK2 に対する siRNA (siNEK2#1、siNEK2#2)

を導入し定量的 PCR を用いてそれぞれ 2 本のプライマーでノックダウン効率を求めた。白と黒のカラムはそれ
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ぞれ異なるプライマーを示す。グラフは平均値±標準偏差を示す。(** P<0.01, n=3) (c)NEK2 を発現抑制した

PANC1 細胞において一次繊毛形成率を算出した。グラフは平均値±標準偏差を示す。(* P<0.05, ** P<0.01, n=3) 

 

 

 

3.2 膵管癌細胞における一次繊毛消失機構の解析 

 AurA 阻害剤である Alisertib 処理による AurA の単独阻害は一次繊毛を誘導することが報告

されている【Kobayashi et al., 2017】。また NEK2 や Kif24 に対する siRNA を用いた発現抑制

は膵管癌細胞に一次繊毛形成を誘導すること明らかとなった（図 7-12）。。さらに、AurA

は NEK2 の基質となる可能性が示唆されている【Sardon et al., 2010】。また AurA と NEK2 は

細胞内において複合体を形成していることが報告されている【DeVaul et al., 2017., . Jeong et al., 

2018】。これらの結果から、膵管癌細胞において AurA の下流で NEK2 及び Kif24 が介在し

一次繊毛を消失させている可能性を想定し検証した。 

 

3.2.1 PANC1 細胞における AurA-NEK2-Kif24 経路の検証 

 これまでの結果と以前の報告から AurA、NEK2 及び Kif24 が膵管癌細胞において協調的に

一次繊毛消失に寄与する可能性を想定した。そこで、まず PANC1 細胞において AurA 阻害剤

である Alisertib 処理および Kif24 発現抑制の併用の効果が、それぞれ単独処理の効果と比較

し、どのような効果を示すか調べた。その結果、Alisertib 処理、Kif24 発現抑制によりそれぞ

れコントロールと比べて一次繊毛形成率の上昇が観察されたが、Alisertib の処理と Kif24 発現

抑制を併用した細胞の一次繊毛形成率は単独処理細胞と比べて差が見られなかった(図 13a)。

また、Ki67 の割合に変化はなかった(図 13a) 。更に、同様の条件下で AurA 阻害と NEK2 の

発現抑制や NEK2 発現抑制と Kif24 の発現抑制の組み合わせで実験を行った。その結果、図

13a と同様に相加的な効果を示さないというの結果が得られた(図 13b, c)。これらの結果から、

AurA 及び NEK2、Kif24 という 3 分子はそれぞれ独立して一次繊毛消失に寄与するのではな

く、同一経路上に存在し PANC1 細胞で一次繊毛消失を促進する可能性が示唆された。 
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図 13 PANC1 細胞における AurA 阻害剤、NEK2 発現抑制及び Kif24 発現抑制効果の検討 

 (a-c)PANC1 細胞において図 7 と同様の方法で siRNA(siLuc、siKif24_3UTR、siNEK2#1)を導入した。その後、血

清飢餓条件下で 48 時間培養した。(a, b)siRNA 導入後、AurA 阻害剤である Alisertib を終濃度 30 nM になるよう

に処理し、血清飢餓条件下で 48 時間培養した。その後図 7 と同様に細胞を染色し、一次繊毛形成率と Ki67 陽

性細胞数の割合を算出した。グラフは平均値±標準偏差を示す。(* P<0.05, ** P<0.01, n=3-5) 

 

3.2.2 AurA 及び NEK2 による Kif24 のリン酸化の検証 

 膵管癌細胞内で AurA、NEK2 及び Kif24 は同一経路で一次繊毛消失を制御している可能性

が考えられた。そこで次に細胞内における Kif24 のリン酸化状態が AurA 及び NEK2 によっ

て制御を受けるか調べた。HEK293T 細胞を用いて Kif24 と AurA 及び NEK2 を共発現させた

ときのKif24のリン酸化状態をウエスタンブロット法によるバンドのシフトにより検出した。

その結果、Kif24 のバンドが AurA および NEK2 との共発現によって高分子量側にシフトする

ことが確認された(図 14a 右図）。一方で AurA、NEK2、Kif24 の三者を共発現させた時に、

二者(AurA と Kif24 または NEK2 と Kif24）を発現させた時と比較し顕著なリン酸化の亢進は

確認できなかった（図 14a 右図）。次に、この Kif24 のバンドシフトがリン酸化によるもの

かを検証するために CIAP を用いて脱リン酸化処理することによりバンドシフトが消失する

か検証した。その結果、AurA 及び NEK2 との共発現によって起こった Kif24 バンドのシフト

が CIAP 処理によって消失した(図 14a 右図）。また、AurA、NEK2、Kif24 の三者を発現さ

せた細胞においても同様にバンドシフトの消失が確認された(図 14a 右図レーン 3、5 VS レ

ーン 7)。この結果から、細胞内において Kif24 は AurA 及び NEK2 によってリン酸化状態に

影響を受けることが判明した。 

次に、AurA 及び NEK2 発現細胞で確認されたバンドシフトがそれぞれのキナーゼ活性によ

るものかを、それぞれ AurA 及び NEK2 のキナーゼ活性を失った変異体を用い調べた

【Kobayashi et al., 2017; Kim et al., 2015】。その結果、野生型 AurA において見られたバンド

シフトは AurA の変異体によって減弱した(図 14b レーン 2 vs レーン 3）。同様の効果が NEK2

の変異体においても確認された(図 14b レーン 4 vs レーン 5）。次に、AurA, NEK2 の野生型、

変異型を組み合わせて発現させた。野生型の AurA 及び NEK2 の共発現によって観察された

バンドシフトは変異体 AurA 及び野生型 NEK2 の発現では顕著な減弱は観察できなかった(図

14c レーン 6 vs レーン 7)。一方で、野生型 AurA と変異体 NEK2 の共発現ではバンドシフト

が抑制された(図 14b レーン 6 vs レーン 8）。更に 2 つの不活性型変異体を用いた場合におい

ては、最も強く Kif24 のバンドシフトが抑制された(図 14b レーン 6 vs レーン 9)。これらの

結果から、AurA や NEK2 のキナーゼ活性は Kif24 のリン酸化状態に影響することが示唆され

た。さらに Kif24 のリン酸化は AurA よりも NEK2 によるリン酸化の影響が強いことから、

AurA の下流で NEK2 が機能する可能性が考えられる。 
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図 14 HEK293T 細胞を用いた AurA 及び NEK2 による Kif24 リン酸化の検証 

(a)HEK293T 細胞に Flag-Kif24、GFP-AurA、GFP-NEK2 を組み合わせて導入し、細胞抽出液を作成した。ウエ

スタンブロットにより Kif24、AurA、NEK2、β-アクチンに対する抗体を用いて検出した。(b)細胞抽出液を Flag

タグを用いた免疫沈降させ得たサンプルを CIAP で 2 時間処理した。その後ウエスタンブロットにて Kif24 抗体

を用いて検出した。(c) HEK293T 細胞に Flag-Kif24、GFP-AurA, GFP-AurA KD、GFP-NEK2, GFP-NEK2KD を組

み合わせて導入し、細胞抽出液を作成した。ウエスタンブロットにより Kif24、AurA、NEK2、β-アクチンに対

する抗体を用いて検出した。KD: Kinase dead (不活性変異)体 
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3.2.3 PANC1 細胞における AurA 及び NEK2 を介した一次繊毛消失経路の検証 

 先に示したように、細胞内において Kif24 のリン酸化状態は AurA 及び NEK2 のキナーゼ活

性によって制御されることを示唆した。そこで、これらのキナーゼが PANC1 細胞において

一次繊毛消失に与える影響を検証した。それぞれ GFP 融合タンパク質を PANC1 細胞に発現

させた細胞において、一次繊毛形成率を調べた。その結果、コントロール細胞と比較し野生

型 AurA を発現させた細胞において一次繊毛形成率の低下が確認された(図 15a, GFP-AurA）。

一方で、AurA の不活性変異体では一次繊毛形成率が増加した(図 15a, GFP-AurA KD)。同様の

効果は NEK2 の野生型及び変異体でも確認された (図 15a,GFP vs GFP-NEK2, GFP vs 

GFP-NEK2 KD)。更に、変異体 AurA と野生型 NEK2 を発現させた細胞においては一次繊毛形

成率が低下したのに対し、野生型 AurA と変異体 NEK2 の共発現ではコントロールと同程度

の一次繊毛形成率を示した(図 15a, GFP-AurA KD & GFP-NEK2, GFP-AurA & GFP-NEK2 KD)。

また、変異体の AurA 及び NEK2 の共発現細胞では一次繊毛形成率が増加した(図 15a, 

GFP-AurA KD & GFP-NEK2 KD)。これらの結果から、PANC1 細胞において AurA 及び NEK2

はキナーゼ活性に依存し一次繊毛形成を抑制していることが示唆された。また、AurAやNEK2

の変異体の単独発現で一次繊毛形成率が増加することから、これらの変異体には内在性の

AurA や NEK2 を阻害するドミナントネガティブな効果があることが示唆された。さらに、

AurA の単独発現の効果が AurA とNEK2 の変異体の共発現によってキャンセルされることか

ら、膵管癌細胞においてAurAはNEK2を介して一次繊毛形成を制御していると考えられる。 

 次にKif24発現抑制PANC1細胞であるKif24-3細胞を用い同様の実験を行った。その結果、

いずれの組み合わせにおいても一次繊毛形成率に変化はなかった(図 15b)。この結果から、

AurA 及び NEK2 は PANC1 細胞において Kif24 を介して一次繊毛消失を制御していることが

示唆された。 
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図 15 PANC 細胞及び Kif24-3 細胞を用いた AurA 及び NEK2 による一次繊毛形成抑制経路の検証  

 

(a) PANC1 細胞に対し GFP, GFP-AurA, GFP-AurA, KD, GFP-NEK2, GFP-NEK2 KD を共に導入し、血清飢餓条件

下で 48 時間培養した。(b) Kif24-3 細胞に対し GFP, GFP-AurA, GFP-AurA, KD, GFP-NEK2, GFP-NEK2 KD を共

に導入し、血清飢餓条件下で 48 時間培養した。(a, b)一次繊毛マーカーである Arl13b で免疫染色し、核を Hoechst
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で染色した 。GFP 陽性細胞における一次繊毛形成率を算出した。グラフは平均値±標準偏差を示す。(* P<0.05, 

** P<0.01, n=3-4) 

 

 

3.2.4 PANC1 細胞における HDAC2、Kras による NEK2、Kif24 発現制御の検証 

 上述したように HDAC2 や Kras は膵管癌細胞において一次繊毛消失に寄与している。これ

らの分子は、AurA の mRNA 発現量を制御していることが見出されている【Kobayashi et al,. 

2017】。これまでの結果から、Kif24 や NEK2 は膵管癌細胞において一次繊毛消失に寄与し

ていることが示唆される。そこで、HDAC2 や Kras が Kif24 や NEK2 の発現量を制御する可

能性を想定し、Kras または HDAC2 発現抑制による Kif24 及び NEK2 の mRNA 発現量の変化

を定量的 PCR 法により検証した。その結果、Kras 発現抑制では Kif24 mRNA 発現量に変化が

見られなかったが、HDAC2 発現抑制により Kif24 mRNA 発現量が有意に減少した(図 16a) 。

また、NEK2についても同様に評価したところ、KrasとHDAC2の発現抑制によりNEK2 mRNA

量が減少した(図 16b) 。これらの結果から、Kras は NEK2 の発現量を正に制御し、HDAC2

は Kif24 及び NEK2 の両方の発現量を正に制御することが示唆された。 
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図 16 Kras、HDAC2 発現抑制 PANC1 細胞における Kif24, NEK2 mRNA 発現量の検討 

 (a, b) PANC1 細胞においてコントロール(siLuc) , siKras または siHDAC2 の siRNA を導入し、定量的 PCR でそ

れぞれ異なる２本のプライマーを用いて、Kif24(左)と NEK2(右)の発現量を調べた。白と黒のカラムは異なるプ

ライマーを示す。グラフは平均値±標準偏差を示す。(* P<0.05, ** P<0.01, n=3) 
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3.3 恒常的 Kif24 発現抑制細胞の解析 

 PANC1 細胞において Kif24 を発現抑制した細胞である Kif24-3 の増殖と細胞周期に対する

影響を検証した。 

 

 

3.3.1 in vitro における Kif24-3 細胞の増殖と細胞周期 

はじめに、先に樹立した Kif24-3 細胞の細胞数の増加を検証した。その結果、通常培養条

件下でKif24-3細胞を 72時間または 144時間培養したときの細胞数に変化はなかった(図 17a)。

次に血清存在下において Kif24-3 細胞を培養した際の Ki67 陽性細胞の割合に対する影響を調

べた。その結果、Ki67 陽性細胞の割合には影響がなかった(図 17b)。更に、フローサイトメ

ーターを用い PI 染色によって細胞周期の各期の割合を調べたところ、G1 期及び G0 期、S 期、

G2 期及び M 期のいずれの周期の割合にも影響がなかった(図 17c)。PI 染色では解析すること

のできない M 期の割合を解析するために、M 期マーカーである pHH3 陽性細胞の割合を調べ

た。その結果、Kif24-3 細胞において pHH3 陽性細胞の割合が有意に低下することが確認され

た(図 17d)。更に、この変化は Kif24-3 のレスキュー細胞において回復した(図 17d)。この結果

から、膵管癌細胞における恒常的な Kif24 の発現抑制は in vitro において細胞増殖には強く影

響しないが、M 期にある細胞の割合を低下させることが示唆された。 

 
図 17 恒常的 Kif24 発現抑制が PANC1 細胞に与える影響 

(a)PANC1 細胞と Kif24-3 細胞を血清存在下で 72 時間及び 144 時間培養し、各時点での細胞数を算出した。(b-d) 

PANC1 細胞と Kif24-3 細胞を血清存在下で 48 時間培養した。 (b)免疫染色により Ki67 及び核を染色し、Ki67
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陽性細胞の割合を算出した。(c) PANC1 細胞と Kif24-3 細胞を PI で染色し、フローサイトメトリーを用いて各

細胞周期の割合を算出した。 (d) 免疫染色により pHH3 に対する抗体で M 期の細胞、Hoechst で核を染色し、

pHH3 陽性細胞の割合を算出した。グラフは平均値±標準偏差を示す。(n=3) 

 

 

3.3.2 マウス体内での Kif24-3 細胞の腫瘍形成(異種移植実験） 

 PANC1 細胞及び Kif24-3 細胞をマウス体内へ移植し、その後の腫瘍の体積を経時的に観察

した。その結果、移植後 7 週までは野生型 PANC1 細胞よりも Kif24-3 細胞を移植したマウス

の腫瘍の体積が大きくなる傾向を示したが、8 週以降は逆に野生型 PANC1 細胞が Kif24-3 細

胞を移植したマウスの腫瘍堆積よりも体積が大きくなる傾向を示した(図 18a）。14 週後、腫

瘍を摘出し重量を測定した結果、Kif24-3 細胞において腫瘍重量の僅かな減少が確認された

(図 18b, c)。これらの結果から、Kif24 の発現抑制は生体内において腫瘍増殖を抑制する可能

性が示唆された。 
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図 18 生体内において一次繊毛が膵臓癌細胞に与える影響の解析 

(a-c)PANC1 細胞と恒常的 Kif24 発現抑制細胞をマウスに異種移植し、15 週間飼育した後、解

剖した。(a)腫瘍の体積を算出し、経時的な変化を示した。(b)解剖した腫瘍の写真を示した。

(c)腫瘍重量を示した。グラフは平均値±標準偏差を示す。 
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3.3.3 腫瘍組織における一次繊毛形成及び細胞周期の解析 

 マウス体内で形成させた腫瘍組織において Kif24 発現抑制が一次繊毛形成や細胞周期に影

響するか検証した。摘出した腫瘍を用いて組織切片を作成し、組織免疫染色法により一次繊

毛形成率を算出した。その結果、Kif24-3 細胞由来の腫瘍では一次繊毛が増加していることが

観察された(図 19a, b）。この結果から、Kif24 の発現抑制は生体内においても一次繊毛形成

を誘導することが示唆された。更に、Kif24 発現抑制における M 期及び増殖中細胞の割合を

調べるため、pHH3及びKi67陽性細胞の割合を算出した。その結果、M期マーカーである pHH3

は in vitro の結果と同様に Kif24-3 細胞由来の腫瘍において pHH3 陽性細胞の割合が減少して

いることがわかった(図 19c)。一方で、in vitro の結果とは異なり、Ki67 の割合は Kif24-3 細胞

由来の腫瘍で減少していることが観察された(図 19d)。これらの結果から、Kif24 の発現抑制

は生体内において一次繊毛を誘導し、増殖する細胞の割合を低下させていることが示唆され

た。 

 

 
図 19 生体内において一次繊毛が膵臓癌細胞に与える影響の解析 

(a-d)PANC1 細胞と Kif24-3 細胞を用いマウスへの異種移植により形成させた、腫瘍を用い組織切片を作成

した。(a, b)作成した組織切片を用い組織免疫染色により Arl13b(赤)に対する抗体で一次繊毛、Hoechst（青）

で核を染色した（左図）。Phospho-histone H3（緑）および Ki67(赤)に対する抗体で腫瘍組織切片を、Hoechst

（青）で核を染色した（左図）。(Scale bar: 10µm) (c) (a)と同様の方法で組織免疫染色を行い、pHH3 に対

する抗体で M 期の細胞、Hoechst で核を染色した。(d) (a)と同様の方法で組織免疫染色を行い、Ki67 に対
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する抗体で細胞周期中の細胞、Hoechst で核を染色した。その後、一次繊毛形成率、pHH3 陽性細胞及び

Ki67 陽性細胞の割合を算出した。グラフは平均値±標準偏差を示す。n=3  
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第 4 章 考察 

 

 膵管癌細胞の一次繊毛消失において新たに同定した AurA 下流分子に関して、及び膵管癌

細胞において一次繊毛形成がどのように膵管癌の増殖に関係するかに関して、以下に考察し

た。 

 

4.1 膵管癌細胞における一次繊毛消失機構 

 本研究において、新たに膵管癌細胞における AurA の下流分子として NEK2 と Kif24 を同

定した。また、AurA は NEK2 を介し Kif24 をリン酸化することで膵管癌細胞の一次繊毛を消

失させる可能性が示唆された。このような、一次繊毛消失機構は、これまでに報告されてい

ない全く新しい一次繊毛消失機構である。AurA、NEK2 及び Kif24 はすべて中心小体に局在

する分子であり、細胞周期依存的な発現や活性化の時期には重なりがある【Kobayshi et al., 

2011; Kim et al., 2015; Willems et al., 2018】。さらには、AurA と NEK2 は細胞内で複合体を形

成することが報告されている【DeVaul et al., 2017., . Jeong et al., 2018】。これらの報告は、本

研究で示した AurA の下流に NEK2 を介した Kif24 による一次繊毛分解機構が存在すること

を強く支持している。この仮説を、さらに強く示唆するには今後、AurA による NEK2 のリン

酸化を検出する必要がある。また AurA による NEK2 のリン酸化部位を特定し、その部位を

置換した非リン酸化変異体を作成し、PANC1 細胞で発現させた際の一次繊毛形成率がどのよ

うに変化するかを検証する必要がある。 

 AurA や NEK2 はそれぞれ単独過剰発現でも細胞内で Kif24 をリン酸化した。また AurA は

弱く、NEK2 は AurA よりも強く Kif24 をリン酸化した(図 14)。さらに、AurA による Kif24

のリン酸化は NEK2 の変異体で抑制されなかった(図 14)。これらのことから、Aur は別の分

子を介して Kif24 をリン酸化し、NEK2 は AurA とは別の経路として Kif24 をリン酸化する可

能性も残されている。しかし膵管癌細胞において AurA と NEK2 変異体の共発現では一次繊

毛形成率が抑えられないことから(図 15a)、この AurA による NEK2 を介さない Kif24 のリン

酸化は（仮にあるとしても）一次繊毛消失には重要でない可能性が考えられる。NEK2 を介

した一次繊毛の退縮に重要な Kif24 のリン酸化は 621 番目のスレオニンと 622 番目のセリン

であることが報告されている【Kim et al., 2015】。しかしながら、NEK2 による Kif24 のリン

酸化において、これらのアミノ酸以外にも多くのリン酸化部位が Kif24 上に存在しているこ

とが示唆されている【Kim et al., 2015】。これらの報告は Kif24 のリン酸化部位には、一次繊

毛の退縮に影響しない部位があることを示唆している。これを確かめるためには、AurA によ

る Kif24 のリン酸化部位を特定し、その Kif24 の非リン酸化変異体が膵管癌細胞での AurA の

発現によって一次繊毛を退縮させないことを検証する必要がある。 

本研究において AurA-NEK2-Kif24 経路の存在を示唆した。しかしながら、正常細胞では

NEK2-Kif24 経路は AurA を介する経路とは別の経路であることが示されている。これは一次

繊毛消失の機構が細胞ごとに異なる可能性が考えられる。膵管癌細胞において、

AurA-NEK2-Kif24 経路が成り立つ理由として、膵管癌細胞における NEK2 の過剰な発現が関
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係すると考えられる。Oncomine のデータベースから正常膵管細胞と膵管癌細胞での関連遺伝

子群の mRNA 発現量の差を算出したところ、膵管癌細胞において全ての遺伝子が高発現する

が、特に NEK2 の過剰な発現が確認された（図 20）。このことから、正常細胞では NEK2 発

現が低いため、AurA による NEK2 のリン酸化が起こらないが、膵管癌細胞では AurA が過剰

に存在する NEK2 を介して一次繊毛退縮を制御する機構が働く可能性が考えられる。さらに、

AurA は Kras と HDAC2 によって発現量が正に制御されているが、AurA 自身の活性も膵管癌

細胞における一次繊毛退縮に重要であることが示唆されている【Kobayashi., 2017】。従って、

AurA の高発現と強い活性化が膵管癌細胞において過剰発現している NEK2 のさらなる過剰

な活性化を引き起こし、一次繊毛を消失させていると考える。この仮説を検証するためには、

正常膵管細胞と膵管癌細胞を比較した際に AurA の強い活性化が膵管癌細胞で起こっている

ことを検出する必要がある。さらに、正常細胞と比較し膵管癌細胞において NEK2 の過剰な

活性化が起こっているか調べ、膵管癌細胞において AurA の過剰な活性化と発現が NEK2 の

活性化状態に影響を与えていることを検証する必要がある。 

以上、これまでの結果から想定される膵管癌細胞における一次繊毛消失機構を示す（図 21）。 
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図 20 膵管細胞と膵管癌細胞における一次繊毛消失関連分子の発現 

 Oncomine データベースから、膵管細胞(Normal) と膵管癌細胞(Cancer) における遺伝子発現をマイクロアレイ

により評価した論文のデータを元に作成。グラフは平均値±標準偏差を示す。(* P<0.05, n=8) 【Badea et al., 2008; 

Buchholz et al., 2005; Grutzmann et al., 2004; Iacolobuzio et al., 2003; Ishikawa et al., 2005; Logsdon et al., 2003; Pei et 

al., 2009; Segara et al., 2005】 
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図 21 膵管癌細胞における一次繊毛消失機構のモデル 

楕円の大きさはタンパク質の発現量を示した。NEK2 は HDAC2 と Kras の両方から制御され、Kif24 は HDAC2

から遺伝子発現を制御されることを示す。AurA は NEK2 を介し Kif24 をリン酸化する経路と NEK2 を介さずに

Kif24 をリン酸化する経路があることを示す。 
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4.2 恒常的 Kif24 の発現抑制が癌細胞に与える影響 

本研究において新たに一次繊毛形成が膵管癌細胞の生体内での増殖を抑制する可能性が示

唆された。さらに Kif24 の発現抑制は一次繊毛を誘導することも強く示唆された。これまで

に、乳癌細胞において Kif24 の発現抑制により一次繊毛の形成誘導と増殖マーカーの減少が

引き起こされることが報告されている【Kim et al., 2015】。また膵管癌細胞において、阻害剤

処理により一次繊毛を誘導すると細胞のスフェロイド形成が抑制される【Niamat et al., 2016】。

さらに阻害剤により一次繊毛を誘導した状態から、一次繊毛を消失させると増殖マーカーが

増加する【Niamat et al., 2016】。一次繊毛はこれまでの観察結果から M 期のみ形成が見られな

いことから【Ford et al., 2018】、細胞が分裂するためには一次繊毛消失が必要であることが考

えられる。Kif24 の活性化機構は G2 後期において NEK2 によるリン酸化を Kif24 が受け活性

化し一次繊毛を退縮させることが報告されている【Kim et al., 2015】。さらに、これまでに報

告されている一次繊毛微小管を分解し、一次繊毛を直接的に退縮させる分子の中で、膵管癌

細胞では Kif24 のみ一次繊毛退縮を担うことが本研究から示唆された。従って、膵管癌細胞

における一次繊毛消失は G2 後期の Kif24 の活性に強く依存していると考える。これらこのこ

とから、Kif24 の発現抑制により一次繊毛が形成誘導され M 期に移行することができず、膵

管癌細胞の細胞周期が停止してしまい増殖が抑制されると考えられる。本研究では in vitro 及

び in vivo の両条件下で Kif24-3 細胞において一次繊毛の誘導と M 期細胞の割合の減少が確認

された。さらに in vivo では増殖マーカーである Ki67 割合や腫瘍重量が Kif24-3 細胞において

減少する傾向も観察された。今後の in vitro 研究において、Kif24 発現抑制細胞で観察される

M 期細胞の減少が Kif24 発現抑制によって誘導された一次繊毛による効果であることを調べ

る必要がある。そのためには、Kif24-3 細胞において形成した一次繊毛を薬剤処理等により消

失させた時、Kif24 発現抑制により観察される M 期細胞の減少が回復するか検証するという

実験が考えられる。また、in vivo においても、一次繊毛よって Ki67 陽性細胞の割合や腫瘍重

量が減少することを検証するため、Kif24-3 細胞において繊毛形成に必要な遺伝子のノックア

ウトにより一次繊毛を形成しない Kif24 発現抑制細胞を作成し、Kif24-3 細胞において観察さ

れる効果が回復するか検証する必要がある。 

本研究おいて in vitro では Kif24-3 細胞は野生型 PANC1 細胞と同様に増殖した(図 17a)。一方

で、in vivo ではマウスへの異種移植実験において Kif24-3 細胞を移植したマウスの腫瘍重量

の減少傾向が確認された。この in vitro と in vivo の実験結果の違いに関しては、in vitro の条

件下では M 期減少が Kif24-3 細胞が 0.5%程度しか見らず（図 17d）、さらに in vitro における

増殖アッセイでは最大で 144 時間と短期間の培養時間であるため、この差が検出できなかっ

たものと考えられる（図 17a）。一方、in vivo では M 期の減少に加え Ki67 陽性細胞の割合に

減少がみられた(図 19)。生体内における細胞の増殖環境と生体外での生育環境が異なるため、

これらの相違が起きている可能性も考えられる。 

生体内環境が膵管癌や一次繊毛と関係がある可能性を示唆した例がある。膵管癌患者の組織

において上皮細胞（膵管癌細胞）では一次繊毛の消失が確認できる。一方、同一組織中の上

皮細胞の周囲にある間質系の細胞では正常な組織と比較し、一次繊毛が増加していることが

確認されている【Schimmack et al., 2016】。また、当研究室において一次繊毛を減少させた膵

管癌細胞において Hedgehog シグナル関連因子である Ptch1 や Gli1 の発現量が増加する傾向
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が観察されている【徳田修士論文., 2016】。さらに、膵管癌組織由来の線維芽細胞においてリ

ガンドであるSonic hedgehogを添加すると一次繊毛依存的なシグナルであるHedgehogシグナ

ルを活性させることが報告されている【Tian et al., 2009】。これらのことから膵管癌細胞やそ

の周りに存在する線維芽細胞などの間質系細胞などの生体特有の環境が膵管癌には重要であ

る可能性があると考えられる。従って、本研究で確認された in vitro と in vivo の実験結果の相

違は、生体環境と一次繊毛との関係性が関与している可能性があると考えられる。従って、

in vivo の環境とより近い環境での in vitro 実験が必要である。今後は、間質系の細胞との共培

養系などの実験が有効と思われる。この実験方法を用い、より生体内に近い環境で Kif24-3

細胞を培養した際に増殖や Ki67 の割合に影響があるか調べることで、in vivo で見られた腫瘍

重量の減少を生体環境との関わりで説明できるかもしれない。さらに、Kif24-3 細胞に一次繊

毛を消失させた細胞を用い異種移植実験を行い、形成した腫瘍における一次繊毛依存的なシ

グナル関連因子の発現量を調べることで Kif24 発現抑制による効果が一次繊毛と生体環境と

の関わりよって起こる可能性を示唆できるかもしれない。 

 

 

本研究から、膵管癌細胞において新たな AurA の下流分子として NEK2 と Kif24 を見出し、

新規の AurA-NEK2-Kif24 という一次繊毛抑制経路の存在が示唆された。また、Kif24 発現抑

制膵管癌細胞の解析から、Kif24 の発現抑制により誘導される一次繊毛が膵管癌細胞の分裂期

への移行を抑制し、結果として腫瘍形成を抑える可能性が示唆された。膵管癌は死亡率が非

常に高く、有力な治療法が存在しない。今後、一次繊毛が膵管癌に対して抑制的に寄与する

というデータが集積すれば、Kif24 は治療薬のターゲットとして有力な候補となる可能性があ

り、本研究は膵管癌治療において新たな治療戦略を提唱した先駆けとして評価されることが

期待される。 
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