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研究成果の概要（和文）：膵管がん由来Panc1細胞の中心小体タンパク質CEP164に変異を入れて一次繊毛を消失
させた細胞を解析したところ、細胞増殖が亢進した。一次繊毛を除く薬剤処理によってもPanc1細胞の増殖が高
まったことから、一次繊毛の消失は膵管がん細胞の増殖を促進することが示唆された。また、CEP164はヘッジホ
ッグ経路の転写因子GLI2の中心小体局在に必要であり、CEP164変異細胞ではGLI2が活性化し、Cyclin DとCDK6の
発現量が増えることが分かった。さらに、がん遺伝子Kras依存的な膵管がんの増殖にCEP164が介在することも示
唆された。

研究成果の概要（英文）：We established PDAC-originated Panc1 cells devoid of primary cilia by 
mutating a centriolar protein CEP164. CEP164-mutated cells showed enhanced proliferation in colony 
formation assay. This was phenocopied by cells treated with Chloral Hydrate which chemically 
eliminates primary cilia, suggesting that loss of primary cilia promotes PDAC cells proliferation. 
In addition, CEP164 was co-localized with GLI2 transcription factor of Hedgehog signaling, and 
required for GLI2 localization at the centriole. CEP164-mutation induced GLI2 activation and in 
turn, Cyclin D-CDK6 over-expression. Furthermore, it was suggested that CEP164 is involved in 
K-RAS-signaling-dependent PDAC proliferation.

研究分野：細胞生物学

キーワード： 一次繊毛　膵管癌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膵臓がんの90％以上を占める膵管がんは難治性のがんである。膵管がんでは一次繊毛と呼ばれる細胞小器官が消
失している。一次繊毛は多くの細胞増殖シグナルの伝達に介在し、細胞分裂とも関わることから、一次繊毛の消
失が膵管がん細胞の増殖に寄与する可能性が考えられる。本研究により、膵管がん細胞における一次繊毛消失が
細胞の増殖を亢進させること、さらに中心小体タンパク質CEP164はヘッジホッグシグナルに介在することが見い
だされた。ヘッジホッグシグナルは膵管がんの増殖において極めて重要なシグナル経路である。これらの研究成
果は、膵管がんの新たな治療法に繋がる可能性がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
ほぼ全ての哺乳動物細胞に存在する一次繊毛は、細胞表面から外側に突出している一本

の不動性の構造体であり、光、化学、機械刺激や、Hedgehog, Wnt, PDGF などを含む細胞外

の様々なシグナル分子を受容し細胞内へ伝達するセンサーとして機能する。分裂期（M 期）の

紡錘体形成を担う中心小体が間期に細胞膜近傍へ移動し、そこから細胞膜外側へ微小管が

伸展し一次繊毛が形成される。 

 一次繊毛の構造・機能異常は、繊毛性疾患と呼ばれる疾患群を引き起こすが、多くのがん

細胞においても一次繊毛が減少・消失することが知られている。一次繊毛は細胞分裂に重要

な役割を担う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、がん細胞に

おける一次繊毛の消失が細胞分裂・増殖の異常やシグナル伝達の乱れを引き起こし、がんの

発生・進行を促進する可能性が想定される。 
 膵臓がんは主要ながんの中で 5 年生存率が最も低い難病であり、その 90％以上は膵管が

んである。現在までに、膵管がんにおいて一次繊毛が消失・減少することが報告されたが、膵

管がん細胞の一次繊毛消失に介在する分子メカニズム、及び一次繊毛の消失が膵管がん細

胞に与える影響は殆ど分かっていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、膵管がん細胞の一次繊毛消失に介在する分子基盤を明らかにし、さらに、一

次繊毛の消失が膵管がん細胞に与える影響を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 CRISPR/Cas9 法により、膵管がん由来 Panc1 細胞の Cep164 遺伝子に変異を入れた。また、

CEP164 を発現するレンチウイルスを作成した後 Panc1 細胞に感染させ、抗生物質に対する

耐性を指標にして外来 CEP164 を恒常的に発現する細胞を作出した。がん細胞の増殖能は

通常の培養条件下における増殖、またはコロニー形成アッセイ、細胞周期はフローサイトメトリ

ーを用いて解析した。Cyclin-CDK の発現は、定量的 PCR で mRNA 発現、ウェスタンブロッテ

ィングでタンパク質発現を調べた。CEP164, GLI2 の細胞内局在や動態については、免疫染

色法で調べた。 
 
４．研究成果 

(1）CEP164 変異 Panc1 細胞の一次繊毛は著しく減少する 

ヒト膵管がん由来 Panc1 細胞は一次繊毛を

低頻度に形成する。CRISPR/Cas9 法により、

一次繊毛形成に必要なタンパク質である

CEP164 に変異を導入したところ、CEP164 変

異細胞(以後、Cep164-1 細胞)では著しく一

次繊毛が減少することがわかった（図１）。ま

た、この細胞株に CEP164 を異所的に発現さ

せた細胞(以後、Cep164-1 レスキュー細胞)

では、一次繊毛形成が回復することを確認し

た。 

(2）一次繊毛の消失は Panc1 細胞の増殖を亢進させる 

がん細胞の増殖能を調べるコロニー形成アッセイを行ったところ、Cep164-1 細胞は野生型



 

 

Panc1 細胞、Cep164-1 レスキュー細胞と

比較して、コロニー形成能が高いことが

分かった（図２）。また、野生型 Panc1 細

胞に対して、一次繊毛を除去する薬剤で

ある抱水クロラール(ClHy)を処理したとこ

ろ、Cep164-1 細胞と同様にコロニー形成

能が高いことが分かった。以上の結果

は、一次繊毛の消失が膵管がん細胞の

増殖に対して促進的に寄与することを示

唆する。 

(3）CEP164 の変異は Cyclin D/CDK6 の発現を高める 

フローサイトメトリー解析において Cep164-1 細胞は野生型 Panc1 細胞、Cep164-1 レスキュ

ー細胞と比べて、細胞周期の G1/G0 期の割合が減少し、G2/M 期の割合が増加することが分

かった。また、Cep164-1 細胞における Cyclin-CDK の発現を網羅的に調べ、G1 から S 期へ

の移行に介在する Cyclin D-CDK6 の発現量が mRNA 及びタンパク質レベルで増加している

ことが分かった（図３）。一方、ClHy 処理に

より一次繊毛を除去した Panc1 細胞では、

細胞周期の変動、及びCyclin D-CDK6の

発現上昇は認められなかった。これらの結

果 は 、 一 次 繊 毛 の 消 失 と は 関 係 な く

CEP164 の変異が Cyclin D-CDK6 の発現

量を増加させることを示唆している。 

(4）GLI2 の中心小体局在に CEP164 は必

要である 

ヘッジホッグ経路の活性化は、Cyclin D-CDK6 の発現を高めることが知られている。免疫染

色実験により、CEP164 とヘッジホッグ経路

の転写因子 GLI2 が中心小体において共

局在すること、さらに GLI2 の中心小体局

在は CEP164-1 細胞において減弱するこ

とが分かった（図４）。これらの結果から、

CEP164 は中心小体に GLI2 を繋ぎ止める

ことでヘッジホッグ経路に介在し、さらに下

流の Cyclin D-CDK4/6 を介して細胞周

期を制御することが示唆された。 

(5）K-RAS シグナル依存的な膵管がんの増殖に CEP164 は介在する 

がん遺伝子 K-RAS の活性化は膵管がんの発生・進行において大きな役割を担うことが知ら

れている。siRNA を用いたノックダウン実験により K-RAS の発現を抑制すると、Panc1 細胞の

増殖は低下するが、Cep164-1 細胞はこの増殖低下に対して抵抗性を示すことが分かった。こ

の結果は、K-RAS シグナル依存的な膵管がんの増殖に CEP164 が介在することを示唆して

いる。  
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