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研究成果の概要（和文）：本研究では癌幹細胞の様に増殖速度が低下するキネシンタンパクのKIF20B遺伝子変異
に着目して、癌幹細胞の細胞分裂や増殖の鍵となる因子を同定することを目的とする。
KIF20Bの遺伝子の変異は増殖速度の減少と多核細胞の増加の表現型を示したことから、癌幹細胞の発生や進展に
関わる変異であるという仮説を立てた。セルソーターによりKIF20B遺伝子変異を持つMCF7細胞を分離し、RNAを
抽出し、次世代シーケンサーによるRNA-seq解析を行った。現在、RNA-seqの結果の解析を進めている。また、
KIF20Bの変異型の遺伝子を発現するノックインマウスをi-GONAD 法を用いて作製を進めている。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focus on the KIF20B gene mutation, a kinesin protein that 
reduces the proliferation rate in cancer stem cells, and aim to identify the key factors in the cell
 division and proliferation of cancer stem cells.
Since the KIF20B gene mutation shows a phenotype of reduced proliferation rate and increased 
multinucleated cells, we hypothesized that this mutation is involved in the development and 
progression of cancer stem cells. MCF7 cells with KIF20B gene mutations were isolated using a cell 
sorter, RNA was extracted, and RNA-seq analysis was performed using a next-generation sequencer. 
Analysis of the RNA-seq results is currently underway. We are also working on creating knock-in mice
 expressing a mutant KIF20B gene using the i-GONAD method.

研究分野： 分子生物学、生化学、腫瘍生物学

キーワード： 乳がん　シグナル伝達経路　がん幹細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
がん幹細胞は抗がん剤に抵抗性があり、抗がん剤による根治が難しい。変異を持つKIF20Bタンパク質を発現する
MCF7細胞を分離し、RNA-seqの解析を進めている。また、生体内での機能を明らかにするために、i-GONAD 法を
用いたKIF20Bの変異型の遺伝子を発現するノックインマウスの作製を進めている。この解析が進めることによ
り、乳がん幹細胞に関する鍵となる遺伝子群の同定や乳がん幹細胞への新たな診断法や分子標的薬の研究開発へ
の研究基盤を築くことができる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
乳がんは日本人女性の部位別がん年齢調整罹患率の第一位となっており、20〜23 人に 1 人が乳
がんを罹患している。最近、水上（研究分担者）らはエストロゲン受容体陽性乳がん患者の乳が
ん細胞を用いて全エキソームシーケンス解析を行ったところ、キネシンタンパク質 KIF20B の変
異遺伝子を同定した。KIF20B は細胞分裂期の紡錘体形成と染色体分配などの微小管ダイナミク
スに関わり、様々ながん細胞ではキネシンタンパク質を過剰発現している。ヒト乳腺がん由来細
胞株 MCF7 細胞に Kif20b の変異遺伝子を導入すると細胞増殖の遅延が観察されたことから、
Kif20b の遺伝子変異はがん細胞またはがん幹細胞の増殖に関わることが予想された。 
 
 
２．研究の目的 
Kif20b の変異遺伝子ががん細胞の分裂・増殖に影響を与えることから、Kif20b の変異遺伝子を
発現する MCF7 細胞を分離し、細胞学的、生化学的な特徴や性質を分析する。更に、この結果を
基に、分離した Kif20b の変異遺伝子を発現する MCF7 細胞を次世代シーケンサーによる RNA-seq
解析を行い、Kif20b の変異遺伝子を発現する MCF7 細胞の増殖や多核の細胞に関わる遺伝子を同
定する。同定した遺伝子群の中で Kif20b の変異遺伝子を発現する MCF7 細胞の増殖を促進し、
新たな抗がん剤への鍵となる遺伝子を同定することを目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
 Kif20b 変異体遺伝子の作製 
 Kif20b 変異体遺伝子は部位特異的変異体の作製方法に従った。変異部位にプライマーを設計
し、PCR 反応を行った。次に鋳型 DNA を特異的に切断する制限酵素で反応させ、鋳型 DNA のみを
分解し、PCR により増幅されたプラスミド DNA のみが残るようにした。続いてこの溶液を用いて
PCR により増幅されたプラスミド DNA を大腸菌に導入した。形質転換した大腸菌のコロニーから
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System（Promega）を使って、プラスミド DNA を
抽出した。Kif20b の変異の導入の確認は DNA の塩基配列を決定することにより行った。DNA の
塩基配列の決定は Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied Biosystems）を
使って行った。Kif20b の変異の導入が確認されたプラスミド DNA を使って、MCF7 細胞への
transfection を行った。 
 MCF7 細胞への transfection に使用するためのプラスミド DNA は Genopure Plasmid Midi Kit
（Roche. Diagnostics）を使って精製した。 
 
Kif20b 変異体遺伝子発現細胞の観察 
Kif20b の野生型や変異型の遺伝子を発現する MCF7 細胞の形態の観察は MCF7 細胞に Kif20b 

WT と GFP を持つプラスミド（Kif20b WT/GFP）、KIF20B 変異体と GFP を持つプラスミド（Kif20b 
Mut/GFP）をそれぞれ遺伝子導入した。MCF7 細胞への遺伝子導入は Neon® Transfection System
（Thermo Fisher Scientific Inc.）を用いて行った。遺伝子導入後、免疫染色により可視化
し、オールインワン蛍光顕微鏡（keyence）で観察した。 
 
Kif20b 変異体遺伝子発現細胞の増殖速度の測定 
細胞の増殖速度はリアルタイム細胞アナライザーを使って測定した。MCF7 細胞に Kif20b 

WT/GFP、Kif20b Mut/GFP を Neon® Transfection System（Thermo Fisher Scientific Inc.）
を用いて遺伝子導入した。遺伝子導入後、xCELLigence（Agilent）の専用チャンバーに播種し、
xCELLigence RTCA S16 システム（Agilent）を使って細胞増殖の速度を測定した。 
 
i-GONAD 法を利用したチロシナーゼ回復実験 
Kif20b の変異型の遺伝子を発現するノックインマウスの作製は研究分担者である水上が導入

した i-GONAD 法を用いて行うために、ICR マウスを用いたチロシナーゼを標的としたゲノム編
集による遺伝子改変マウスの作製で技術の確認を行った。Integrated DNA Technologies では



sgRNA（シングルガイド RNA）はその長さのために一度に合成することが出来ないので、sgRNA 
を元来の crRNA（シーアール RNA）と tracrRNA（トレイサー RNA）の 2 種に分けることで、
gRNA を 2 本の化学合成 RNA として使用する。そのため、チロシナーゼ回復実験用の tracrRNA
（Integrated DNA Technologies） および crRNA（Integrated DNA Technologies）を合成し、
tracrRNA と crRNA をアニーリングさせた。次にここに Csa9 タンパク質（Integrated DNA 
Technologies）を加え、複合体を形成させた。ノックインを行うために、ドナーオリゴ DNA とし
て、一本鎖オリゴ (ssODN: single-stranded oligodeoxynucleotide)をデザインし、そして
tracrRNA・crRNA・Csa9 タンパク質の複合体の溶液に ssODN（Integrated DNA Technologies）を
加えることで、ゲノム編集試薬を調整した。ゲノム編集試薬を 0.7 日胚の受精卵のある ICR マ
ウスの卵管膨大部に向けて注入し、電気刺激を行う遺伝子導入装置（BEX）を使って、電気穿孔
法により、受精卵のゲノム編集を行った。チロシナーゼ回復は妊娠 14 から 16 日目のゲノム編
集を行った ICR マウスを開腹し、胎仔の目の色で判断した。ICR マウスはアルビノなので、胎仔
の目の色は透明であるが、ゲノム編集が成功し、チロシナーゼ遺伝子が回復していた場合、胎仔
の目の色は黒色になるので、ゲノム編集の効率が判別可能となる。 
 
 
４．研究成果 
KIF20B はキネシンファミリーのメンバーであり、細胞質分裂期を通して紡錘体と微小管に局

在することが知られている。また、KIF20B は紡錘体または微小管集合には必要ではないが、微
小管形成および後期成熟段階に影響することが知られている。がんへの関与については膀胱が
ん細胞の増殖、アポトーシス阻害および発がん進行を促進するがん遺伝子として作用する
ことが知られている。そのため、Kif20b の変異体は細胞分裂や染色体の分配に影響を与えるこ
とが予想された。そこで、乳がんの株化細胞である MCF7 細胞に Kif20b WT/GFP、Kif20b Mut/GFP
を遺伝子導入後、Kif20b WT/GFP や Kif20b Mut/GFP を発現する MCF7 細胞を顕微鏡で観察したと
ころ、Kif20b Mut/GFP を発現する MCF7 細胞が Kif20b WT/GFP を発現する MCF7 細胞よりも不均
等な分裂が観察され、多核の細胞が増加していた。この結果より、変異型 Kif20b が染色体の分
配などに欠陥があることが示唆された。 
Kif20b Mut/GFP を発現する MCF7 細胞が不均等な分裂が観察され、多核の細胞が増加していた

ことから、細胞の分裂において機能不全があるのであれば、細胞の増殖速度に影響が出ている可
能性が考えられた。そこで、Kif20b WT/GFP または Kif20b Mut/GFP プラスミド DNA を MCF7 細胞
に遺伝子導入後、MCF7 細胞の増殖速度をリアルタイム細胞アナライザーにより測定した。その
結果、KIF20B Mut/GFP を発現する MCF7 細胞は KIF20B WT/GFP を発現する MCF7 細胞よりも増殖
速度が遅いことが明らかとなった。 
KIF20B Mut/GFP を発現する MCF7 細胞の安定的な分離は難しかったことから、Kif20b の変異

遺伝子の細胞学的、生化学的な特徴や性質を分析するために、セルソーターにより、KIF20B 
Mut/GFP を発現する MCF7 細胞を分離することに変更した。次に、セルソーターにより KIF20B 
Mut/GFP を発現する MCF7 細胞と KIF20B WT/GFP を発現する MCF7 細胞を分離した。セルソーター
により分離した KIF20B Mut/GFP を発現する MCF7 細胞から RNA を抽出し、次世代シーケンサー
による RNA-seq 解析を行った。RNA-seq の結果の解析を進めている。 
KIF20B Mut/GFP を発現する MCF7 細胞の安定的な分離は難しかったことから、セルソーターに

よる細胞の分離と並行して、Kif20b の変異型の遺伝子を発現するノックインマウスを i-GONAD 
法により作製する予定である。まずはゲノム編集による遺伝子改変マウスの作製で i-GONAD 法
の技術の確認を行うために、ICR マウスを用いたチロシナーゼを標的としたゲノム編集による遺
伝子改変マウスの作製を行った。その結果、得られた産仔の凡そ 50％でチロシナーゼの遺伝子
改変が確認され、i-GONAD 法によるゲノム編集技術を利用した遺伝子改変マウスの作製を進め
ることが可能であると考えられた。現在、i-GONAD 法を用いた Kif20b の変異型の遺伝子を発現
するノックインマウスの作製を進めている。 
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