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要旨 

膵癌は、がんによる死亡原因の第 4位であり、5年生存率が 6%前後と極めて低

く致死的な癌である。Mint3はがん細胞や炎症性マクロファージなど限られた細胞

でのみ HIFを活性化する分子であり、乳癌細胞などで腫瘍形成能を促進している

ことが知られているが、膵癌での機能は分かっていない。そこで本研究では、膵癌

でMint3の機能を解析し、膵癌の治療標的になりうるか評価することを目的とした。  

まず、膵癌細胞においてMint3をノックダウンしたところ、G0/G1期で細胞周期

停止していることが明らかとなった。その原因としてユビキチンリガーゼ SKP2の

mRNA低下が認められ、その結果、サイクリン依存性キナーゼ阻害因子である p21

と p27のタンパクが増加していることから細胞周期停止を引き起こしていること

が示唆された。また、その経路を調べたところ、Mint3は FIH-1の抑制を介して

HIF-1依存的に SKP2の発現を制御していることが示された。 

次に、Mint3の癌悪性化への寄与を調べたところ、Mint3ノックダウンにより Slug

などの EMTマーカーの低下が認められ、それに付随して幹細胞性の低下と抗がん

剤感受性の向上が認められた。そこで、Mint3の造腫瘍能への影響を調べるために、
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Mint3ノックダウン細胞を免疫不全マウスに移植したところ、コントロール細胞に

対して有意に腫瘍の重量が小さくなることが明らかとなった。また、そのパラフィ

ン切片を解析したところ、Mint3ノックダウン細胞を移植した組織において SKP2

陽性領域の減少や、p21と p27陽性領域の増加、EMTマーカー陽性領域の減少が

認められた。さらに、マウス膵癌同所移植モデルにおいても、Mint3ノックダウン

細胞移植群において、Gemcitabineと Paclitaxelへの感受性が向上した。 

最後に、ヒト膵癌のデータセットを解析したところ、Mint3発現が高いほどに予

後不良であることが明らかとなった。以上の結果から、Mint3は膵癌において SKP2

を制御することで EMTや、幹細胞性、抗がん剤抵抗性を引き起こし、癌の悪性化

に寄与していることから、膵癌治療の標的分子となりうることが示唆された。 
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略語一覧 

ATP  adenosine triphosphate 

APBA3 amyloid beta A4 precursor protein-binding family A member3 

APP Amyloid precursor protein 

cDNA  complementary DNA 

DMSO Dimethyl sulfoxide 

EMT  Epithelial-Mesenchymal transition 

FIH-1 Factor inhibiting HIF-1 

HIF Hypoxia inducible factor 

HRE Hypoxia response element 

Mint3 Munc18-1-interacting protein 3 

mRNA messenger RNA 

MT1-MMP Membrane-Type-1 Matrix Metalloproteinase 

PBS  Phosphate Buffered Saline 

PDAC Pacreatic ductal adenocarcinoma 

PHD prolyl hydroxylase domain 

PVDF polyvinylidene difluoride 

pVHL von Hippel-Lindauタンパク 

RT-PCR  Reverse-Transcriptase Polymerase Chain Reaction 

SCF Skp1-Cullin-1-Fox 

shRNA short-hairpin RNA 

siRNA  small interfering RNA 

SKP2 S-phase kinase assiciated protein2 

STS Staurosporine 

TBS Tris buffered saline 
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1 序文 

1.1 膵癌 

 膵管腺癌（PDAC）は致死的な癌の１つで、日本における癌による死亡原因の第

4 位である[1]。日本やアメリカにおける PDAC の 5 年存率は近年わずかに上昇し

たものの、6%前後と依然として低いままである[2, 3]。目立った予兆のないこと、

早期発見の診断方法が少ないことから、PDACが発見されたときには進行したステ

ージであることが少なくない。また、PDACは発症や転移の機序が未だに解明され

ていないことから、有効な化学療法が少なく、早急に有効な治療薬の開発が必要と

されている。 

 膵臓（図 1.1.1a）は消化酵素を分泌する外分泌部（図 1.1.1b、c）とインスリンや

グルカゴンなどのホルモンを分泌する内分泌部（図 1.1.1d）に分けられる。外分泌

部の腺房で作られた消化酵素は導管を通って十二指腸へ運ばれるが、膵癌のほとん

どはこの導管細胞に起因するとされている。膵癌の危険因子としては、加齢、喫煙、

過度な飲酒、肥満、糖尿病、慢性膵炎などが挙げられる[4]。遺伝要因との関連で

は、膵癌患者の親族はリスクが増加すると報告されており、膵癌患者の 10%に見

られる[5]。近年、膵癌の発症・進行・診断・治療に関する分子生物学的な知見が

多く発表されてきた。ほとんどの膵癌患者は１つ以上の遺伝子変異を持つとされて

いる。最も多いのが、KRASの活性型変異で、患者の 90%以上が持つとされている。
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膵癌は、悪性形質転換の初期に KRASが変異し、発がん、進行、維持に大きく寄与

していると考えられている。正常な膵臓は、発癌の初期に KRAS変異を得て、がん

抑制遺伝子である TP53、CDKN2A、SMAD4などの不活化変異や欠損が加わり、膵

臓上皮内腫瘍性病変（pancreatic intraepithelial neoplasia: PanIN）が出現する。さらに

異形成段階が進行すると、基底膜を越えて浸潤癌となるという多段階発癌をする

（図 1.1.2）[6, 7]。ここ十数年でこのような主要な遺伝子変異と形質転換に関して

研究されてきたが、膵癌の発症、転移、放射線、化学療法抵抗性のメカニズムはま

だ未解明である。また、近年の研究において、線維化、間質反応、腫瘍微小環境、

免疫反応、血管新生に関する知見は、臨床研究に大きく貢献してきたにもかかわら

ず、多くの膵癌治療の臨床研究第 3相試験は失敗に終わっているのが現状であり[8]、

早急に膵癌の発症、進行、転移、治療への抵抗性の分子レベルでのメカニズムの解

明が必要である。 
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図 1.1.1膵臓（文献 7を改変） 

（a）膵臓 （b）外分泌腺。ぶどうの房のような形状をしている。（c）外分泌腺の細胞。

膵癌の多くはこの導管細胞が由来である。（d）外分泌腺と内分泌腺。 
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図 1.1.2膵癌の進行と遺伝子変異（文献 6を改変） 

正常細胞が KRAS、CDKN2A、TP53、SMAD4などの遺伝子変異が蓄積するにつれて前駆病

変（PanIN）が増え、異形成の段階が進行し膵癌（PDAC）へと移行する。 
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1.2 低酸素誘導性因子（HIF-1） 

 低酸素誘導性因子（Hypoxia inducible factor, HIF-1）は膵癌を含めてさまざまな癌

において過剰発現しており、予後不良と相関することが示唆されて[9, 10]おり、膵

癌の治療標的として近年注目を集めている。固形腫瘍内において無秩序な細胞増殖

や不完全な血管新生によって低酸素領域が存在する。このような領域では、低酸素

ストレスに適合するマスター因子として HIF-1が活性化し、さまざまな遺伝子を発

現することで癌の転移や悪性化、再発、治療への抵抗性に関わることが知られてい

る[11, 12]。 

HIFは N末端側に DNAとの結合に関わる basic helix-loop-helix（bHLH）領域と

Per-ARNT-Sim homology （PAS）領域を持つ bHLH/PASファミリーに属する転写因

子であり、αサブユニット（HIFα）と βサブユニット（HIFβ）からなるヘテロ二量

体である。αサブユニットは HIF-1に加え HIF-2と HIF-3があり、酸素依存的に制

御される。一方、βサブユニットは恒常的に発現している。サブユニットの

中でも、HIF-1と HIF-2の解析が進んでいるが、特に HIF-1と癌に関する報告が多

くされている[16]。 

HIF-1αの C末端領域には、N-terminal trans-activation domain （N-TAD）、C-terminal 

trans-activation domain （C-TAD）の転写因子としての機能不活性化に関わる 2つの

ドメインを持つ。HIF-1αは酸素依存的に分解と転写不活性化の制御を受ける。 
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HIF-1αの分解による制御は、酸素依存的なプロリン水酸化酵素 prolyl hydroxylase 

domain (PHD)によって担われている。通常酸素下では HIF-1αの Oxygen-dependent 

degradation （ODD）ドメイン内にある 402番目のプロリン残基と N-TADの 564番

目のプロリン残基が、PHDにより酸素依存的に水酸化されると、von Hippel-Lindau

タンパク（pVHL）を含む E3ユビキチンリガーゼによってユビキチン化されるこ

とにより、HIF-1αタンパクはプロテアソームにより速やかに分解される。低酸素

下では、PHDの酵素活性が低下するため、HIF-1αは安定化し、HIF-1βとヘテロ二

量体を形成し、転写活性能を有する。一方、転写活性の制御はアスパラギン水酸化

酵素 Factor inhibiting HIF-1（FIH-1）によって行われている。HIF-1αの C-TAD内に

ある803番目のアスパラギン残基が酸素依存的にFIH-1によって水酸化されるとヒ

ストンアセチル化酵素複合体である p300/CBP (CREB-binding protein)が HIF-1に結

合できなくなるため、HIF-1の転写活性が抑制される[17](図 1.2.1)。 

近年、HIF-1は低酸素だけでなく、増殖因子や癌遺伝子によっても活性化するこ

とが報告されている[18]。しかし、低酸素以外の刺激による HIF-1の活性化やそれ

による HIF-1の標的遺伝子はまだあまり調べられておらず、分かっていないことが

多い。Vaupel らは、50~60%の癌は低酸素領域を持たないと報告している[19]。

Sobhanifarらはヒトの腫瘍検体やマウスのゼノグラフモデルについて、低酸素領域

が染色されるピモニダゾール染色を行い、ピモニダゾールが染色される 1-2%酸素
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濃度ではがん細胞はネクローシスを起こして HIF-1は染色されず、むしろそれより

酸素濃度が高い血管に近い領域でHIF-1が染色されると報告している（図 1.2.2）[20]。

また、所属研究室での先行実験において、ヒト膵癌細胞 AsPC-1細胞の同所移植切

片を解析したところ、ピモニダゾール陽性部位には増殖マーカーKi67 陽性細胞が

少なかった（図 1.2.3）。以上のことから、膵癌における HIF-1は厳しい低酸素下よ

り、むしろがん細胞の増殖が盛んな通常酸素または緩やかな低酸素領域で機能して

いることが示唆される。 Kuschel らは HIF-1 に関する多くの論文が、低酸素での

HIF-1の発現とその標的遺伝子に関するもので、通常酸素下での HIF-1の制御やそ

の標的遺伝子についてはほとんど調べられていないことを述べており[21]、通常酸

素下での HIF-1の発現やその効果についてはさらなる解析が必要である。 

ここ 20年間で多くの HIF-1の阻害剤が開発されてきたが、HIF-1のmRNAや

タンパクを直接阻害したり、αと βのサブユニットの二量体形成の阻害や、コアク

チベーターとの相互作用を阻害したりするものも一部あるが、ほとんどが HIF-1に

間接的に作用するものや HIF-1 阻害以外の多様な活性を持つものであり特異性が

低い[22]。また、HIF-1のノックアウトマウスは胎生致死[23]であり、HIF-1は正常

な臓器の発生や維持に必要な分子である[24]ことから HIF-1を標的とした治療薬の

有害事象も多く報告されている[25]。以上の理由から、現在臨床的に承認されてい

る HIF-1を標的とした薬はまだなく、癌特異的に HIF-1を抑制する分子標的薬の開
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発が必要とされている。 

 

図 1.2.1 酸素依存的な HIF-1αの制御 
通常酸素下において402番目と564番目のプロリン残基がPHDに水酸化されることにより、

プロテアソームで分解され、803 番目のアスパラギン残基が FIH-1 によって水酸化される

ことで p300/CBPとの結合ができなくなり、転写が抑制される。 

 

 

図 1.2.2 低酸素領域でHIF-1は発現しない（文献 20より） 

SiHa 細胞のゼノグラフト。ピモニダゾールを投与 90 分後、血管を染色するために

Hoechst33342 を投与し、10 分後に腫瘍を摘出した。凍結切片を HIF-1 の抗体で染色した。

HIF-1（赤）、ピモニダゾール（緑）、Hoechs33342 （青；血管）。N:ネクローシス領域。 
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図 1.2.3  膵癌の低酸素領域と細胞増殖（坂本毅治博士らによる先行実験より） 

ヒト膵癌 AsPC-1 細胞のゼノグラフト。ピモニダゾールを投与 90 分後、腫瘍を摘出した。

凍結切片を抗 Ki67抗体で染色した。Ki67（赤）、ピモニダゾール（緑）、Hoechst33342（核）

（青）。 

 

1.3 HIF-1活性化分子Mint3 

Munc18-1-interacting protein 3（Mint3）は別名 amyloid beta A4 precursor 

protein-binding family A member3（遺伝子名: APBA3）とも言われる。Mint3は X11

ファミリータンパクに属し、リン酸化チロシンの結合サイトとC末端に 2つのPDZ

ドメインを持つのに対して、N 末端側は特に知られたモチーフを持たない。Mint3

の C末端側はアミロイド前駆タンパク（Amyroid precursor protein: APP）や Furinな

ど膜貫通タンパクの細胞内ドメインに結合するアダプタータンパク質と報告され

ており、APPなどの輸送、エンドサイトーシス、代謝に関わるとされている[26, 27]。

一方、所属研究室において、N末端領域のMint3は FIH-1と結合し、膜型マトリッ
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クスメタロプロテアーゼ（MT1-MMP）の細胞質側末端と協調して FIH-1を抑制す

ることで間接的に HIF-1を活性化すると報告している(図 1.3)[28]。 

Mint3の N末端領域は HIF-1αと競合的に FIH-1に結合することで、FIH-1による

HIF-1αの水酸化を抑制し、IF-1αの活性化を行う[28]。Mint3自体はユビキタスに

発現する分子であるが、正常と癌の mRNA 発現を比較すると、いくつかの癌では

発現が若干高いことが報告されている[29]。Mint3 による FIH-1 の抑制には

MT1-MMPが必要であるため、Mint3による HIF-1の活性化はMT1-MMPの発現し

ている一部の癌細胞やマクロファージでのみ起こる[28]。また、Mint3 ノックアウ

トマウスは、明らかな組織異常や寿命に変化が見られず[30]、マクロファージで

HIF-1 活性低下により解糖系を介した ATP 産生が低下すること以外に組織や臓器

に大きな影響はない[31]ことから、癌の治療標的となることが期待される。 

先行研究において、乳癌や線維肉腫細胞においてMint3ノックダウンすると腫瘍

の成長が抑制されることが報告されている[29, 32, 33]。また、癌細胞以外では、癌

間質に含まれる線維芽細胞の Mint3 をノックダウンすると乳癌や類表皮癌での腫

瘍形成が抑制されること[34]、Mint3 が炎症性単球の機能を制御することで転移性

ニッチの形成に関わる[35]ことなどが報告されており、Mint3 阻害による癌治療へ

の応用が期待されている。 
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図 1.3  Mint3による HIF-1の活性化 

Mint3による FIH-1結合にはMT1-MMPが必要である。Mint3が FIH-1に結合すると、FIH-1

は HIF-1α を水酸化できず、HIF-1α の転写活性を抑制できない。結果として、通常酸素下

でも HIFは転写活性を保持し、HIF-1標的遺伝子の発現が亢進する。 

 

1.4 ユビキチンリガーゼ S-phase Kinase Associated Protein2 （SKP2） 

ユビキチンは 76アミノ酸からなるタンパクで、真核生物において種を越えてよ

く保存されている。ユビキチン化はユビキチン活性化酵素（E1）、ユビキチン結合

酵素（E2）、ユビキチンリガーゼ（E3）の 3つの酵素反応を通してユビキチンが基

質のリジン残基にユビキチンの C 末端のグリシンをイソペプチド結合する反応で

ある。一般に、ユビキチン結合酵素はユビキチン修飾の種類を、ユビキチンリガー

ゼは基質特異性を決定する。これまでにヒトゲノムでは２つの E1と 50の E2、600
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の E3 が報告されている[36]。ユビキチンには７つのリジン（K）残基（K6、K11、

K27、K29、K33、K48、K63）があり、これらのリジンと末端のメチオニンを介し

た 8種類の結合様式のユビキチン鎖が形成される[37]。多様なユビキチン鎖の中で

も K48 を介して形成されたポリユビキチン鎖は最も重要な役割を果たしていると

考えられており、プロテアソームによるタンパク分解を誘導するシグナルである。

ユビキチンの結合による機能はユビキチン―プロテアソーム経路だけではなく、

K63 を介して形成されたポリユビキチンはエンドサイトーシス、DNA 修復、アポ

トーシス、転写制御などに関わるとされている[38]。 

S-phase Kinase Associated Protein2（SKP2）は SCF（Skp1-Cullin-1-Fox）ユビキチ

ンリガーゼ複合体を構成する、F-box ファミリータンパクに属する E3 ユビキチン

リガーゼである(図 1.4)。SKP2は基質である p21や p27タンパクを認識し、UBC（E2

ユビキチン結合酵素）により基質をユビキチン化させ、分解に導くことが知られて

いる[39, 40]。SKP2 の基質はこのほかに p57[41]、E2F-1[42]、p130[43]、Tob1[44]、

CyclinD[40]など細胞周期に関わるタンパクがあり、これらのタンパク質の分解をす

ることで細胞増殖を制御する。細胞周期関連タンパク質以外にも、アポトーシス制

御因子である Myc[45]、Foxo1[46]や、DNA 複製因子である Orc1p[47]、Cdt1[48]な

ども SKP2の基質である。また、K48を介したポリユビキチン化による分解のほか

に、SKP2は K63を介して Aktをユビキチン化することで Aktの活性化に関わり解
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糖系を促進する[49]ことや、Eithelial-Mesenchymal transition (EMT)に関わる因子であ

る Twistの安定化に関わる[50]とされる。 

SKP2の発現は、膵癌においては phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)や NF-Bなど

によって活性化されることが報告されている[51, 52]。SKP2は多くのヒトの癌にお

いて過剰発現が報告され、がん遺伝子として働く[53, 54]。PDACにおいては、過剰

発現し、組織学的な癌のグレードやリンパ節への転移、予後不良との相関が報告さ

れている[54, 55]。また、SKP2抑制は乳癌においてハーセプチンの感受性を高める

[49]、肺癌においてパクリタキセルの感受性を高める[56]、前立腺癌においてドキ

ソルビシンやパクリタキセルの感受性を高める[50]ことから、抗がん剤との併用と

しての治療への応用が期待されている。 

 

図 1.4 SCFSKP2複合体の構成 

SCF E3ユビキチンリガーゼ複合体は Skp2、Rbx、Cullin1と変動する F-boxタンパクで構成

される。 
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1.5 本研究の目的 

膵癌は現在のところ外科的な治療以外の有効な治療方法が少なく、また発症や悪

性化のメカニズムが分かっていないことから、早急に発症や悪性化のメカニズムの

解明や新しい治療法の開発が必要である。先行研究において、乳癌細胞や線維肉腫

細胞において、Mint3をノックダウンすることで腫瘍形成能が抑制されることが明

らかにされており[32, 33]、膵癌においても治療の標的になることが期待されてい

る。しかしながら、膵癌におけるMint3の役割や癌化や癌悪性化における分子機構

は明らかになっておらず、本研究ではMint3の in vitroおよび in vivoでの役割を解

明することを目的とした。 
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2 実験方法 

2.1 細胞培養 

ヒト膵癌細胞株 AsPC-1 と BxPC-3, PANC-1, MIA PaCa-2 細胞は American Type 

Culture Collection（Manassas、VA、USA）から購入し、RPMI 1640培地（Thermo Fisher 

Scientific社、Waltham、MA、USA）に 10% fetal bovine serum （Thermo Fisher Scientific

社）、100 units/mL Penicillin, 100 g/mL Streptomycin（Thermo Fisher Scientific社）を

添加して、37℃、5%CO2インキュベーターで培養した。 

ヒト膵臓腺房細胞は、Kerafast社（Boston、MA、USA）から購入し、Keratinocyte 

SFM培地（Thermo Fisher Scientific社）に 50 mg/L Bovine Pituitry Extractと 5 μg/L EGF、

100 units/mL Penicillin, 100 g/mL Streptomycin（Thermo Fisher Scientific社）を添加し

て、37℃、5%CO2インキュベーターで培養した。 

ウィルス作製のための 293FT 細胞は Thermo Fisher Scientific 社から購入し、

DMEM培地（Thermo Fisher Scientific社）、10% fetal bovine serum （Thermo Fisher 

Scientific社）、100 units/mL Penicillin, 100 g/mL Streptomycin（Thermo Fisher Scientific

社）を添加した培地で、37℃、5%CO2インキュベーターで培養した。 

 

2.2 ウィルス作製法 

安定的に発現する細胞株に感染させるウィルスは 293FT を用いて、ノックダウ
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ンでは pLenti6/BLOCK-iT™-DEST Gateway Vector Kit （Thermo Fisher Scientific社）

を、過剰発現系では ViraPower™ Lentiviral Directional TOPO® Expression Kit（Thermo 

Fisher Scientific社）のプロトコルに沿って作製した。細胞の感染には 2 g/mL ポリ

ブレン（Sigma-Aldrich社、St. Louis、MO）を添加した培地を使用した。ウィルス

感染後、Blasticidin （AsPC-1とMDA-MB-231細胞; 20 g/mL、それ以外の細胞; 10 

g/mL）（科研製薬、東京）もしくは G418 （AsPC-1細胞; 2 mg/mL）（Sigma-Aldrich

社）を含む培地によるセレクションを行った。 

 

2.3 安定的ノックダウン実験 

本研究で用いた shRNA配列を表 1に示す。1本鎖オリゴ DNAはユーロフィンジ

ェノミクス（東京）で購入し、200 Mの濃度になるようにオリゴアニーリングバ

ッファー[10 mM Tris-HCl （pH.8.0）, 1 mM EDTA （pH8.0）, 100mM NaCl]で希釈

し、95℃で 5分加熱後、室温になるまで静置することで 2本鎖 DNAを得た。次に

pENTR/U6 TOPO vector （Thermo Fisher Scientific社）にメーカーのプロトコルに沿

ってサブクローニングされ、Gateway LR Clonase II Enzyme mix（Thermo Fisher 

Scientific社）を使用してレンチウィルスベクターpLenti6 BLOCK iT （Thermo Fisher 

Scientific社）にプロトコルに沿って組み換えた。 
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表 1 shRNAの配列 

目的遺伝子 配列 

shLacZ 

shMint3 #1 

shMint3 #2 

shHIF-1 #1 

shHIF-1 #2 

shSKP2 #1 

shSKP2 #2 

shSKP2 #3 

5’- GCTACACAAATCAGCGATTTCGAAAAATCGCTGATTTGTGTAG-3’ 

5’- CCGACTGTTGCAGCCCCCTGACGAATCAGGGGGCTGCAACAGTCGG-3’ 

5’- GCGGTTCTTGGTCCTGTATGACGAATCATACAGGACCAAGAACCGC -3’ 

5’- GGGATTAACTCAGTTTGAACTCGAAAGTTCAAACTGAGTTAATCCC-3’ 

5’ - GCTGGAGACACAATCATATCTCGAAAGATATGATTGTGTCTCCAGC-3’ 

5’- GCGAGCAGCTCTGCAGTTAATCGAAATTAACTGCAGAGCTGCTCGC-3’ 

5’- GGAAACGGCTGAAGAGCAAAGCGAACTTTGCTCTTCAGCCGTTTCC-3’ 

5’- GCTGAGGTTCTTAAGGTTACTCGAAAGTAACCTTAAGAACCTCAGC-3’ 

  

2.4 安定的発現実験 

Mint3再発現実験におけるWT Mint3、MUT Mint3のベクターは所属研究室の先行

研究において作製された[28, 32]ものを使用した。 

 

2.5 誘導発現実験 

FIH-1 の誘導系発現ベクターの構築は PCR法に基づいて行われた。AsPC-1細胞

からRNeasy mini kit （QIAGEN社、Hilden、ドイツ）を用いてRNA抽出し、SuperScript 

III Reverse Transcriptase（Thermo Fisher Scientific社）を使用して逆転写することで

得られた cDNAを以下のプライマーを用いて EcoRI/BamHI の制限酵素サイトを伴

って増幅した。プライマー、F：5’-CCCTCGTAAAGAATTCATGGCGGCGACAGCGGCGGA-3’、R：

5’-GAGGTGGTCTGGATCCCTAGTTGTATCGGCCCTTGA-3’。 

FIH-1の cDNAは pGEM-T easy vector（Promega社、Fitchburg、WI、USA）にサ
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ブクローニングした。その後、制限酵素処理により、pRetroX-TetOne vector（タカ

ラバイオ社、滋賀）に移し換えた。 

安定的に細胞に発現させるためには Retro-X™ Universal Packaging System（タカ

ラバイオ社）を使用してメーカーのプロトコルに沿って行った。細胞の感染には 2 

g/mL ポリブレン（Sigma-Aldrich 社）を添加した培地を使用した。ウィルス感染

後、1 g/mL puromycinを含む培地によるセレクションを行った。 

発現の誘導には 100 ng/mLの Doxycyclinを用い、24-48時間誘導を行った。 

 

2.6 siRNA実験 

siRNAによる一過性のノックダウンには 1×10
5
 cells / 6 well plateを前日に播種し、

翌日、OptiMEMと最終濃度 20 pmolの siRNA と Lipofectamine RNAiMAX （Thermo 

Fisher Scientific社）の混合液を添加して培養した。トランスフェクションから 5日

後にウェスタンブロットやリアルタイム PCR を行った。ターゲット配列は以下の

とおり（表 2.6）。 

表 2.6 siRNAのターゲット配列 

siRNA ターゲット配列 

siLuc 5’-GAUCUACUGGUCUGCCUAA-3’ 

siGFP 5’-AUCCGCGCGAUAGUACGUA -3’ 

siMint3 #1 5’- GAUGGAACUUGAUGAGUCA -3’ 

siMint3 #2 5’-GGGAGGUGCACCUCGAGAA-3’ 

siMint3 #3 5’-GGUUCUUGGUCCUGUAUGA-3’ 
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siFIH-1#1 5’-GCCAAUUUCCAGAACUUUA-3’ 

siFIH-1#2 5’-GUAUUGCACGCUGCACUUA-3’ 

siHIF-1a #1 5’-CAAAGUUCACCUGAGCCUAUU-3’ 

siHIF-1a #2 5’-GAUUAACUCAGUUUGAACUUU-3’ 

siSKP2#1 5’-GACCUAUCGAACUCAGUUA-3’ 

siSKP2#2 5’-GUGAUUGUCCGCAGGCCUA-3’ 

 

2.7 ウェスタンブロット 

細胞を lysis buffer [50 mM Tris-HCl（pH8.0）、150 mM NaCl、1% NP-40]で溶解し、

15,000 rpmで 10分間、4℃で遠心分離を行い、上清を回収した。細胞抽出液のタン

パク濃度はブラッドフォードプロテインアッセイ（Bio-rad社、Hercules、CA、USA）

を用いて Bradford 法により測定した。濃度調整した細胞抽出液に 4×SDS sample 

buffer [0.2 M Tris-HCl （pH 6.8）, 40% glycerol, 8% SDS, 0.04% BPB, 20% -ME ]を加

え 95℃で 10分間煮沸することで試料とした。その後、SDSポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動を行った。泳動後、セミドライ方式でゲルから PVDF メンブレン

（Millipore社、Burlington、MA、USA）にブロッティングを行った。その後、メン

ブレンを 5%スキムミルクが入った TBST [25 mM Tris-HCl （pH 7.4）, 150 mM NaCl, 

0.05% Tween-20 ]中で室温にて 1時間振とうすることでブロッキングを行った。メ

ンブレンは Can Get Signal Immunoreaction Enhancer Solution1 （TOYOBO、大阪）に

希釈した 1次抗体と 4℃で一晩反応させ、TBSTで 10分×3回洗浄後、Can Get Signal 

Immunoreaction Enhancer Solution2で希釈した HRP標識 2次抗体と室温で 1時間反
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応させた。メンブレンを TBSTで洗浄後、ECL prime（GE Helthcare、Boston、MA、

USA）またはECL select（GE Helthcare）を加え化学発光をLAS4000 mini（GE Helthcare）

で検出した。ウェスタンブロッティングに使用した抗体を以下に示す（表 2.7）。 

 

表 2.7 使用したウェスタンブロット抗体 

抗原 抗体種 メーカー 
カタログ 

番号 
希釈倍率 

SKP2 Rabbit Abcam ab19877 1/500 

HIF-1α rabbit Abcam ab1 1/500 

Mint3 mouse BD Biosciences 611380 1/1000 

Caspase-3 rabbit CST 9664 1/500 

Cleaved caspase-3 rabbit CST 9665 1/500 

PARP rabbit CST 9542 1/500 

Cleaved PARP rabbit CST 5625 1/500 

Caspase-9 mouse CST 9508 1/500 

Cleaved caspase-9 rabbit CST 7237 1/500 

Caspase-7 rabbit CST 12827 1/500 

Cleaved caspase-7 rabbit CST 8434 1/500 

Phospho histon H3 rabbit CST 3377 1/1000 

Cyclin D1 （p2G2） rabbit CST 2978 1/500 

CyclinE2 rabbit CST 4132 1/500 

CDK4（D9G3E） rabbit CST 12790 1/500 

CDK6 （DCS83） mouse CST 3136 1/500 

p21 rabbit CST 2947P 1/500 

p27 rabbit CST 3686 1/500 

PCNA mouse Santa Cruz sc-56 1/1000 

FIH-1 Goat Santa Cruz Sc-26219 1/500 

β-Actin Mouse 富士フイルム和

光純薬社 

0111-24554 1/1000 

E-cadherin  mouse BD Biosciences #610181 1/1000 

N-cadherin  rabbit CST 13316 1/1000 
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Slug  rabbit CST 9585 1/1000 

TWIST   Novus NBP2-37364 1/1000 

Vimentin rabbit CST 5741 1/1000 

Snail  rabbit CST 3879 1/500 

TCF8/ZEB1 rabbit CST 3396 1/1000 

K48-linkage Specific 

Polyubiquitin  

rabbit CST 8081 1/1000 

K63-linkage specific 

polyubiquitin   

rabbit CST 5621 1/1000 

V5 mouse Thermo Fisher 

Scientific 

R960-25 1/1000 

Anti-rabbit IgG, HRP 

linked whole Ab 

Donkey GE Helthcare NA934V 1/3000 

Anti-mouse IgG,  

HRP- linked whole Ab 

Sheep GE Helthcare NA931V 1/3000 

Anti-Goat IgG HRP 

antibody 

rabbit Sigma A5420 1/5000 

※表中のメーカー情報は以下の通り。 

Abcam社（Cambridge、UK）、BD Biosciences 社（Franklin Lakes, NJ, USA）、Cell Signaling 

Technology（CST）社（Danvers、MA、USA）、富士フイルム和光純薬社（大阪）、Santa Cruz

社（Santa Cruz、CA、 USA） 

 

2.8 RNA抽出、逆転写、リアルタイム RT-PCR 

Total RNAの抽出には RNeasy mini kit （QIAGEN社）を使用した。抽出した RNA

を鋳型に ReverTra Ace qPCR RT Master Mix（TOYOBO社）を用いて逆転写反応を

行い、cDNAを合成した。得られた cDNAを用いて、KOD SYBR qPCR Mix（TOYOBO

社）および表 2.8に示す特異的プライマーを用いて、Applied Biosystems 7300 Real 

Time PCR System （Thermo Fisher Scientific社）でメーカーのプロトコルに従って
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リアルタイム PCRを行った。内在性のコントロールには ACTBを用いた。 

 

 

表 2.8 定量 RT-PCRに用いたプライマー配列 

 

 

2.9 細胞周期測定 

前日に 6ウェルプレートに細胞を 5×10
5個播種し、次の日 PBS（-）で細胞を洗

浄後、トリプシン処理により細胞をプレートから回収した。細胞を 500×gで 5分

遺伝子名 Forward primer Reverse Primer 

ACTB 

SKP2  

CDKN1A (p21) 

CDKN1B (p27) 

HIF-1α 

VEGFA 

PDK1 

E-cadherin 

N-cadherin 

vimentin 

ZEB1 

ZEB2 

Snail 

Slug 

Twist 

OCT4 

SOX2 

Nanog 

LGR5 

Notch1 

BMI 

TTCTACAATGAGCTGCGTGTG 

CTTTACTATTAGTGACAAGAGCTGG 

TCAGGGGAGCAGGCTGAA 

GCTAACTCTGAGGACACGCA 

ATCCATGTGACCATGAGGAAATG 

CTCCACCATGCCAAGTGGTC 

TCCTGTCACCAGCCAGAATG 

CAATGCCGCCATCGCTTACACCAT 

AGGCTTCTGGTGAAATCGCA 

GACGCCATCAACACCGAGTT 

GGGCCTGAAGCTCAGGCAGATGA 

AGAAGCCACGATCCAGACCGCAATTA 

CCAGTGCCTCGACCACTATG 

ATGCATATTCGGACCCACACATTA 

TCCATGTCCGCGTCCCACTA 

GGGGTTCTATTTGGGAAGGTAT 

GAACCAGCGCATGGACAGTT 

GGTGGAGTATGGTTGGAGCC 

CCTGCTTGACTTTGAGGAAGACC 

CCCGCCAGAGTGGACAGGTCAGTA 

CTGGTTGCCCATTGACAGCG 

GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA 

TGGCTGGACTTGAGTTTGGA 

TGGTAGAAATCTGTCATGCTGGT 

GAAGAATCGTCGGTTGCAGGT 

CTCGGCTAGTTAGGGTACACTT 

ACTCCTGGAAGATGTCCACC 

CTTCCTTTGCCTTTTCCACC 

TCAGCAGCTTGAACCACCAGGGTA 

TGCAGTTGCTAAACTTCACATTG 

CTTTGTCGTTGGTTAGCTGGT 

CTCTGGTCCTCTTCAGGTGCCTC 

GGTAAATAATGGCTGTGTCACTGCGC 

CTGCTGGAAGGTAAACTCTGGA 

AGATTTGACCTGTCTGCAAATGCTC 

ATTCAAAGAAACAGGGCGTG 

GCCGCAGCTTACACATGTTC 

TCATGCTGTAGCTGCCGTTG 

GAGACGGCAGCCAAGGTTAT 

CCAGCCATCAAGCAGGTGTTCA 

TGTCGCAGTTGGAGCCCTCGTTA 

AAATCCCGGAAAGAGCAGCC 
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間遠心し、細胞ペレットを PBS（-）で洗浄し、再度遠心して PBS（-）を除去した。

その後、冷 70%エタノールで細胞を懸濁し、-20℃に一晩静置して固定した。その

後、1,000×g にて遠心しエタノールを取り除き、細胞を PBS（-）で洗浄した後に

PBS（-）で再懸濁し、Tali Cell cycle Kit （Thermo Fisher Scientific社）を用いてメー

カーのプロトコルに従って染色を行い、細胞周期の測定には Tali® Image Cytometer

（Thermo Fisher Scientific社）を使用した。 

 

2.10 細胞増殖アッセイ 

24 well-plateの 1 wellあたりに細胞を 1×10
4
 cells（AsPC-1）、1×10

4
 cells（BxPC-3）、

1×10
4
 cells（PANC-1）、2.5×10

3
 cells（MIA PaCa-2）播種し、3，5，7日後に血球

計算盤を用いてカウントした。 

 

2.11 スフィアフォーメーションアッセイ 

AsPC-1、BxPC-3、PANC-1細胞を DMEM/F-12 培地 (Thermo Fischer Scientific)に

100 μg/mL EGF（富士フイルム和光）と 100 μg/mL bFGF（富士フイルム和光）、2% 

B27 supplement（富士フイルム和光）を添加した培地で 96-well ultra-low attachment 

platesに 1ウェル当たり 250個播種し、7日後に形成した 50 m以上のスフィアの

数を顕微鏡下で数えた。 
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2.12 抗がん剤感受性実験 

 前日に siRNA を用いてトランスフェクションした細胞を 24 well-plate の 1 well

あたりに細胞を 5×10
4
 cells 播種し、翌日 Gemcitabine（東京化成工業）もしくは

Paclitaxel（富士フイルム和光）を添加して 3 日間培養した。血球計算盤を用いて、

トリパンブルー染色をして生細胞のみをカウントした。 

 

2.13 免疫沈降 

スクレーパーで回収した細胞を PBS(-)で洗浄し、lysis buffer [1% Nonidet P-40, 

50mM Tris, pH 8.0, 150mM NaCl]で溶解し、4℃、15,000 gで 15分遠心した。上清を

回収し、p21抗体（CST）、p27抗体（CST）、Slug抗体（CST）を添加して 4℃で一

晩反応させた。Protein Aアガロース（Thermo Fisher Scientific）をライセートに添加

して 1時間 4℃でインキュベートした。ビーズを 4回 lysis bufferで洗浄し、タンパ

クはメルカプトエタノールを添加したサンプルバッファーで加熱して溶出し、ウェ

スタンブロットで検出した。 

2.14 膵癌同所移植 

8週齢のヌードマウス BALB/c nu/nuを日本クレア（東京）から購入した。AsPC-1

細胞を 4×10
7 
cells/mLの濃度で PBS（-）に調整し、等量のMatrigel（Corning社、

Corning、NY、USA）と混合した。メデトミン注（フジタ製薬株式会社、東京）9 g、
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ミダゾラム注（サンド株式会社、東京）4.8 g、ベトルファール（Meiji Seikaファ

ルマ株式会社、東京）60 gを生理食塩水 120Lに溶かした三種混合麻酔薬により

麻酔をかけたマウス腹部を切開し、膵臓に 1×10
6の細胞を含む細胞調整液を 50 L

移植した。その後、9 mm のウンドクリップ（BD 社）にて傷口を処置し、麻酔の

拮抗薬メパチア注（フジタ製薬株式会社）15 gを生理食塩水 120 Lに溶かして注

射した。細胞移植から 4週間後に安楽死を行い、正常な膵臓を含む腫瘍を摘出し重

量を電子天秤で測定した。 

2.15 抗がん剤治療モデル 

6 週齢のヌードマウス BALB/c nu/nu を日本クレア（東京）から購入し、2.14と

同様に作製した同所移植モデルマウスに、移植 1 週間後から週 2 回を 4 週間、2.5 

mg/kg Paclitaxel（10% エタノール、10%クレモフォール、80%生理食塩水）腹腔内

投与した後 25 mg/kg Gemcitabine（生理食塩水）を腹腔内投与した。細胞移植から

5週間後に安楽死を行い、正常な膵臓を含む腫瘍を摘出し重量を電子天秤で測定し

た。 

2.16 凍結切片の免疫染色 

 マウスに 100 mg/kg b.w. ピモニダゾール（Hypoxyprobe, Birlington, USA）を腹腔

内投与し、さらに 80分後に 10 mg/kg b.w. Hoechst33342を腹腔内投与し、10分後

に解剖した。組織は O.C.T. コンパウンド（サクラファインテックジャパン）で包
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埋し、-80℃で保存した。免疫染色には、10 mの厚さの切片を作製し、4% PFA/PBS

で固定した。表 2.15に示す抗体を使用して染色を行い、共焦点顕微鏡（Nikon）で

撮影した。 

 

表 2.15 免疫染色に使用した抗体 

抗体 希釈倍率 

HIF-1α antibody (Novus, NB100-479) 1/50 

Anti Hypoxyprobe-1 (HPI, Burlington, MA, HP1-100) 1/50 

Anti-Ki67 Antibody (Thermo Fisher Scientific, RM-9106-SO) 1/50 

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Highly Cross-Adsorbed Secondary Antibody, 

Alexa Fluor 546 (Thermo Fisher Scientific, A11035) 

1/500 

Goat anti-Mouse IgG (H+L) Highly Cross-Adsorbed Secondary Antibody, 

Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher Scientific, A11029) 

1/500 

 

2.17 パラフィン包埋標本作製 

摘出した腫瘍は、4%パラホルムアルデヒド/PBSで 4時間浸漬法により固定した

後、エタノールによる脱水処理後、キシレンに置換し、パラフィンに包埋すること

で、パラフィンブロックを作製した。パラフィンブロックから 3 µmの薄切切片を

作製してヘマトキシリン・エオジン染色した。免疫組織染色には、3 µmの薄切切

片をキシレンでパラフィン除去をした後、エタノールでキシレンを除去し、その後

水洗した。次に、クエン酸バッファー（18 mM クエン酸、82 mM クエン酸ナト

リウム）にて 100℃で 5分間加熱処理し、抗原を賦活化した。室温まで戻した後、
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0.3% H2O2 / PBSに 1時間浸して内因性ペルオキシダーゼの除去をした。次に、非

特異的反応を抑えるために 5%正常ヤギ血清/PBSで 1時間処理した。1次抗体の希

釈には PBS を用いて、表 2.16 に示す抗体をを使用し 4℃で一晩反応させた。PBS

で 5 分×3 回洗浄した後、2 次抗体 Dako EnVision™+ Dual Link System-HRP

（Agilent社、CA、USA）を滴下して室温で 1時間反応させ、PBSで 5分×3回

洗浄した。次に Stable DAB（Thermo Fisher Scientific社）で 5分間発色をさせ、水

洗後、ヘマトキシリンで 5秒染色し、さらに水洗後、エタノールによる脱水、キシ

レン処理後、マリノールを用いて封入した。 

表 2.16 パラフィン包埋切片の免疫染色に使用した抗体 

抗体 希釈 

Anti-SKP2 Rabbit antibody (CST, 2652) 1/100 

Anti-Mint3 mouse antibody (BD Biosciences, 611380) 1/50 

Anti-HIF-1α antibody (Novus, NB100-479) 1/50 

Anti-p21 rabbit antibody (CST, 2947P) 1/100 

Anti-p27 rabbit antibody (CST, 3686) 1/100 

Anti-E-cadherin (BD, 610181)  1/100 

Anti-N-cadherin rabbit antibody (CST, 13316)  1/100 

Anti-Slug mouse antibody (Santa cruz, sc-166476)  1/50 

Anti-TWIST1 mouse antibody (Novus, NBP-237364) 1/200 

Anti-Vimentin rabbit antibody (CST, 5741) 1/100 

 

2.18 レポーターアッセイ 

SKP2プロモーター領域（DQ021501.1）を含むレポーターアッセイのベクター作製
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には、まず AsPC-1細胞のゲノム DNAを Allprep DNA/RNA/ Protein Mini Kit 

（QIAGEN）を使用して抽出した。抽出したゲノム DNAを鋳型に SKP2の転写開

始位置から上流 2000 bpを KpnIと XhoIの制限酵素サイトを伴ったプライマー（F: 

5’- GGTACCCAGGTAACTCCTAGTAAAACCAAGA-3’ , R: 5’-CTCGAGAGCGTCC 

GCAGGCCCGGGAGTTTAA -3’ ）を使用して PCRで増幅し、pGEM-T easy vector 

（Promega社）にサブクローニングした。その後、制限酵素処理により pGL3ベク

ター（Promega社）に移し替えて、SKP2プロモーターの制御下でホタルルシフェ

ラーゼを発現するレポータープラスミドを作製した。 

HIF-1活性は低酸素応答配列（HRE）に応答してホタルルシフェリンを発現する

pGL4.42ベクター（Promega社）を用いた。 

レポーターアッセイには、ウミシイタケルシフェラーゼを発現する pRL ベクタ

ーは内在性コントロールとして使用した。トランスフェクションは、細胞を 24 ウ

ェルプレートに 1×10
5 
cells / well播種し、翌日 OptiMEMと 100 ngのレポータープ

ラスミドと 10 ng の内在性のコントロールベクターと Lipofectamine2000（Thermo 

Fisher Scientific社）の混合液を加えて培養した。翌日、PBS（-）で細胞を洗浄後、

1×Passive lysis buffer（Promega）で細胞を溶解し、遠心して上清を試料とした。ル

シフェラーゼ活性は Dual Luciferase Reporter Assay System （Promega社）を用いて

メーカーのプロトコルに従って測定した。化学発光は GloMax 20/20ルミノメータ
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ー（Promega社）を使用した。 

 

2.19 統計処理 

 腫瘍の重量のデータは平均値±標準偏差（SD）で示し、統計学的有意差はマン

ホイットニーのU検定により評価した。それ以外のデータは平均値±標準偏差(SD)

で示し、統計学的有意差は t検定により評価した。全ての検定において P 値が 0.05 

未満の場合に有意差ありと判定した。 
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3 結果 

3.1 マウス膵癌でHIF-1αは通常酸素下か緩やかな低酸素下に局在する 

 固形腫瘍において HIF-1 は低酸素下で安定化し、増加することが知られている

[19]。一方で、Sobhanifar らの子宮頸がんの臨床検体やマウス腫瘍移植実験を用い

た研究によると、低酸素下では細胞はネクローシスを起こすことから HIF-1α の発

現は低下すると報告されている[20]。そこで、まず膵癌細胞でも HIF-1α が通常酸

素下に局在するかを調べるために、10 mmHg以下の pO2を染色できる pimonidazole

を用いてマウス膵癌同所移植切片の染色を行った。ヒト膵癌 AsPC-1細胞を同所移

植したマウスに、pimonidazoleと血管の近くを可視化するために Hoechst33342を腹

腔内投与し、作製した切片の染色を図 3.1に示す。HIF-1αと低酸素マーカーである

pimonidazole はほとんど重なっておらず、また、HIF-1α と血管の近くを示す

Hoechst33342 が一部重なっていたことから、HIF-1α は低酸素よりも、通常酸素か

比較的穏やかな低酸素下で発現していることが示唆された。また連続切片で増殖マ

ーカーKi67を染色したところ、HIF-1αと Ki67はほとんど同じ部位が陽性領域であ

った。以上のことから、膵癌同所移植モデルにおいても HIF-1α は比較的高い酸素

濃度で発現しており、このような領域で細胞増殖がさかんであることが明らかとな

った。 
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図 3.1 マウス膵癌同所移植切片の染色 

膵癌 AsPC-1 細胞の同所移植切片の免疫染色。低酸素マーカーpimonidazole（緑）

と HIF-1α（A）、Ki67（B）。Hoechst33342（青）は血管付近を染色するために解剖

する 10分前にマウスに腹腔内投与した。 
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3.2  Mint3ノックダウンは膵癌細胞の細胞周期を停止させる 

膵癌において、増殖がさかんな通常酸素下における HIF-1α の制御が重要である

ことが明らかになったが、HIF-1の通常酸素下における制御因子としてMint3があ

る。Mint3は先行研究において、乳癌細胞や線維肉腫細胞において造腫瘍能を促進

することが明らかになっている[28, 33, 57]。そこで、膵癌におけるMint3の機能を

調べるために、まずヒト膵癌細胞株 AsPC-1、BxPC-3、 PANC-1、MIA PaCa-2細胞

に shRNA発現レンチウイルスベクターを導入し、コントロール（shLacZ） および

Mint3ノックダウン （shMint3#1, #2） 細胞を樹立した（図 3.2.1A）。次に、これら

の膵癌細胞の増殖を調べたところ、コントロール細胞に比べ、Mint3ノックダウン

細胞では細胞増殖が有意に低下することが明らかとなった（図 3.2.1B）。 

これまで乳癌細胞、線維肉腫細胞ではMint3のノックダウンは細胞増殖に影響し

ないと報告されている[32, 33]ことから、膵癌特異的な Mint3 の役割であることが

示唆された。次にMint3ノックダウンによる膵癌細胞の細胞増殖抑制に細胞死が関

与するかについて、アポトーシス関連タンパクの発現をウェスタンブロットにて解

析した。AsPC-1細胞において、アポトーシスにより誘導されるcleaved PARP, cleaved 

caspase-7, cleaved caspase-3, cleaved caspase-9は、アポトーシスを誘導することが知

られるスタウロスポリン処理（STS）では検出されたが、Mint3 ノックダウンでは

検出されなかった（図 3.2.2A）。このことから、Mint3 ノックダウンによって起こ
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った細胞増殖低下は、細胞死によるものではないことが明らかとなった。次に、

Mint3 のノックダウンが AsPC-1 細胞の細胞周期に影響を与えている可能性を明ら

かにするため、PI 染色で細胞周期の状態を解析した。その結果、コントロール細

胞に比べ、Mint3ノックダウン細胞では G0/1期の細胞が増加し、S期の細胞が減少

していた（図 3.2.2B）。以上の結果から、Mint3ノックダウンは AsPC-1細胞におい

て G1期停止を引き起こすことが明らかとなった。 

 

 

 

 

図 3.2.1 Mint3ノックダウンは膵癌細胞の増殖を抑制する 

（A） コントロール（shLacZ） およびMint3 ノックダウン（shMint3 #1, #2）AsPC-1、 BxPC-3、

PANC-1、MIA PaCa-2細胞におけるMint3発現のウェスタンブロット。 （B） コントロー

ルおよび Mint3 ノックダウン膵癌細胞の細胞増殖。データは平均値±S.D.。*は t 検定によ

る統計的な有意差（**; p<0.01, ***; p<0.001、n=3）を示す。 
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図 3.2.2 AsPC-1細胞でのMint3ノックダウンは細胞周期 G1期停止を引き起す 

（A）コントロール（shLacZ） およびMint3ノックダウン（shMint3#1, #2）AsPC-1細胞ア

ポトーシス関連分子のウェスタンブロット解析。スタウロスポリン（STS） はアポトーシ

ス誘導剤。（B）AsPC-1細胞の細胞周期を PI染色後、Tali Image Cytometerで測定した。左

は代表的なサイトメーターの図。右は各細胞周期の細胞の割合。データは平均値±S.D.

（n=3）。*は t検定による統計的な有意差（*; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001、n=3）を示す。 
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3.3 Mint3ノックダウンは、膵癌細胞に CDKインヒビターp21、p27のタンパク

レベルの増加を引き起こす 

 次に、Mint3ノックダウンがどのように膵癌細胞の細胞周期停止に関わるかを調

べるため、細胞周期の G1 期のマーカーである CyclinD、CyclinE、CDK2、CDK4、

その抑制因子 p21、p27、S 期のマーカーである PCNA、M 期のマーカーである

phospho-Histone H3（Ser10）のウェスタンブロットを行った（図 3.3.1A）。AsPC-1 細

胞において、Mint3ノックダウンは PCNA、phospho Histone H3、CyclinD、CDK2、

CDK4の発現量に影響しなかったのに対し、p21と p27はMint3の発現量に逆相関

して増加した。他の膵癌細胞 PANC-1や BxPC-3細胞においても同様にMint3の発

現量に逆相関して p21 と p27 のタンパクは増加していた（図 3.3.1B）。p21 と p27

は一般に、p53などによる転写の促進によるmRNAレベルの制御と、S-phase kinase 

associated protein （SKP2）などのユビキチンリガーゼによるユビキチン化・プロテ

アソームでの分解によるタンパクレベルでの制御により、発現レベルが制御される

ことが知られている[58, 59]。今回使用した膵癌細胞株はすべて p53 欠損もしくは

変異を持つ[60]ため、Mint3のノックダウンはこれら膵癌細胞株の p21、p27 mRNA

量に影響しないことが想定された。実際、コントロールおよびMint3ノックダウン

AsPC-1、BxPC-3細胞の p21、p27のmRNAの量をリアルタイム PCRで調べたとこ

ろ、コントロールとMint3ノックダウン細胞で有意な差は見られなかった（図 3.3.2）。
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次に、Mint3 がプロテアソームでの分解による p21、p27 のタンパクレベルでの制

御に関わるかを調べるために、プロテアソーム阻害剤MG132にて処理した際のコ

ントロールおよび Mint3ノックダウン細胞の p21、p27 タンパクレベルをウェスタ

ンブロットで解析した（図 3.3.3）。溶媒の DMSO のみを加えた AsPC-1、BxPC-3

細胞では、一過性のMint3ノックダウンにより p21と p27の発現が増加した。一方、

MG132 処理により、コントロール siRNA（siLuc/siGFP）を遺伝子導入した細胞で

も p21、p27のタンパク量が増加し、DMSO添加時に比べMint3ノックダウン細胞

との p21、p27タンパク量の差が減弱した。 

p21、p27のプロテアソームでのタンパク分解は K48 を介したユビキチン化によ

り制御される [58, 59]。そこで、Mint3が p21と p27の K48ユビキチン化に関わる

かを調べるために、MG132 処理したコントロール(shLacZ)AsPC-1 細胞と Mint3 ノ

ックダウン(shMint3#1, #2)細胞の p21、p27を免疫沈降し、ユビキチン化を比較した。

その結果、Mint3ノックダウン細胞で p21、p27の K48ユビキチン化が減少した（図

3.3.4）。以上のことから、Mint3は膵癌細胞において p21、p27タンパクのプロテア

ソームでの分解に関わることが明らかとなった。 
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図 3.3.1  Mint3ノックダウンにより p21と p27の発現が増加する 

（A）AsPC-1のコントロール（shLacZ）細胞およびMint3ノックダウン（shMint3 #1, #2）

細胞のウェスタンブロット解析。M期のマーカー；phospho Histone H3、S期のマーカー；

PCNA、サイクリン依存性キナーゼ阻害因子；p21, p27、G1 期のマーカー；CDK2,4 と

CyclinD,E、がん抑制遺伝子；p21と p27の転写に関わる p53の発現。（B）PANC-1細胞と

BxPC-3細胞のコントロール（shLacZ）細胞とMint3ノックダウン（shMint3 #1、#2）細胞

の p21と p27に対するウェスタンブロット解析。 
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図 3.3.2  p21と p27の転写はMint3ノックダウンによって変化しない 

AsPC-1細胞とBxPC-3細胞のコントロール(siGFP)と一過性Mint3ノックダウン（siMint3 #1, #2）

の p21（CDKN1A）と p27（CDKN1B）発現に対するリアルタイム PCR 解析。内在性コント

ロールとして ACTB を用いた。データは平均値±S.D.（n=3）。ns は t 検定による統計的な有

意差がなかったことを示す。 

 

 

図 3.3.3 Mint3ノックダウンで p21 と p27はプロテアソームによる分解が抑制さ

れる 

一過性にMint3をノックダウンした AsPC-1細胞と BxPC-3細胞におけるMint3、p21、p27、

-actin 発現のウェスタンブロット解析。コントロール(siLuc もしくは siGFP)および Mint3

に対する siRNA（siMint3#1, #2, #3）のトランスフェクションから 5日後に、細胞を溶媒の

DMSOもしくは 10 uMのMG132で 4時間処理した。 
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図 3.3.4 Mint3ノックダウンは p21と p27のユビキチン化を減少させる 

コントロール（shLacZ）と Mint3ノックダウン（shMint3#1, #2）AsPC-1細胞の免疫沈降。

抗 p21抗体と抗 p27抗体で免疫沈降を行い、K48特異的なポリユビキチン化抗体でウェス

タンブロットを行った。細胞は回収の前に 10 M MG132で処理された。 
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3.4 Mint3は SKP2発現を促進することで p21と p27を分解し、膵癌細胞の細胞

増殖を亢進する 

 

続いて、Mint3 がどのように p21 と p27 の分解を促進するかを検討した。p21、

p27のプロテアソームによる分解はSKP2によって行われることが知られている[39, 

40]。SKP2は、SCF
SKP2

 E3リガーセ複合体を構成する要素であり、基質となる分子

の分解を通して細胞周期の亢進に寄与する[53]。近年の報告において、SKP2 はさ

まざまな癌種で高発現していることが報告されており、膵癌でも過剰発現し予後不

良とかかわるとされている[55]。そこで、膵癌細胞で Mint3 による p21、p27 タン

パクの分解に SKP2が関与するかを調べるために、まずコントロールとMint3ノッ

クダウン AsPC-1細胞の SKP2 mRNA量をリアルタイム PCRで調べた。その結果、

Mint3ノックダウン細胞で有意にSKP2のmRNA発現が低下していることが分かっ

た（図 3.4.1A）。この結果に一致して、タンパクレベルでも Mint3 ノックダウン細

胞で SKP2が減少していた（図 3.4.1B）。以上のことから、Mint3は SKP2の発現を

促進していることが明らかとなった。 

 次に、膵癌細胞での SKP2の p21、p27発現と細胞増殖への影響を調べるために、

SKP2ノックダウン （shSKP2 #1, #2, #3） AsPC-1細胞を作製した。Mint3ノック

ダウン細胞と同様に、SKP2ノックダウン細胞ではコントロール細胞に比べ p21と

p27のタンパク発現が増加し（図 3.4.1C）、細胞増殖が有意に低下した（図 3.4.1D）。 
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 Mint3ノックダウンによる p21と p27の増加が SKP2に依存するかを調べるため

に、Mint3 と SKP2 を同時にノックダウンしたところ、SKP2 ノックダウンによっ

て p21と p27は増加したが、さらにMint3をノックダウンしてもそれ以上の増加は

認められなかった（図 3.4.2）ことから、Mint3による p21と p27の制御は SKP2を

介していることが示唆された。 

SKP2は細胞周期の中で周期的に変動することが知られる[61]。Mint3ノックダウ

ン膵癌細胞で低下した SKP2 が細胞周期に影響を与えた可能性を排除するために、

ノコダゾール処理によりM期に同期して SKP2のmRNA発現を調べた（図 3.4.3）。

その結果、ノコダゾール処理をした場合にも、ノコダゾール除去後 3時間経った場

合にも SKP2 は Mint3 ノックダウン細胞で有意に低下することが明らかとなった。

以上の結果から、Mint3は SKP2発現を促進することで p21と p27を分解し、膵癌

細胞の細胞増殖を亢進することが示唆された。 

 先行研究において、乳癌 MDA-MB-231 細胞や線維肉腫 HT1080 細胞で Mint3 は

細胞増殖には影響しないが造腫瘍能に寄与すると報告されている[32, 33]。そこで、

膵癌特異的に細胞増殖を抑制しているメカニズムを調べるために、これらの細胞で

の SKP2 の mRNA とタンパクレベルを調べた。その結果、MDA-MB-231 細胞や

HT1080細胞では、Mint3をノックダウンしても SKP2のmRNAもタンパクも有意

な変化は見られなかった（図 3.4.4A, B）。また、その結果に一致して p21の発現に
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も変化はなかった。 

 次に、Mint3をノックダウンしても細胞増殖に与えないこれらの細胞と、膵癌細

胞の SKP2の発現量の違いをウェスタンブロットで調べた。その結果、Mint3ノッ

クダウンによって細胞増殖が変化しないと報告されている乳癌MDA-MB-231細胞

や線維肉腫 HT1080 細胞の発現は膵癌細胞 AsPC-1、BxPC-3、PANC-1 細胞と比較

して発現が高いことが明らかとなった（図 3.4.5）。以上の結果から、Mint3 によっ

て細胞増殖が変化しない乳癌細胞や線維肉腫細胞では、SKP2自体の発現は高いに

もかかわらず、SKP2の発現はMint3に依存しないことが明らかとなった。 

次に、Mint3は癌細胞特異的にHIF-1を活性化する[57]ことから、正常細胞でSKP2

や p21、p27に影響があるかをウェスタンブロットにより解析した。まず、膵癌細

胞と正常膵臓腺房 H6c7細胞とMint3発現を比較したところ、顕著な違いは見られ

なかった（図 3.4.6A）。Mint3による HIF-1 の制御には MT1-MMP の発現が必要で

あることが知られている[57]ことから、MT1-MMPの発現を比較したところ、膵癌

細胞で MT1-MMP の発現が高いことが明らかとなった。次に、H6c7 細胞の Mint3

を一過性にノックダウンしたところ、SKP2 や p21、p27 に変化は見られなかった

（図 3.4.6B）。以上の結果から、Mint3による SKP2の制御は膵癌特異的であること

が示唆された。 
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図 3.4.1  Mint3により発現誘導される SKP2は p21、p27タンパクレベルと細胞増

殖を制御する 

（A）AsPC-1細胞のコントロール(shLacZ)細胞と安定的Mint3ノックダウン（shMint3 #1, #2）

細胞の SKP2発現に対するリアルタイム PCR解析。内在性コントロールとして ACTBを用

いた。データは平均値±S.D.（n=3）。*は t検定による統計的な有意差（**; p<0.01）を示す。

（B）AsPC-1細胞のコントロール(shLacZ)細胞と安定的Mint3ノックダウン（shMint3 #1, #2）

細胞の SKP2のウェスタンブロット解析。（C）AsPC-1細胞のコントロール（shLacZ）細胞

と安定的 SKP2ノックダウン（shSKP2 #1, #2, #3）細胞の p21、p27に対するウェスタンブ

ロット解析。（D） AsPC-1細胞のコントロールおよび SKP2ノックダウン細胞の細胞増殖

アッセイ。データは平均値±S.D.。*は t検定による統計的な有意差（***; p<0.001、n=3）

を示す。 
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図 3.4.2 Mint3-SKP2経路によりp21とp27のタンパクレベルと細胞増殖は制御

される 

AsPC-1 細胞のコントロール(siGFP)と一過性 Mint3 もしくは SKP2 ノックダウン実験。(A) 

p21 と p27 のウェスタンブロット解析。(B) 増殖アッセイ。データは平均値±S.D.。*は t

検定による統計的な有意差（**; p<0.01、***; p<0.001、n=3）を示す。  

 

図 3.4.3 Mint3ノックダウンによる SKP2低下は細胞周期に関係しない 

（A）AsPC-1 細胞をコントロール（siGFP）もしくは Mint3 ノックダウン（siMint3）し、

コントロール（DMSO）もしくは nocodazole処理、もしくは nocodazole処理後 3時間後に

細胞を回収して、細胞周期を観察した。（B）その時の SKP2 mRNA発現のリアルタイム PCR

解析。データは平均値±S.D.。*は t検定による統計的な有意差（*; p<0.05, **; p<0.01, ***; 

p<0.001、n=3）を示す。 
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図 3.4.4 乳癌細胞や線維肉腫細胞ではMint3KDは SKP2発現に影響しない 

MDA-MB-231 細胞と HT1080 細胞のコントロール（shLacZ）細胞および Mint3 ノックダ

ウン（shMint3 #1, #2）細胞の解析。（A）Mint3、SKP2、p21、actinに対するウェスタンブ

ロット解析。（B）SKP2 発現に対するリアルタイム PCR 解析。内在性コントロールとし

て ACTBを用いた。データは平均値±S.D.。nsは t検定による統計的な有意差がなかった

ことを示す(n=3）。 

 

 

図 3.4.5 さまざまな細胞における SKP2タンパク発現 

乳癌MDA-MB-231、線維肉腫 HT1080、膵癌 AsPC-1、BxPC-3、PANC-1細胞の SKP2、-actin

に対するウェスタンブロット解析。  
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図 3.4.6 正常膵臓腺房細胞では SKP2は変化しない 

（A）正常膵臓腺房細 H6c7 細胞、膵癌 AsPC-1、BxPC-3、PANC-1 細胞のウェスタンブロ

ット解析。（B）H6c7細胞をコントロール（siGFP）もしくはMint3ノックダウン（siMint3#1, 

#2）しウェスタンブロット解析を行った。 
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3.5 Mint3は FIH-1抑制を通して細胞周期を促進する 

ここまでの実験で、Mint3が SKP2の発現促進を通して p21と p27の発現を抑制

していることが示唆された。Mint3は HIFの抑制分子 FIH-1の機能を阻害すること

で HIFを活性化する[28]ことや、アダプタータンパク質としての機能が報告されて

いる[26]。そこで、Mint3 による SKP2 発現増加とその結果起こる p21 と p27 の分

解と細胞増殖の亢進が、FIH-1-HIF-1 経路を介しているかを調べた。Mint3 は特に

知られたモチーフのない N末端側で FIH-1と結合し、FIH-1を抑制することが知ら

れている[32]。そこで、Mint3 をノックダウンした AsPC-1 細胞に mock、野生型

Mint3（WT Mint3）、FIH-1との結合ができない変異型Mint3変異体（MUT Mint3）

の再導入を行った（図 3.5.1）。これらの細胞をウェスタンブロットで解析したとこ

ろ、p21、p27の発現はWT Mint3の再導入で低下したが、MUT Mint3ではmockと

同程度のままだった。また、WT Mint3の再導入で SKP2の発現は回復したが、MUT 

Mint3では回復しなかった。（図 3.5.1A）。この結果に一致して、細胞増殖はWT Mint3

では細胞増殖が亢進したのに対し、MUT Mint3ではコントロールの mockと有意な

差は認められなかった（図 3.5.1B）。以上のことから、Mint3は FIH-1と結合するこ

とで SKP2の発現増加に関わることが示唆された。 

次に、Mint3による SKP2発現に FIH-1が関与するかを調べるために、siRNAを

用いて一過性にコントロール（siGFP）、Mint3 ノックダウン（siMint3）、もしくは
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Mint3と FIH-1の両方（siMint3/siFIH-1）のノックダウンを行った（図 3.5.2A）。ま

ず、Mint3 と FIH-1 ノックダウンによる HIF-1 の活性を確認するために、HIF-1 結

合配列・低酸素応答配列（HRE）を用いたレポーターアッセイを行ったところ、

Mint3ノックダウンしたときに HIF-1 活性は低下したが、Mint3と FIHを同時にノ

ックダウンすると HIF-1活性が復活した(図 3.5.2D)。また、一過性Mint3ノックダ

ウンにより AsPC-1細胞の SKP2発現が減少し、p21、p27は増加し、細胞増殖が抑

制された（図 3.5.2B,C）。それに対し、Mint3と FIH-1を同時にノックダウンすると、

コントロールと同程度に細胞増殖が回復し、p21 と p27 タンパクが減少し、SKP2

の発現が部分的に回復した（図 3.5.2B, C）。以上の結果により、Mint3 が FIH-1の

抑制を介して SKP2発現を増加し、細胞増殖に寄与していることが示唆された。 

さらに、FIH-1による SKP2発現への影響をさらに調べるために、ドキシサイク

リン（Dox）による誘導発現系を用いて FIH-1の過剰発現を行った。48時間の Dox

誘導により FIH-1を発現させ、ウェスタンブロットで SKP2、p21、p27発現を解析

した。その結果、FIH-1 を発現させると SKP2 発現は減少し、p21 と p27 は増加し

た（図 3.5.3A）。これらの結果に一致して、FIH-1 の発現により細胞増殖が低下し

た（図 3.5.3B）。以上の結果により、Mint3による SKP2の発現増加は FIH-1の抑制

を介していることが示唆された。 
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図 3.5.1 Mint3の N末端ドメインが細胞周期に寄与する 

Mint3ノックダウン細胞へのコントロール(mock)とMint3-V5 tag変異体（野生型WT、変異

型MUT）の一過性再発現。（A）V5、SKP2、p21、p27、-actinに対するウェスタンブロッ

ト解析。（B）細胞増殖アッセイ。データは平均値±S.D.。*は t検定による統計的な有意差

（***; p<0.001、ns; p>0.05、n=3）を示す。 
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図 3.5.2  Mint3による細胞周期促進は FIH-1を介する 

AsPC-1 細胞のコントロール（siGFP）細胞、Mint3 ノックダウン（siMint3）細胞、Mint3

と FIH-1のダブルノックダウン(siMin3/siFIH-1#1, #2)細胞の解析。（A）Mint3ノックダウン

細胞への FIH-1抑制の模式図。（B）細胞増殖アッセイ。データは平均値±S.D.。*は t検定

による統計的な有意差（***; p<0.001、n=3）を示す。（C）HIF-1α、Mint3、FIH-1、SKP2、

p21、p27、actinに対するウェスタンブロット解析。（D）HIF-1活性解析。データは平均値

±S.D.。*は t検定による統計的な有意差（**; p<0.01, ***; p<0.001、n=3）を示す。 
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図 3.5.3 FIH-1の発現は SKP2を減少させ、細胞増殖を抑制する 

Doxycylin (Dox)誘導により FIH-1を発現する AsPC-1細胞の解析。（A）溶媒（DMSO）の

みもしくは 1 ug/mL DOXを 48時間処理後の FIH-1, SKP2, p21, p27、actinのウェスタンブロ

ット解析（B）細胞増殖アッセイ。*は t検定による統計的な有意差を示す（***; p<0.001、

n=3） 
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3.6 HIF-1抑制は SKP2を抑制し p21と p27の発現を増加させる 

これまでの結果で、Mint3による SKP2の発現制御やそれに伴う p21と p27の増

加と細胞増殖の低下は、Mint3による FIH-1の抑制を介していることが示唆された。

Mint3は FIH-1の抑制を介して HIF-1を間接的に活性化する[28, 32]ため、膵癌細胞

でもMint3によりHIF-1が活性化しているか解析した。最初にコントロール（shLacZ）

とMint3ノックダウン（shMint3）細胞のウェスタンブロットを行い、Mint3ノック

ダウンの確認と、FIH-1や HIF-1のタンパクレベルが変化しないことを確認した（図

3.6.1A）。次に、HIF-1が結合することで知られる低酸素応答配列（HRE）を用いた

レポーターアッセイを用いて HIF-1の活性を調べた。その結果、Mint3ノックダウ

ン細胞で、HRE-Luc 活性が下がることから、AsPC-1、BxPC-3、PANC-1 細胞でも

Mint3が HIF-1を活性化していることが明らかとなった（図 3.6.1B）。 

次に Mint3 が HIF-1 を介して SKP2 の発現を制御しているかを調べるために、

HIF-1ノックダウンがMint3ノックダウンと同様に SKP2のmRNA低下、p21、p27

タンパク発現増加、細胞増殖低下を引き起こすか調べた。まず、ノックダウン効率

を調べるために、一過性にコントロール siRNA（siGFP）もしくは HIF-1αsiRNAト

ランスフェクションをした AsPC-1 細胞（shHIF-1α #1、#2）の HIF-1発現をリア

ルタイム PCR で解析したところノックダウンが確認され（図 3.6.2A）、SKP2 の

mRNA発現を調べたところHIF-1αノックダウンにより SKP2のmRNAが低下する
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ことが明らかとなった（図 3.6.2B）。次に、SKP2 と p21、p27の発現をウェスタン

ブロットで解析したところ、Mint3ノックダウンと同様に、HIF-1ノックダウン細

胞では SKP2タンパク発現は減少し、p21と p27のタンパクが増加することが分か

った（図 3.6.2C）。これらの結果に一致して、HIF-1ノックダウン細胞では増殖が

低下した（図 3.6.2D）。BxPC-3と PANC-1細胞でも同様に、HIF-1ノックダウンに

より SKP2 の減少と、p21と p27 の増加が認められた（図 3.6.3）以上の結果から、

膵癌細胞では HIF-1をノックダウンしても SKP2のmRNA量が減少し、その結果

p21、p27のタンパクレベルの増加と細胞増殖が低下することが明らかとなった。 

次に、Mint3による SKP2のmRNA制御がHIF-1依存的かどうか調べるために、

AsPC-1細胞で一過性にMint3もしくはHIF-1のノックダウンを行った。その結果、

SKP2 mRNA発現は、コントロール（siGFP）よりも HIF-1ノックダウン(siHIF-1)

で低下したが、さらにMint3ノックダウンした場合にはそれ以上低下しなかった

（図 3.6.4A）。また、タンパクレベルでも同様な結果となった（図 3.6.4B）。一方で、

低酸素下においては、HIF-1に依存せず減少しており、Mint3ノックダウンをして

も変化しなかった。以上の結果から、膵癌細胞で通常酸素下において HIF-1ノッ

クダウンにより SKP2発現が低下し、p21と p27の増加と細胞増殖抑制をすること

が明らかとなった。 

 Mint3とHIF-1がSKP2プロモーター活性に影響を与えるか調べるために、AsPC-1
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細胞をコントロール siRNA（siGFP）もしくはMint3ノックダウン siRNA（siMint3）

をトランスフェクションし、SKP2プロモーター配列を用いて、ルシフェラーゼア

ッセイによりプロモーター活性を調べた。その結果、Mint3 ノックダウンにより、

SKP2プロモーター活性が低下することが明らかとなり、また、HIF-1αノックダウ

ンをしても同様に SKP2 プロモーター活性が低下することが明らかとなった（図

3.6.5A, B）。以上のことから、Mint3は HIF-1を介して SKP2プロモーターに影響を

与えることが明らかとなった。 
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図 3.6.1 膵癌細胞でMint3発現はHIF-1を活性化する 

AsPC-1、BxPC-3、PANC-1 細胞でコントロール（shLacZ）および Mint3 ノックダウン

（shMint3#2）を行った。（A）(上段)全細胞のMint3、FIH-1、actinのウェスタンブロット解

析。（下段）核抽出物のウェスタンブロット解析。（B）HIF-1 応答配列である HRE を用い

たプロモーター活性を調べた。データは平均値±S.D.（n=3）。*は両側検定による t検定の

統計的な有意差（*; p<0.05, **; p<0.01）を示す。 
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図 3.6.2 HIF-1α抑制は AsPC-1細胞の細胞増殖を低下させる 

AsPC-1細胞に一過性にコントロール siRNA（siGFP）と HIF-1α siRNA（siHIF-1α #1、#2）

をトランスフェクションして解析を行った。（A）HIF-1α 発現に対するリアルタイム PCR

解析。（B）SKP2 mRNA発現に対するリアルタイム PCR解析。β-actin mRNAを内在性コン

トロールとして使用した。（C）HIF-1α、Mint3、SKP2、 p21、p27、actin に対するウェス

タンブロット解析。（D）細胞増殖アッセイ。24 ウェルプレートに 1x10
4の細胞を播種し、

3，5，7日後に細胞数を数えた。 

データは平均値±S.D.（n=3）。*は両側検定による t検定の統計的な有意差（**; p<0.01, ***; 

p<0.001）を示す。 
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図 3.6.3 HIF-1α抑制は膵癌細胞の細胞増殖を低下させる 

BxPC-3とPANC-1細胞に一過性にコントロール siRNA（siGFP）とHIF-1αsiRNA（siHIF-1α#1、

#2）をトランスフェクションして解析を行った。（A）HIF-1α、Mint3、SKP2、 p21、p27、

actinに対するウェスタンブロット解析。（B）SKP2 mRNA発現に対するリアルタイム PCR

解析。β-actin mRNA を内在性コントロールとして使用した。（C）細胞増殖アッセイ。24

ウェルプレートに 1x10
4の細胞を播種し、3，5，7日後に細胞数を数えた。 

データは平均値±S.D.（n=3）。*は両側検定による t検定の統計的な有意差（**; p<0.01, ***; 

p<0.001）を示す。 
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図 3.6.4 SKP2 mRNAはMint3によりHIF-1α依存的に制御される 

AsPC-1細胞に一過性に siGFP、siHIF-1α#1、#2、siMint3を導入して 5日後に解析を行った。

（A）SKP2 mRNA発現のリアルタイム PCR解析。β-actin mRNAを内在性コントロールと

して使用した。データは平均値±S.D.（n=3）。*は両側検定による t検定の統計的な有意差

（**; p<0.01, ***; p<0.001）を示す。（B）Mint3、 HIF-1α、SKP2、actinに対するウェスタ

ンブロット解析。 
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図 3.6.5 Mint3、HIF-1ノックダウンにより SKP2のプロモーター活性が抑制され

る 

（A） 膵癌細胞にコントロール siRNA（siGFP）もしくは Mint3 ノックダウン siRNA

（siMint3#1、#2)をトランスフェクションし、SKP2プロモーター活性を解析した。（B） 膵

癌細胞にコントロール siRNA（siGFP）もしくは HIF-1αノックダウン siRNA（siHIF-1α#1、

#2)をトランスフェクションし、SKP2プロモーター活性を解析した。 

データは平均値±S.D.（n=3）。*は両側検定による t検定の統計的な有意差（*; p<0.05, **; 

p<0.01, ***; p<0.001）を示す。 
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3.7 Mint3ノックダウンは EMTマーカーを抑制する 

ここまでの結果から膵癌細胞では、Mint3ノックダウンにより SKP2のmRNA発

現が低下し、p21と p27の発現が増加することで細胞周期が停止することが明らか

となった。膵癌の大きな問題は治療への抵抗性[63]であり、膵癌の治療への抵抗性

を制御する因子として上皮間葉転換（EMT）がある[64]。また SKP2 抑制は EMT

マーカーを低下させる[50, 65]ことから、次にコントロールと Mint3 ノックダウン

AsPC-1 細胞で EMT マーカーの発現に違いがあるかをウェスタンブロットで解析

した（図 3.7.1）。その結果、Mint3 ノックダウン細胞では間葉系マーカーである

N-cadherin、Vimentin、Slugが減少した。一方で、上皮系マーカーである E-cadherin

に変化は見られなかった。また、BxPC-3細胞や PANC-1細胞でも同様に N-cadherin

や Vimentin、SlugがMint3ノックダウンにより減少したが、細胞間によるばらつき

も見られ、Slug の低下が最も顕著であった（図 3.7.2）。AsPC-1 細胞でこれらのマ

ーカーの mRNAレベルを調べたところ、N-cadherin や Vimentinは Mint3 ノックダ

ウンにより低下したのに対して、Slugは特に変化しなかった（図 3.7.3）。 

次に、Mint3ノックダウンによる Slug の低下が SKP2 や HIF-1 に依存するかを、

ノックダウン実験により調べた。AsPC-1 細胞に一過性にコントロール siRNA

（siGFP）もしくは、SKP2 siRNA（siSKP2#1, #2）、HIF-1α siRNA（siHIF-1α#1, #2）、

Mint3 siRNA（siMint3）を導入し、ウェスタンブロットで解析した（図 3.7.4）。そ
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の結果、SKP2と HIF-1αのノックダウンにより顕著に Slugが減少し、さらにMint3

ノックダウンをするとその差がほとんどなくなった。さらに Slug と SKP2 の関係

をさらに確認するために、Mint3ノックダウン細胞に SKP2過剰発現を行うと、Slug

発現が復活した(図 3.7.5A)。また、SlugとMint3-FIH-1の関係を調べるために、Mint3

と FIH-1 を同時にノックダウンしたところ、Mint3 ノックダウンにより減少した

SlugがMint3と FIH-1同時ノックダウンすると回復した（図 3.7.5B）。さらに、Mint3

ノックダウン細胞に Mint3 を再発現させたところ、Mint3 の発現量依存的に Slug

の発現が増えた（図 3.7.5C）。以上の結果から、Mint3 は FIH-1－HIF-1α－SKP2 経

路により Slugの発現を増加させることが示唆された。 

SKP2 は p21や p27をプロテアソームにより分解する一方で、Twist の K63 を介

するユビキチン化することでタンパクの安定化に関わる[50]。そこで、Mint3 が

SKP2を介して Twistと同じように SlugのK63を介するユビキチン化に関わるか調

べるために、Slugの免疫沈降を行い、K63を介するユビキチン化をウェスタンブロ

ットで解析した。その結果、Mint3 ノックダウンにより Slug の K63 を介するユビ

キチン化が減少することが明らかとなった（図 3.7.6）。以上のことから、Mint3 は

SKP2を介して Slugの安定化に関わることが示唆された。 
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図 3.7.1 Mint3ノックダウンは AsPC-1細胞の間葉系マーカーを抑制する 

AsPC-1細胞のMint3、SKP2、上皮系マーカーE-cadherin、間葉系マーカーN-cadherin、Slug、

Snail、Vimentin、Twist、ZEB1、actinに対するウェスタンブロット解析。 

 

図 3.7.2 Mint3ノックダウンは膵癌細胞の間葉系マーカーを抑制する 

BxPC-3 細胞と PANC-1 細胞の Mint3、SKP2、上皮系マーカーE-cadherin、間葉系マーカー

N-cadherin、Slug、Snail、Vimentin、ZEB1、actinに対するウェスタンブロット解析。 
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図 3.7.3 Mint3ノックダウンは AsPC-1細胞の間葉系マーカーを抑制する 

AsPC-1細胞の EMTマーカーのリアルタイム PCR解析。-actin mRNAを内在性コントロ

ールとして使用した。データは平均値±S.D.（n=3）。*は両側検定による t検定の統計的な

有意差（*;p<0.05, **; p<0.01, ***;p<0.001）を示す。 

 

 

図 3.7.4  HIF-1、SKP2ノックダウンにより Slugが減少する 

AsPC-1 細胞に一過性に Mint3 siRNA（ siMint3）、SKP2 siRNA（ siSKP2）、HIF-1α 

siRNA(siHIF-1α)をトランスフェクションし、解析を行った。Mint3、SKP2、Slug、actin に

対するウェスタンブロット解析。 
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図 3.7.5  Mint3－FIH-1－SKP2経路で Slugは制御される 

（A）AsPC-1細胞に一過性にコントロール（siGFP）もしくはMint3ノックダウン（siMint3）

をし、さらにコントロール（mock）もしくは SKP2（V5タグ付）を導入し、ウェスタンブ

ロット解析を行った。（B）AsPC-1細胞に一過性にコントロール（siGFP）もしくはMint3 ノ

ックダウン（siMint3）、FIH-1ノックダウン（siFIH-1）を行い、ウェスタンブロット解析を

行った。（C）Mint3ノックダウン細胞にMint3-V5を導入し、ウェスタンブロット解析を行

った。 

 

図 3.7.6  Mint3ノックダウンは Slugの K63を介するユビキチン化を減少させる 

コントロール（siGFP）とMint3ノックダウン（siMint3#1, #2）AsPC-1細胞の免疫沈降。Slug

で免疫沈降を行い、K63特異的なポリユビキチン化抗体でウェスタンブロットを行った。 
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3.8 Mint3 ノックダウンは膵癌細胞の幹細胞性を抑制し、抗がん剤感受性を増加

させる 

 ここまでMint3が部分的に EMTに関与することが示唆された。EMTは癌細胞の

幹細胞性や抗がん剤感受性に関与することが知られている[66, 67]。そこで、次に

Mint3ノックダウンにより幹細胞性が変化するかをスフィアフォーメーションアッ

セイにより調べた。その結果、膵癌細胞でMint3ノックダウンによりスフィアの形

成能が顕著に減少した（図 3.8.1A,B）。次に、スフィア形成能が HIF-1αや SKP2依

存的かを調べるために、コントロール（siGFP）もしくはMint3、HIF-1α、SKP2 siRNA

をトランスフェクションし、スフィアフォーメーションアッセイを行った。その結

果、HIF-1αノックダウンと SKP2をノックダウンにより、スフィアの数が減少した

が、さらにMint3ノックダウンをするとその差がなくなった（図 3.8.2）。以上のこ

とから、Mint3は HIF-1α－SKP2 依存的にスフィア形成能を増加させることが示唆

された。Mint3はスフィア形成能に関与することから、次に癌細胞の幹細胞マーカ

ーについてリアルタイム PCR で解析を行った。その結果、Mint3 ノックダウンに

より一部の幹細胞マーカーSox2、Nanog、LGR5 が減少したことが明らかとなった

（図 3.8.3）。 

 つぎに、Mint3ノックダウンにより抗がん剤感受性に影響が見られるかを調べた。

近年、膵癌治療においては、Gemcitabineと Paclitaxelの併用療法が標準的な治療法
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として用いられている[68]ことから、Mint3 ノックダウンした場合に Gemcitabine、

Paclitaxelそれぞれとその併用のときの抗がん剤感受性を調べた。その結果、AsPC-1

細胞、BxPC-3細胞、PANC-1細胞すべてで、Mint3ノックダウン細胞では抗がん剤

処理により生細胞が有意に減少した（図 3.8.4）。さらに膵癌細胞を様々な濃度の

Gemcitabine と Paclitaxel 単剤処理をし、50%生存濃度（IC50）を算出したところ、

Mint3ノックダウンにより IC50が低下することが示された（図 3.8.5）。次にMint3

による抗がん剤感受性が HIF-1α や SKP2 依存的かを調べるために、コントロール

（siGFP）もしくはMint3、HIF-1α、SKP2 siRNAをトランスフェクションし、抗が

ん剤感受性を調べたところ、HIF-1αノックダウンや SKP2ノックダウンによって抗

がん剤感受性が増加したが、さらにMint3を同時にノックダウンするとその差はほ

とんどなくなった（図 3.8.6）。一方で、Mint3 ノックダウンにより SKP2 の発現に

変動が見られなかった MDA-MB-231 細胞や HT1080 細胞においては、Mint3 ノッ

クダウンをしても抗がん剤感受性に変化は見られなかった（図 3.8.7）。以上のこと

から、膵癌細胞においてMint3ノックダウンは HIF-1α－SKP2依存的に癌幹細胞性

が抑制し、抗がん剤感受性を増加させることが示唆された。 
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図 3.8.1 Mint3ノックダウンはスフィア形成能を抑制する 

（A）AsPC-1細胞に一過性にコントロール siRNAもしくはMint3 siRNA（siMint3#1, #2）

をトランスフェクションし、スフィアフォーメーションアッセイを行った顕微鏡写真と 50 

um以上のスフィアをカウントした結果。（B）BxPC-3細胞と PANC-1細胞のスフィアフォ

ーメーションアッセイ。データは平均値±S.D.（n=3）。*は両側検定による t検定の統計的

な有意差（*; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001）を示す。
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図 3.8.2 Mint3 ノックダウンは HIF-1α、SKP2 依存的にスフィア形成能を抑制す

る 

AsPC-1細胞に一過性にコントロール siRNAもしくはMint3 siRNA（siMint3#2）もしくは、

HIF-1α siRNA (siHIF-1α#1, #2)、SKP2 siRNA (siSKP2#1, #2)をトランスフェクションし、ス

フィアフォーメーションアッセイを行い、50 um以上のスフィアをカウントした。データ

は平均値±S.D.（n=3）。*は両側検定による t検定の統計的な有意差（**; p<0.01, ***; p<0.001）

を示す。 
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図 3.8.3 Mint3ノックダウンにより癌幹細胞マーカーのmRNA発現が抑制される 

AsPC-1細胞に一過性にコントロール siRNAもしくはMint3 siRNA（siMint3#1, #2）をトラ

ンスフェクションし、リアルタイム PCR により解析した。-actin mRNAを内在性コント

ロールとして使用した。データは平均値±S.D.（n=3）。*は両側検定による t検定の統計的

な有意差（**; p<0.01, ***; p<0.001）を示す。 
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図 3.8.4 Mint3ノックダウンにより膵癌細胞の抗がん剤感受性が抑制される 

AsPC-1、BxPC-3、PANC-1細胞に一過性にコントロール siRNA（siGFP）もしくはMint3 siRNA

（siMint3#1, #2）をトランスフェクションし、3 日間コントロールの溶媒のみ、もしくは

Gemcitabine（AsPC-1と PANC-1は 50 M、BxPC-3は 50 nM）もしくは Paclitaxel（AsPC-1

と PANC-1は 50 M、BxPC-3は 5 nM）もしくは両方で処理し、細胞数を測定した。デー

タは平均値±S.D.（n=3）。*は両側検定による t 検定の統計的な有意差（**; p<0.01, ***; 

p<0.001）を示す。 
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図 3.8.5 Mint3ノックダウンにより抗がん剤感受性が抑制される 

AsPC-1、BxPC-3、PANC-1細胞に一過性にコントロール siRNA（siGFP）もしくはMint3 siRNA

（siMint3#1, #2）をトランスフェクションし、3 日間 Gemcitabineもしくは Paclitaxel で処

理し、細胞数を測定した。データは平均値±S.D.（n=3）。*は両側検定による t検定の統計

的な有意差（*; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001）を示す。 
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図 3.8.6 Mint3 ノックダウンは HIF-1α、SKP2 依存的に抗がん剤感受性を増加さ

せる 

AsPC-1 細胞に一過性にコントロール siRNA もしくは Mint3 siRNA（siMint3#2）、HIF-1α 

siRNA (siHIF-1α#1, #2)、SKP2 siRNA (siSKP2#1, #2)をトランスフェクションし、コントロー

ルの溶媒のみもしくは 50 μM Gemcitabine＋50 μM Paclitaxelで 3日間処理し、細胞数を測定

した。データは平均値±S.D.（n=3）。*は両側検定による t検定の統計的な有意差（*; p<0.05, 

**; p<0.01, ***;p<0.001）を示す。 
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図 3.8.7 Mint3 ノックダウンにより SKP2 が影響を受けない細胞では抗がん剤感

受性は変化しない 

MDA-MB-231細胞と HT1080細胞に一過性にコントロール siRNA（siGFP）もしくはMint3 

siRNA（siMint3#1, #2）をトランスフェクションし、3日間 50 nM Gemcitabineもしくは 50 nM 

Paclitaxelもしくは両方で処理し、細胞数を測定した。データは平均値±S.D.（n=3）。*は両

側検定による t検定の統計的な有意差（**; p<0.01, ***; p<0.001）を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



79 

 

3.9 Mint3ノックダウンは膵臓同所移植モデルの造腫瘍能を抑制する 

膵癌同所移植モデルを使用してコントロール(shLacZ)およびMint3ノックダウン

(shMint3) AsPC-1細胞の造腫瘍能の検討を行った。正常な膵臓を含めて重量を測定

した結果、Mint3ノックダウン細胞を移植したマウスの膵臓はコントロール細胞に

比較して重量が有意に低下していた（図 3.9.1）。次に、膵臓腫瘍組織のパラフィン

切片を HE 染色、および抗 Mint3、HIF-1α、SKP2、p21、p27 抗体を用いた免疫組

織染色にて解析した（図 3.9.2）。抗Mint3抗体を用いた染色ではMint3ノックダウ

ン細胞を移植した組織中においてMint3陽性部位が減少し、ノックダウンが確認さ

れた。また、抗 HIF-1α 抗体を用いた染色では Mint3 ノックダウンによる変化は認

められなかった。抗SKP2抗体を用いた染色では、in vitroでの実験結果と一致して、

Mint3 ノックダウンの組織において SKP2 陽性領域が減少した。逆に、p21 と p27

はMint3ノックダウン組織において p21陽性、p27陽性領域が増加した。以上のこ

とから、膵癌同所移植したモデルマウスにおいても、Mint3 ノックダウンにより

SKP2の減少と、p21と p27の増加が認められた。次に、この切片について EMTマ

ーカーについて調べたところ、細胞レベルでの実験結果（図 3.7.1）に一致して、

Mint3ノックダウンしたときに N-cadherinと Vimentin、Slugの発現が低下すること

が明らかとなった（図 3.9.3）。以上の結果から、マウスモデルにおいてMint3ノッ

クダウンは造腫瘍能を抑制し、EMTマーカーが減少することが明らかとなった。 
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図3.9.1 Mint3ノックダウン細胞はヒト膵癌AsPC-1細胞の腫瘍形成能を抑制する 

コントロール（shLacZ）とMint3ノックダウン（shMint3 #1、#2）AsPC-1細胞を移植し、4

週間後膵臓を摘出し重量を測定した。（A）移植に使用したコントロール（shLacZ）とMint3

ノックダウン（shMint3 #1, #2）AsPC1細胞のMint3のウェスタンブロット解析。（B）摘出

した膵臓の写真。（C）摘出した膵臓の重量。データは平均値±S.D.（マトリジェルは n=5、

それ以外は n=6）。P値はマン=ホイットニーの U検定。**p<0.01。 

 

 



81 

 

 

図 3.9.2 Mint3 ノックダウン細胞の同所移植による腫瘍組織切片は SKP2 が減少

し p21が増加する 

1×10
6の AsPC-1細胞のコントロール（shLacZ）と Mint3ノックダウン（shMint3 #1、#2）

細胞を移植4週間後に摘出した組織のパラフィン包埋切片の抗Mint3、抗HIF-1α、抗SKP2、

抗 p21、抗 p27抗体に対する免疫組織学的解析。 
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図 3.9.3 Mint3 ノックダウン細胞の同所移植による腫瘍組織切片は EMT マーカ

ーの発現が減少する 

1×10
6の AsPC-1細胞のコントロール（shLacZ）と Mint3ノックダウン（shMint3 #1、#2）

細胞を移植 4 週間後に摘出した組織のパラフィン包埋切片の抗 E-cadherin、抗 N-cadherin、

抗 vimentin、抗 Slug抗体に対する免疫組織学的解析。 
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3.10 Mint3ノックダウンは膵臓同所移植モデルの抗がん剤感受性を増加する 

ここまでで、Mint3ノックダウンが in vitroにおいて抗がん剤感受性を増加させる

こと、また in vivo においては Mint3 ノックダウンにより造腫瘍能が低下すること

が明らかとなった。そこで、次に膵癌同所移植モデルにおいてMint3ノックダウン

が抗がん剤感受性に影響するかを調べた。コントロール（shLacZ）もしくはMint3

ノックダウン（shMint3）した AsPC-1細胞を移植したマウスに、移植後 1週間から

週 2回 Gemcitabineと Paclitaxelの共投与し、4週間後にマウス膵臓の重量を比較し

た。その結果、Mint3 ノックダウン AsPC-1 細胞移植マウスに、Gemcitabine と

Paclitaxel共投与のときの膵臓重量は、コントロール shLacZ細胞移植マウスの膵臓

重量に比べて有意に低下し、マトリジェル投与マウスの膵臓重量と同程度になるこ

とが明らかとなった（図 3.10）。以上のことから、Mint3 ノックダウンはマウスモ

デルにおいても抗がん剤感受性を増加させることが示された。 
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図 3.10 Mint3ノックダウンは同所移植モデルマウスの抗がん剤感受性を増加 

   する 

免疫不全マウスにマトリジェル、もしくはコントロール（shLacZ）AsPC-1細胞、Mint3ノ

ックダウン（shMint3#2）AsPC-1 細胞を移植し、1 週間後から溶媒のみもしくは Paclitaxel

（2.5 mg/kg）と Gemcitabine（25 mg/kg）を 1週間に 2回、4週間投与し、膵臓を摘出し重

量を測定した。（上段）摘出した膵臓の写真。（下段）摘出した膵臓の重量。データは平均

値±S.D.（各グループ n=5から 6）。P値はマン=ホイットニーの U検定。*p<0.05、**p<0.01、

***p<0.001。 
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3.11 ヒト膵癌ではMint3発現が高いほどに予後不良である 

 最後に、ウェブデータベース R2: Genomics Analysis and Visualization Platform

（https://r2.amc.nl）を使用して、ヒト膵癌における Mint3 の発現と予後の解析を行

った。その結果、Mint3の発現が高いほど、膵癌患者の予後が悪くなることが明ら

かとなった（図 3.11A）。また、Mint3 (APBA3)と SKP2のmRNA発現相関を調べた

ところ、Mint3 の発現が高くなるほどに SKP2の発現が高くなる傾向にあり、相関

係数 R=0.319と弱く相関していることが明らかとなった（図 3.11B）。 
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図 3.11 ヒト膵癌におけるMint3の発現解析 

R2によるヒト膵癌発現解析。（A）RNAシーケンス dataset (Zhang 90)。Mint3の発現と予後

の関係。（B）The Cancer Genome Atlas databaseの Badea 78 dataset。APBA3（Mint3）と SKP2

の発現相関。相関係数 R=0.319、P=4.4×10-3。 



87 

 

4 考察 

本研究では膵癌においてMint3の機能を解析し、癌治療の標的となりうるか評価

した。その結果、Mint3 は HIF-1 を介して SKP2 の発現を促進し、p21 と p27 のプ

ロテアソームによる分解を引き起こしていることが明らかとなった。 

4.1 Mint3による膵癌特異的な細胞周期制御 

膵癌細胞でMint3をノックダウンすると SKP2の発現が低下し、細胞周期停止を引

き起こした。これまで、Mint3は乳癌MDA-MB-231細胞や線維肉腫 HT1080細胞

で造腫瘍能に寄与するものの、細胞増殖には影響を及ぼさないと報告[32, 33]され

ていることから、Mint3による細胞周期制御は膵癌細胞特異的なメカニズムである

ことが示唆された。実際、Mint3ノックダウンではMDA-MB-231細胞や HT1080

細胞の SKP2 mRNAレベルに変化がなかったことから、Mint3による SKP2 mRNA

発現制御の有無が、膵癌細胞でのみMint3が細胞増殖を制御する原因だと考えられ

る。また、本研究で使用した膵癌細胞株はいずれもMDA-MB-231細胞や HT1080

細胞に比べ SKP2タンパクの発現レベルが低かった。The Cancer Genome Atlas（NIH）

による癌種による SKP2の発現を調べると、膵癌は相対的に SKP2の発現が少ない

ことが分かる（図 4.1）。以上のことから、他の癌に比べ SKP2発現の低い膵癌では、

Mint3-FIH-1-HIF-1経路を介して十分に SKP2 mRNAの転写が促進されることが、

細胞増殖に大きな影響を与えている可能性が考えられる。Mint3による HIF-1の活
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性化には癌特異的に発現しているMT1-MMPが必要であると報告されている[33]

が、実際に正常膵臓腺房細胞においては、MT1-MMPの発現は低く、Mint3ノック

ダウンによる SKP2の発現に変化は認められなかったことから、Mint3による SKP2

の制御は膵癌特異的であると言える。本研究で使用した 4種類のヒト膵癌細胞株の

主な遺伝子変異と分化や転移状態[60]を表 4.1、4.2に示す。遺伝子変異に関しては、

膵癌で 9割以上に見られる Kras活性型変異や p16、SMAD4は細胞株によって異な

ることから、これらの遺伝子変異による影響は膵癌特異的なMint3の SKP2発現制

御の原因にはなり得ないことが示唆される。一方、使用した 4種類の膵癌細胞株で

p53の不活変異は共通していたが、p53の不活変異は乳癌MDA-MB-231細胞にも

見られる（データベース COSMIC；https://cancer.sanger.ac.uk/cell_linesより）ことか

ら、p53不活性変異も、Mint3による SKP2発現制御の膵癌特異性の原因ではない

ことが推定される。さらに、使用した 4種類の膵癌細胞株の分化度や由来となる患

者の転移の有無にも一貫性はなかったことから、分化度・転移の有無も膵癌特異的

にMint3が SKP2を制御される原因にはなりにくい。Mint3による SKP2の転写促

進は膵癌細胞固有の機構であることが推測されるが、そのメカニズムについては今

後さらなる解析が必要である。 

4.2 Mint3は膵癌細胞で SKP2の発現を促進し、p21とｐ27タンパクを分解する 

SKP2は、細胞周期抑制因子である p21、p27、p57、p130のほかに、細胞周期を促
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進する E2F1、CyclinD、CyclinE、Mycなども分解することが知られている[69]。本

研究ではMint3ノックダウンにより SKP2の発現が低下し、膵癌細胞の細胞周期停

止が引き起こされたことから、膵癌細胞での SKP2は、細胞周期関連タンパクの分

解を介して全体としては細胞周期促進の役割を果たしていると考えられる。本研究

においてMint3ノックダウン細胞で p21、p27タンパクは K48を介するポリユビキ

チン化が減少しその結果プロテアソームによる分解が減少したため、顕著に増加し

たことが膵癌細胞の細胞増殖低下に大きく影響していると示唆されたが、SKP2の

基質として報告されているその他の細胞周期関連分子が、膵癌細胞で Mint3/SKP2

によりどの程度分解制御を受けているかについてはさらなる検討が必要である。 

4.3 Mint3によるHIF-1を介した SKP2の転写制御 

先行研究において、SKP2は、Notch1-CBF1、IKK-NF-B、PI3K-Akt-E2F1、FoxM1

などの経路により転写が活性化する[69]ことが報告されているが HIF-1 による

SKP2 の制御に関する報告はされていない。本研究においては、Mint3 が SKP2 の

プロモーター活性に関わり、HIF-1が間接的もしくは直接的に SKP2の制御に関わ

ることを明らかにした。Luoらはヒト肺動脈平滑筋細胞において低酸素によりリン

酸化 Aktの増加により SKP2の転写が促進されたことなどを報告[70]しており、Xia

らは SKP2 の転写促進する FoxM1 が HIF-1により転写促進されることが報告

している。HIF-1は Akt のリン酸化を促進する[72]ことや、SKP2が Akt-E2F1の経
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路により転写が増加する[69]ことから、直接転写を促進していること以外にも

HIF-1が Aktなどを介して SKP2を間接的に転写促進していることも考えられる。

また、HIF-1も SKP2も解糖系を促進する[16],[49]ことから、HIF-1が直接 SKP2の

転写を促進する以外にも、これらの分子が相互作用して腫瘍形成を促進している可

能性も考えられる。HIF-1による SKP2の制御についてはさらなる解析が必要であ

る。 

4.4 Mint3ノックダウンは EMTマーカーを抑制 

Mint3ノックダウンにより間葉系マーカーである、N-cadherin、Vimentin、Slugのタ

ンパクが低下していることが明らかとなった。本研究ではMint3が HIF-1αや SKP2

依存的に Slug を制御していることを見出した。SKP2 は K48 を介したユビキチン

化によるタンパク分解のほかに、SKP2はK63を介したユビキチン化によりAkt[49]

や Twist[50]を安定化することが報告されている。本研究においては、Mint3ノック

ダウンにより Twistに顕著な変化は見られなかったが、Slugの K63を介するポリユ

ビキチン化が低下していたことから、膵癌細胞において Mint3 は Slug タンパクの

安定性に関わることが明らかとなった。 

 EMT マーカーに関しては、膵癌細胞において細胞による程度の違いはあったも

のの、Mint3ノックダウンにより N-cadherin や Vimentin なども低下していた。Akt

や Twist は膵癌で EMT を促進することが知られており[73, 74]、Mint3 による膵癌



91 

 

細胞の EMT制御に、SKP2による Akt/Twistの安定化が関わるかなどの検討も必要

である。また、HIF-1も SKP2も EMTに関わる因子の発現を促進することから[65, 

75, 76]、Mint3による膵癌細胞の EMT促進が SKP2の発現増加によるものか、それ

とも SKP2以外の HIF-1標的遺伝子の発現を介したものなのか、更なる解析も必要

である。 

4.5 Mint3ノックダウンは膵癌の抗がん剤感受性を増加する 

EMTは抗がん剤の治療抵抗性に関わること[64]、SKP2抑制すると間葉系マーカ

ーが減少し、抗がん剤への感受性が増加すること[49, 56, 77]、SKP2抑制により紡

錘体チェックポイント分子Mad2の発現が低下し、微小管阻害系の抗がん剤パクリ

タキセルの感受性が増加する[56]ことが報告されていたが、本研究において Mint3

ノックダウンにより HIF-1α や SKP2 依存的に膵癌細胞の抗がん剤感受性が増加し

た。細胞増殖が低下した細胞は抗がん剤が効きにくいことはよく知られているが、

Mint3ノックダウン膵癌細胞においては、細胞増殖の抑制とGemcitabineとPaclitaxel

への感受性の向上が認められた。これは、G0/G1周期停止の細胞は一部であり、そ

れよりも EMTが減少したことにより抗がん剤感受性への寄与のほうが多いためで

あると考えられる。 

4.6 Mint3ノックダウンは膵臓同所移植モデルの造腫瘍能を抑制する 

これまで乳癌 MDA-MB-231 細胞や線維肉腫 HT1080 細胞の皮下移植モデルにおい
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て、Mint3ノックダウンにより腫瘍形成能が抑制されることが知られていた[32, 33]。

本研究では膵癌同所移植においても Mint3 ノックダウンにより腫瘍形成能が抑制

されることが明らかとなった。先行研究における皮下移植実験[32]に比べると、コ

ントロールとMint3ノックダウンの差が小さかった。これは、パラフィン切片解析

結果で Mint3 ノックダウン細胞が正常な腺房も含まれていることからも分かるよ

うに、正常な膵臓ごと腫瘍を摘出したことに起因すると考えられる。腫瘍特異的に

検出する方法としては、腺房や導管細胞特異的に発現する CK19の染色などを行う

ことで、腫瘍の割合を定量することができると考えられる。 

 また、マウス同所移植モデルにおいてもMint3ノックダウンによる抗がん剤感受

性の増加が認められ、Mint3ノックダウンした細胞を移植したマウスに抗がん剤を

投与するとコントロールのマトリジェル移植したマウスの膵臓の重量と同程度に

なっていることが明らかとなり、治療への標的としての可能性が示唆された。 

4.7 Mint3の治療標的としての可能性 

本研究において、Mint3は細胞増殖を亢進させ、EMTや幹細胞性に関わることが

in vitroおよび in vivoの実験から明らかになり、Mint3は治療標的となりうることが

示唆された。現在 HIF-1を標的とした治療薬の開発が進んでいるが、臨床研究段階

である。HIF-1は正常な臓器の維持や発達に必要であり、HIF-1のノックアウトマ

ウスが胎生致死である[23]ことからも、HIF-1を標的とすることは副作用という面
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から課題が多く残る。また、SKP2ノックアウトマウスは、腫瘍形成しにくいもの

の、細胞増殖低下による発育不全[78]、精子の受精力の低下[79]、p27の異常蓄積に

よる倍数体細胞の増加や中心体の異常複製[78]などが報告されていることから、

SKP2も治療標的としては副作用が懸念される。一方、Mint3ノックアウトマウス

は目立った異常が無く[30]、Mint3自体はユビキタスに発現をしているものの、そ

の活性には癌で発現が上昇しているMT1-MMPの発現が必要不可欠であることか

ら、正常組織に大きな影響を及ぼさずに膵癌特異的に治療できる可能性が示唆され

る。実際に、正常膵臓腺房細胞においてはMint3ノックダウンにより SKP2や p21、

p27に変化は認められなかった。本研究において、Mint3抑制により膵癌細胞はア

ポトーシスではなく G0/G1期細胞周期停止を誘導した。SKP2は膵癌においてアポ

トーシス誘導に対して抵抗性を示す[80]こと、SKP2抑制はハーセプチンやパクリ

タキセルなどの抗がん剤への感受性を増加させる[49], [56]など報告されており、実

際にMint3ノックダウンによりGemcitabine/Paclitaxelへの感受性が向上したことか

ら、Mint3阻害は抗がん剤との併用により治療に貢献できる可能性が示唆された。

いくつかのHIF-1とSKP2の阻害剤は現在臨床研究段階[19, 81]であり膵癌治療の標

的として期待されているが、Mint3を標的とすることで膵癌特異的に HIF-1、SKP2

を抑制できることから、副作用の少ない膵癌治療法が期待できる。しかしながら、

現在のところMint3 の阻害剤に関しては市販されている薬剤がなく、今後、Mint3
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の阻害剤の開発や、存在する薬剤のうちMint3を阻害できる薬剤の探査の必要があ

る。 

 

 

  

図 4.1 さまざまな癌種における SKP2発現（The Cancer Genome Atlasより） 
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表 4.1 ヒト膵癌細胞株の主な変異（文献 34から抜粋） 

 KRAS* TP53 CDKN2A/p16 SMAD4/DPC4 

AsPC-1 12Asp 1351 bp8 

Intron 4 200 

bp splice site, 

HD exon 

WT 

$2 bp 

HD 

WT 

HD 

100Thr 

 

BxPC-3 WT 220 Cys WT 

HD 

HD 

PANC-1 12Asp 273His 

273Cys 

HD WT 

MiaPaCa-2 12 Cys 248 Trp HD WT 

*KRASはエキソン 1についてのみ示す。WTは野生型、は欠損、HDはホモ

欠損を示す。 

 

 

 

 

表 4.2 膵癌細胞提供者の情報（文献 34から抜粋） 

 年齢 性別 由来 転移 分化 

AsPC-1 62 女性 腹水 有 未分化 

BxPC-3 61 女性 原発巣 無 中程度の分化 

PANC-1 56 女性 原発巣 有 未分化 

MiaPaCa-2 65 男性 原発巣 不明 未分化 
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5 総括 

本研究では、膵癌細胞において Mint3が HIF-1 を活性化し、SKP2の mRNA

の発現を促進することで、細胞周期抑制因子 p21と p27の分解を導いているこ

とを示した。また、Mint3 は EMT や幹細胞性、抗がん剤抵抗性に関わること

が明らかとなった。マウス同所移植モデルにおいて、Mint3 は膵癌の腫瘍形成

能を促進することが明らかとなり、データベースを用いた解析から、ヒト膵癌

においてはMint3発現が高いほどに予後不良であることが明らかとなった。以

上の結果から、Mint3は膵癌治療の標的になる可能性が示唆された。 
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