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研究成果の概要（和文）：リン酸化nestinの発現を分裂期の膵癌細胞に認め、その発現は細胞増殖と関連した。2ヵ所
のリン酸化部位について１ヵ所ずつあるいは両方のリン酸化を阻害するベクターを膵癌細胞に遺伝子導入した。その結
果、それぞれ1ヵ所ずつのリン酸化を抑制すると細胞増殖が抑制され、細胞遊走、浸潤は亢進した。一方、両方のリン
酸化を抑制すると、細胞遊走、浸潤が抑制され、マウス肝転移が抑制された。Nestinのリン酸化を制御するタンパク質
として、cyclin dependent kinases, AKT, Auroraが同定された。以上より、リン酸化nestinの制御は膵癌の治療標的
として有用な可能性がある。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the roles of phosphorylated nestin in pancreatic 
cancer cells. We found nestin phosphorylation in mitotic phase of human pancreatic cancer cells. Nestin 
phosphorylation was correlated with MIB-1 index in human pancreatic cancer tissues. Transfection of 
pancreatic cancer cells with nestin mutated at one phosphorylation site inhibited cell growth. 
Transfecting cells with wild-type nestin or with nestin mutated at one site increased migration and 
invasion. In addition, transfection with nestin mutated at two phosphorylation sites inhibited migration, 
invasion, and liver metastases. Nestin phosphorylation at these two sites was decreased upon treatment 
with inhibitors for cyclin dependent kinases, AKT, and Aurora. Inhibiting nestin phosphorylation at these 
two sites may represent a novel therapeutic strategy for pancreatic cancer.

研究分野：消化器病理
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１．研究開始当初の背景 

膵癌は 5 年生存率が約 6％と極めて予後不

良の疾患である。その原因として診断時には

すでに遠隔転移をきたしており外科的切除

が不能な症例が多く、そのような切除不能例

に対する有効な治療法がないことが挙げら

れる。そのため、現在、膵癌の新規治療法の

開発が世界的に待ち望まれている。これまで

に我々は、中間径フィラメントタンパク質で

ある nestin について、膵癌の治療標的とし

ての有用性を検討してきた。Nestin は、神経

上皮幹細胞で発現が報告された Class VI に

分類される中間径フィラメントの一つで、現

在では神経幹細胞のマーカーとして広く知

られるようになった。Nestin の発現は神経系

だけでなく、筋肉、精巣、歯、膵臓、心臓、

血管の前駆細胞での発現が確認されており、

膵臓では膵外分泌細胞の幹細胞マーカーで

ある。 

腫瘍分野では、中枢神経系腫瘍、特に神経

膠芽腫や、皮膚の悪性黒色腫、消化管間質腫

瘍、乳癌、前立腺癌での nestin 発現が報告

され、nestin 発現と悪性度、遊走、浸潤、転

移との関連が報告されている。これまでに

我々は、浸潤性膵管癌の約 30％の症例で

nestin の発現を認め、その発現が膵癌の神経

浸潤、及び切除断端浸潤と関連することを報

告した (Kawamoto M, et al., Human Pathol, 

2009)。さらに、膵癌転移モデルを用いた動

物実験において nestin 発現を抑制すること

で、著明に膵癌の浸潤、転移を抑制すること

が可能なことを明らかにした(Matsuda Y, et 

al., Cancer Biol Ther, 2011)。 

悪性黒色腫および神経膠芽腫において、

nestin は癌幹細胞マーカーの一つとして報

告されている。癌幹細胞を培養する方法とし

て一般的に用いられているスフェア形成法

を行ったところ、膵癌細胞のスフェアにおい

て非スフェア細胞と比べて nestin の発現の

亢進を認めた。さらに short hairpin RNA 

(shRNA)を用いてnestinの発現を抑制した膵

癌細胞ではスフェア形成能が抑制され、マウ

ス皮下移植における腫瘍形成能も抑制され

ることが明らかとなった(Matsuda Y, et al., 

2012, American Association for Cancer 

Research, AACR)。近年の報告で、癌幹細胞

は癌の上皮間葉転換 (EMT) において中心的

な役割を担っていることが明らかにされて

いることから、nestin は膵癌において癌幹細

胞の機能性制御を介して、それによって癌の

浸潤・転移を抑制する可能性がある。 

一方で、nestin は様々な腫瘍組織の新生血

管、特に高い増殖能を有する血管内皮細胞に

おいて高発現を示す (Matsuda Y, et al., 

World J Gastroenterol, Review, 2013)。腫

瘍新生血管は癌の増殖、浸潤、転移を直接的

に制御する重要な微小環境を構成すると考

えられており、ベバシズマブ等の vascular 

endothelial growth factor モノクローナル

抗体が腫瘍新生血管を抑制することで抗腫

瘍効果を発揮することが臨床的に明らかと

なっている。これまでに我々は、増殖能が高

く、血管径の細い膵癌の新生血管においても

nestin が高発現し、マウス皮下腫瘍モデルを

用いて nestin に対する small interfering 

RNA (siRNA)を投与すると腫瘍新生血管の形

成が抑制されるとともに、皮下腫瘍の腫瘍体

積が抑制されることを報告した (Yamahatsu 

K, et al., Int J Incol, 2012)。 

これらの結果より、nestin を抑制すること

で、膵癌の癌幹細胞および新生血管形成を抑

制することが可能であり、膵癌の治療標的と

して有用であると考えた。Nestinは vimentin, 

cyclin dependent kinase 5 (cdk5), cdc2 と

直接結合してこれらのタンパク質のリン酸

化を調節し、細胞周期を制御する (Sahlgren 

CM, et al., Mol Cell Biol, 2003)。さらに、

cdk5, cdc2 は、ラット nestin タンパク質の

アミノ酸 316 および 1495 をリン酸化させ、

nestin の活性化を制御することが報告され



ている。以上より、膵癌における nestin の

リン酸化を抑制することでnestinの活性化、

および機能を効果的に抑制することが可能

になるのではないかとの仮説をたてた。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、nestin のリン酸化制御に

よる新たな膵癌治療法の開発の基礎的情報

の獲得である。 

ラットの神経細胞や筋細胞において

nestin のリン酸化が報告されているが、腫瘍

における nestin リン酸化の意義は報告がな

い。様々な腫瘍や癌幹細胞で高発現する

nestin におけるリン酸化が癌幹細胞の機能

にどのような影響を与えるのか解明できれ

ば、新たな分子標的治療の開発、特に癌幹細

胞を標的とした治療に応用出来る可能性が

あり、その影響は広範囲に波及する。 

また、グリベックやイレッサ等のリン酸化

酵素阻害剤は癌の分子標的治療薬として、臨

床効果が実証済みであるが、臨床応用可能な

nestin の阻害方法は確立していない。本研究

で、様々な細胞内シグナル系に対する阻害剤

の影響をスクリーニングすることで、nestin

の機能を阻害するための新たな方法の開発

につながるものと考えられる。本研究成果を

難治性の膵癌における新規分子標的治療に

応用することを目指す。 

 

３．研究の方法 

(1)  Nestin 及びそのリン酸化タンパク

質の細胞内局在性と細胞周期との関連の解

明：2ヶ所の nestin リン酸化部位を標識可能

な抗体を用いた。ヒト膵癌培養細胞株 PANC-1, 

MIAPaCa-2, KLM-1, PK-8 を 用い、蛍光染色

にて、nestin タンパク質、及びリン酸化

nestin の発現の細胞内局在を確認した。次に、

nestin 発現と細胞周期との関連をリン酸化

ヒストンタンパク質等の細胞分裂期タンパ

ク質との二重染色によって解析した。また、

フローサイトメトリー法にて、細胞周期とリ

ン酸化 nestin の発現を解析した。 

 

(2)  ヒト膵癌組織におけるリン酸化

nestin の発現と細胞増殖との関連の解明：ヒ

ト膵癌手術検体 30 例のパラフィンブロック

を用い、免疫染色にて Nestin、リン酸化

nestin、及び細胞増殖マーカーである MIB1

の発現を解析した。 

 

(3)  ヒト膵癌培養細胞における nestin

リン酸化抑制の in vitro での検討：

DSRed-Express2-N1 vector を用い、ヒト

nestin のリン酸化部位の塩基配列のそれぞ

れ 1ヶ所と両方を変異させ、該当箇所のリン

酸化しない変異 nestin を組み込んだ発現ベ

クター、及び wild type の nestin 発現ベク

ターを作成した。変異のない通常の nestin

発現ベクターと、変異 nestin 発現ベクター

を、nestin 発現の少ない膵癌培養細胞に遺伝

子導入し、リン酸化を抑制した際の細胞増殖、

遊走、浸潤、細胞形態の変化について比較検

討した。 

 

(4)  ヒト膵癌細胞における nestin リン

酸化抑制の in vivo での検討：リン酸化しな

い変異 nestin を導入した膵癌細胞の腫瘍形

成能、転移能について検討した。6 週令の

NOD/Shi-scid, IL-2Rγnull (NOG) マウスを用

い、1 × 105 cells のヒト膵癌細胞を脾臓内

に注射した。その後形成された肝転移病巣の

程度について、それぞれのベクターを導入し

た細胞で比較検討した。 

 

(5)  膵癌細胞における nestin リン酸化

機構の解明：細胞内シグナル阻害剤キット

(化学療法基盤支援活動供与)を用いて、

nestin のリン酸化を抑制する細胞内シグナ

ル伝達系を検討した。今回用いた阻害剤キッ

トは EGFR, TGF, CDK, MAPK, FGFR, VEGFR と



いった主要な癌関連シグナルを阻害するも

のである。 

 

(6)  統計解析：StatView J version 5.0

を用い、データを統計解析した。P < 0.05 を

有意差ありとした。 

 

４．研究成果 

(1)  Nestin 及びそのリン酸化タンパク

質の細胞内局在性と細胞周期との関連の解

明：蛍光染色にて、ヒト膵癌培養細胞におけ

るリン酸化nestinの発現の局在を検討した。

Nestin は細線維状構造を示し、細胞質内にび

まん性に発現を認め、核における発現は明ら

かでなかった。一方、リン酸化 nestin は、

核に強い発現を認めた。リン酸化ヒストンタ

ンパク質との二重染色により、これらのリン

酸化 nestin は細胞分裂期の癌細胞の核に強

い発現を認めることが明らかになった。 

また、フローサイトメトリーによる検討で

も同様に、リン酸化 nestin は細胞分裂期の

細胞に強く発現することが確認できた。 

 

(2)  ヒト膵癌組織におけるリン酸化

nestin の発現と細胞増殖との関連の解明：ヒ

ト膵癌組織検体で、リン酸化 nestin の発現

を確認したところ、同様に癌細胞の核に発現

を認めた。一方、nestin タンパク質は癌細胞

の細胞質に発現を認めた。リン酸化 nestin

の膵癌組織での発現は細胞増殖マーカーで

ある MIB1 index と正の相関を示した。リン

酸化 nestin の発現の程度は、膵癌の組織型

や進行度とは関連を示さなかった。 

 

(3)  ヒト膵癌培養細胞における nestin

リン酸化抑制の in vitro での検討：ヒト膵

癌培養細胞株を用いて、リン酸化 nestin 過

剰発現細胞およびリン酸化部位変異 nestin

発現細胞を作成した。その結果、リン酸化

nestin 過剰発現細胞株では、癌細胞の遊走、

浸潤が亢進した。リン酸化部位変異 nestin

発現細胞では、変異箇所数の違いにより、異

なる結果を示した。1 ヵ所のリン酸化を抑制

すると、細胞増殖の抑制と細胞遊走、浸潤の

亢進を認めた。Nestin の 2ヵ所のリン酸化を

抑制すると、癌細胞の増殖、遊走、浸潤が著

明に抑制され、形態的に多核の細胞の数が増

加した。 

 

(4)  ヒト膵癌細胞における nestin リン

酸化抑制の in vivo での検討：マウス肝転移

モデルを用いた検討では、nestin の 2ヵ所の

リン酸化を抑制すると癌細胞の肝転移が有

意に抑制された。 

また、nestin に対する siRNA をマウス尾静

脈から注射すると、マウスでの肝転移が抑制

された。 

 

(5)  膵癌細胞における nestin リン酸化

機構の解明：阻害剤ライブラリーを用い、リ

ン酸化 nestin の上流を制御する上流の細胞

内シグナル系を網羅的に検討した。その結果、

cyclin dependent kinase, AKT, Aurora の阻

害剤にて膵癌細胞の nestin のリン酸化が抑

制された。 
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