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緒言 

GAK (cyclin G associated Kinase) は Cyclin G と結合するセリン/スレオニンキナー

ゼである。GAKは分子量が約 170kDaのタンパク質で、N末端にセリン/スレオニンキ

ナーゼドメインを持ち、C末端には Auxilinとの相同領域を持っている (1) 。Auxilin

は脳細胞特異的に発現し、受容体依存性エンドサイトーシスに関与しているタンパク

質であり、Hsc70タンパク質をクラスリン被覆小胞に集積してきてクラスリンを解離

させることが明らかになっている (2) 。Auxilin は脳でしか発現していないが、この受

容体依存性エンドサイトーシスは生体内のどの部分においても見られる現象である。

そこで脳以外では別の似たタンパクが行っているのではないかと考えられており、そ

のひとつの候補として Auxilinと相同領域を持つ GAKがその役割を担っているのでは

ないかと報告されている (3) 。実際、ラットの肝臓、牛の精巣において Auxilinでは

なく GAKの発現を認め、また Hsc70によるクラスリンの解離を認めている。このこ

とは脳細胞以外においては GAKが Auxilinの代わりに機能していることを示唆してい

る。 

一方、癌やパーキンソン病などの疾患においても GAKの関連が示唆されている

(4,5,6) 。また、複数の癌細胞株で GAKの過剰発現が認められ、特に骨肉腫に関する

研究では、癌細胞の増殖や予後との関係性が報告されている (5) 。さらに前立腺癌に
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おいて、悪性度の指標の 1つであるグリソンスコアが高い患者検体において、GAKが

高発現していると報告されており、癌の悪性度と GAKの正の相関関係が注目されてい

る (6) 。したがって、GAKが将来的に癌治療において有効な分子標的薬となる可能性

が期待される。 

GAKはクラスリン被覆小胞の構成因子である Clathrin heavy chain (CHC) と結合

し、細胞質と核で異なる結合様式を有することが、見出された (7) 。CHCは前述の受

容体依存性エンドサイトーシスに関わるタンパク質としてよく知られており (8) 、3

つの CHC分子が C末端で非共有結合し、それらに Clathrin light chain (CLC) が強固

に結合して小胞を形成する (9-12) 。そして近年、膜輸送以外の機能として有糸分裂

時に紡錘体形成に重要な役割を果たしていることが報告された (13) 。さらに、CHC

分子は 3次元電子顕微鏡で、微小管同士が結合し、ネットワークを形成することが報

告されている (14) 。しかし、GAKをノックダウンすると CHCの極性が変化するこ

とに加え（7）、染色体周辺の微小管伸長が著しく抑制されることから (15) 、GAKは

CHCと協同し有糸分裂時の紡錘体形成を調整することが示唆されている。また、GAK

は、CHCと結合するが、エンドサイトーシスのみを調製するわけではなく (16) 、分

裂時に中心体の成熟や染色体の集合に関与している (7) 。そして、GAKの減少によ

り、中心体の不安定性を引き起こし、染色体の構造異常が起こり、中期で停止するこ

とが報告されている (7,15) 。これらの表現型は CHC発現が減少した細胞ではさらに
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顕著であった (17) 。実際、GAKは様々な癌細胞で修飾、過剰発現しており (18) 、

これらの結果は細胞周期において GAKの制御が細胞増殖の調節に重要であることを示

唆するが、分子機構については未知のままである。 

Polo-like kinase 1 (PLK1)は、有糸分裂の開始、修正、完成に関与する中心体に発現

するキナーゼである。その働きは、中心体の成熟、紡錘体の集合、微小管と動原体の

結合において重要な役割を担い、ゲノムの安定に関与している (19,20,21) 。多くの

PLK1の基質は DNA複製や中心体の制御、G2/M 期移行、動原体の原動力、紡錘体の

集合のチェックポイント、姉妹染色体結合、分裂の終了、細胞質分裂など細胞周期進

行の様々な面で関与している (22,23) 。PLK1もまたアポトーシスやチェックポイン

トを含めた DNA損傷反応を調整し(23,24) 、PLK1の異所発現で、染色体の異数性や

有糸分裂の欠損し、腫瘍形成が起こることから、PLK1の発現は強く調整されている

ことが報告されている (22) 。実際、PLK1は様々なヒトの癌で過剰発現しており、予

後との相関が報告されている (25,26) 。そのため、PLK1キナーゼ活性を阻害するこ

とが、癌治療に応用されることが期待されている (27) 。 

PLK1はその分子機構として中心体において Kizuna（Kiz）の T379をリン酸化し、リ

ン酸化した Kizは紡錘体の柱の維持に不可欠である (28) 。 
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本研究では In vitroにおいて GAKが CHCの T606をリン酸化し、リン酸化した

CHC (CHC-pT606) が細胞や腫瘍の発育に必要であることを示した。また、蛍光免疫

染色分析にて CHC-pT606シグナルが間期において核および中心体で、局在したが、

非リン酸化 CHCはほとんどが細胞質に局在しており。M期においては、中心体の

CHC-pT606シグナル星状体の周囲で非リン酸化 CHCと共局在を認めず、紡錘体で強

く発現していることを見出した。また、siRNAを用いて GAKをノックダウンさせる

と、中期で細胞分裂の停止を起こし、CHC-pT606の異常な局在を認め、免疫沈降にて

Kizと GAK、CHC、PLK1との関連を示した。このことから、M期にて、GAK、CHC-

pT606、PLK1、Kizは複合体を形成し、中心体で共局在をし、細胞増殖に重要な役割

を果たしているのではないかと考えられた。 

さらに、当科にて舌扁平上皮癌と診断された切除検体を用い、本研究で作製した抗体

で組織免疫染色を行い、扁平上皮癌の新規腫瘍マーカーとしての有用性を検討した。 
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材料と方法 

抗体 

抗体は以下のものを使用した。 

モノクロナール抗体 ： GAK9-13 (野島らにより作成され、提供された) ,ɤ-tubulin 

(Sigma-Aldrich, St.Louis, USA),α-tubulin (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA),  

PLK1 (Thermo Fisher, Massachusetts, USA), Clathrin Heavy Chain (BD, New Jersey, 

USA), Ki67 (DAKO, Glostrup, Denmark), Cyclin B1 (Santa Cruz Biotechnology,Texas, 

USA) 

ポリクロナール抗体：CHC-pT606(Gene script, New Jersey, USAに依頼した)、

Kizuna-pT379 (Gene script, New Jersey, USAに依頼した)、GAK-Y412 (野島らにより

作成され、提供された) 

以上の 1次抗体の他に、WBにおける 2次抗体として Anti-mouse IgG HRP-linked 

antibody (Cell Signaling, Massachusetts, USA) または Anti-rabbit IgG HRP-linked 

antibody (Cell signaling, Massachusetts, USA) を使用した。また、ローディングコン

トロールとして、GAPDH-direcT (MBL, Nagoya, JAPAN) と α-tubulin を使用した。蛍

光免疫染色においては、2次抗体として、Alexa Flour488,594 (Thermo Fisher, 

Massachusetts, USA) を使用した。化学免疫染色においては Anti-mouse IgG 
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biotinylated(DAKO, Glostrup, Denmark) 、Anti-rabbit IgG(biotinylated(DAKO, Glostrup, 

Denmark)を使用した。 

 

GST 融合タンパク質の精製 

pGEX6p(+AscⅠ)vectorに GST-CHCおよび CHC変異体をコードする遺伝子配列

(GeneScriptで合成)をサブクローニング(AscⅠ/NotⅠ)した。このプラスミドをコンピ

テントセルの BL2/RIL株に遺伝子導入を行い、LB寒天培地上にコロニーを得た。前培

養としてアンピシリン(終濃度 50µg/ml)を含む 3mlの LB液体培地に植菌し、37℃で一

晩振とう培養した。本培養として、アンピシリンを含む LB培地 200mlに植菌し、

37℃で OD値が 0.5~0.8に至るまで振とう培養を行った。氷上で菌液を十分に冷やし

た後、IPTG(終濃度 0.1ｍM)を添加し、20℃で 20時間培養を行うことで GST 融合タ

ンパクの発現を誘導した。Sonication Bufferとして、PBS(-)に終濃度 1 mM NaF、

1mM Na3VO4、1mM Benzamidine、100µg/ml PMSF、1µg/mg Aprotinin、1µg/mg 

leupeptin、1µg/mg pepstatin A、1% Triton X-100を加え、遠心分離で得た菌体を懸濁

した。超音波処理(ソニケーション)により菌体を粉砕し、遠心後の上清に 50 % 

Glutation Sepharose 4B in beads(アマシャムファルマシア社, Uppsala, Konungariket 

Sverige)を加え、4℃で一晩転倒混和した。セファロースを回収後、還元型グルタチオ
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ン (nacalai tesque, Kyoto, JAPAN)で GST 融合タンパク質を解離させ、溶出を行っ

た。オープンチップカラム(SARSTEDT, Nordrhein-Westfalen, Germany) にセファロ

ースを充填後、PBS(-)でWashし、Elution Bufferで溶出した。Elution Buffer 1(50mM 

Tris-HCl (pH8.0) , 10mM reduced glutathione) をカラムに 500µl加え 10分間静置し

た。この溶出液を〔E1〕として回収した。同様に Elution Buffer 1 を 500µl加え溶出

を 2回行い、〔E2〕〔E3〕として順に回収した。Elution Buffer 2(150mM Tris-

HCl(pH8.0), 50mM reduced glutathione)、Elution Buffer 3(150mM Tris-HCl (pH8.0) , 

50mM reduced glutathione、0.5M NaCl)も同様に 3回ずつ溶出液を回収し、それぞれ

〔E4〕〔E5〕〔E6〕〔E7〕〔E8〕〔E9〕とした。また、ここまでの作業で溶出が認めら

れないタンパク質には、Elution Buffer 4(225mM Tris-HCl (pH8.8), 50mM reduced 

glutathione、0.5M NaCl)での溶出を試みた。溶出した GST融合タンパク質にグリセロ

ール(終濃度 50%)を加え、一部を 4x sample bufferに加え、7分間ボイルを行い、泳動

サンプルを作製した。SDS-PAGE後、ゲルを CBB染色液に浸透させ 15分間染色を行

い、脱色液をゲルに一晩浸透させ脱色させ、BSA濃度で精製されたタンパク質量を見

積もった。 
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In vitro kinase assay 

In vitro kinase assay(Hot)は GST 融合 CHC断片タンパク質を基質とし、GST 融合

GAKをキナーゼとして行った。Kinase bufferは、10 mM HEPES pH 7.5、50 ｍM 

NaCl、10 mM MgCl2、5 mM MnCl2、1 mM DTT、5 mM NaF、50 mM β-

glycerophosphateを組成とした。5 µM ATPに 10 µCi(γ-32P)ATP(PerkinElmer、

NEG502A)を加え、キナーゼと基質を 30℃で 30分間反応させた後、4x sample buffer

に加え、7分間ボイルを行った。ボイルしたサンプルはプレキャストゲル(nacalai 

tesque, Kyoto, JAPAN)を用いて電気泳動し(30 mA / gel,50 min)、Simply BlueTMSafe 

Stain(Invitrogen, Thermo Fisher, Massachusetts, USA)で 30分染色した後、純水で脱

色した。32Pの検出は Bass Macおよび X線フィルムを用いて行った。 

 

細胞培養 

ヒト子宮頸癌細胞株 HeLa S3、ヒト舌癌細胞株 SAS は、10 % Fetal Bovine Surum 

含有 Dulbcco’s modified Eagle’s medium (DMEM)(Sigma-Aldrich , St.Louis, USA )で培

養した。培養培地には、Penicilin- Stereptomycin Mixed Solution (Nacalai tasque, 

Kyoto, JAPAN) に終濃度 1 ％となるように添加した。HeLa S3/ Tet_Advanced 細胞

には 0.8 mg/ml G418二硫酸塩溶液 (Nacalai tesque, Kyoto, JAPAN) 、0.2 mg/μg の
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Hygromycin B (Clontech) を添加した培地を使用した。培養には、ディッシュ (IWAKI, 

Tokyo, JAPAN) を使用し、37 °C, 5％ CO2条件下で行った。細胞の継代には、PBS (-) 

溶液 (DS ファーマ, OSAKA, JAPAN)、0.02 %-EDTA solution (nacalai tesque, Kyoto, 

JAPAN)、0.25 %-Trypsin Solution (nacalai tesque, Kyoto, JAPAN) を使用した。細胞

懸濁液を遠心分離する場合は、室温、1000 rpm, 5 min の条件で遠心機を使用した。

細胞の保存は保存液として CELLBANKER® 2 (日本全薬工業 Fukushima, JAPAN) と

セラムチューブ (住友ベークライト, Tokyo, JAPAN) を使用して-80 °Cで保存した。 

 

細胞への形質導入 

細胞を 6cm ディッシュにまき、60 % コンフルエントの状態でリポフェクション法に

よる形質導入を行った。導入する plasmidを 4 µg 相当、Opti-MEM (Thermo Fisher, 

Massachusetts, USA) 500 µl、Plus Reagent (Thermo Fisher, Massachusetts, USA) 16 

µlを混合調製し、室温で 15分間反応させた。その後、別途調製した Lipofectamine 

(Thermo Fisher, Massachusetts, USA) 24µl、Opti-MEM500µl混合液との混合液を調整

し、さらに 15分間反応させた。形質導入させる細胞は、PBS (-)、Opti-MEMで洗浄

し、4 mL Opti-MEMを加え、Mixtureを滴下した後で 37 °C、5 % CO2インキュベータ
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ーで培養を行った。培養 3時間後、20 % FBSを含む DMEMを等量加えた。リポフェ

クション 24時間後に 10% FBSを含む培養培地に交換し、その後の実験を行った。 

 

HeLa S3 Tet-on 誘導性安定発現細胞株の樹立 

pTRET3-6Myc vectorは 6Mycタグ (BamHI-HindIII-ClaI-6Myc-AscI-EcoRV-NotI-SalI) 

を含んだマルチクローニングサイトを pTRE-Tight Vector (Clontech, California, USA)

の BamHI and SalI サイトに挿入して設計した。HeLa S3/Tet-On 細胞に CHCまたは

空ベクターを含む pTRET-6Myc プラスミドと Linear Hygromycin Marker (Clontech, 

California, USA) を Lipofectamine と PLUS Reagent を用いて導入した。プラスミド

が導入された細胞を限外希釈と Hygromycin (0.2 mg/ml) を含む培地で培養することで

選択、単離した。安定発現細胞株を終濃度 1 μg/ml の doxycycline 有無の培地での発

現チェックを行うことによって樹立した。 

 

フローサイトメトリー 

解析に用いる細胞のディッシュの培地を 15 mlチューブ に回収し、PBS (-) で洗浄し

た後、Trypsin-EDTA 処理によって細胞を剥離させ、遠心して洗浄したあと、そのペ

レットを 300 μl の PBS (-) で懸濁した。そこに、700 μl の氷冷 100 % エタノール 
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を添加して転倒混和し、一晩以上 -20 °C で固定した (終濃度 70 %)。PBS (-) でエタ

ノールを洗浄して除いた後、490 μl の PBS (-) で懸濁して 10 μl の 10 mg/ml RNase 

を添加した。30分間室温で静置したあと、25 μlの PI (ヨウ化プロピジウム)、

(SIGMA,Kanagawa, JAPAN) を加えて、遮光下でさらに 10分間反応させた。ナイロ

ンメッシュに通した後、DNA量や細胞の大きさを FACS Calibur (BD, New Jersey, 

USA) で測定、 CellQuest software (BD, New Jersey, USA) を用いて解析を行った。各

2000個の細胞で 3回ずつ実験を行った。 

 

増殖曲線測定 

ディッシュの培地を吸引し、PBS (-) で洗浄した後、Trypsin-EDTA 処理によって細胞

を剥離させ、15 mlチューブに移し、遠心して回収した。上清吸引後、5 ｍlの液体培

地を加え、懸濁した。懸濁した液体培地 10 µlとトリパンブルー10 µlと混和し、セル

カウント用のプレートに 10 µl混和液を挿入し、The Countess™ ( Thermo Fisher, 

Massachusetts, USA)にプレートを挿入し、細胞数を測定した。6 well plateに 2.0×10

５ずつ細胞を加えて、37℃で培養を行った。細胞が定着した時点を day 0とし、day 1

から day 4まで Trypsin-EDTA 処理を行った後、細胞数を測定した。 
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マウス皮下腫瘍モデル実験  

ヌードマウス (BALB/c-nu/nu, SLC) にソムノペンチル (共立製薬, Tokyo, JAPAN) を

生理食塩水 (大塚製薬, Tokyo, JAPAN) で 10倍希釈し、30ゲージの針 (TERUMO, 

Tokyo, JAPAN )、1 ml の注射用シリンジ (TERUMO, Tokyo, JAPAN) を用い、腹腔内

投与を行った。麻酔が十分に奏功しているのを確認したのち、マウスの皮下に 細胞数

が 5.0×10６ cells /50 µl となるように調製を行った DMEMを 50 μl投与を 27ゲージの

注射針 (TERUMO, Tokyo, JAPAN)、1 ml の注射用シリンジ (TERUMO, Tokyo, 

JAPAN) を使用した。接種 1日後に生存していることを確認し、2日目から

doxycycline ((80 µg/g ×マウスの体重約 20 g）分を生理食塩水で希釈、計 100 µl) を週

2回腹腔内投与した。また、doxycycline投与時に腫瘍径(長径×短径×厚み)を測定し

た。 

 

siRNA の細胞導入 

細胞を 6cmディシュ、6-well plateにまき、30 % confluent の状態でリポフェクション

法による形質導入を行った。Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher, Massachusetts, 

USA) 10 μl (6-well plateでは 5 µM)と Opti-MEM 500μl (6-well plateでは 250µM)と混

合調製し、室温で 5分反応させた。5分後、別途調製した 20 μMの siRNAを 10 μl 
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(6-well plateでは 5 µM)、Opti-MEM混合液とのMixtureを調整し、さらに 20分間反応

させた。siRNA を導入させる細胞は、PBS (-)、Opti-MEMで洗浄し、4 mL Opti-

MEM(6-well plateでは 2 ml)を加え、Mixtureを滴下した後で 37 °C、5 % CO2インキ

ュベーターで培養を行った。培養 6時間後、培地交換を行い、48時間後に固定や回収

を行った。 

 

細胞の溶解 

ディッシュの培地を吸引し、PBS (-) で洗浄した後、Trypsin-EDTA 処理によって細胞

を剥離させ、遠心して洗浄して回収した。沈殿させた細胞を TNE250 Lysis buffer (10 

mM Tris HCl pH8.0、250 mM NaCl、0.25 % Nonidet P-40、1 mM EDTA、20 μM 

Benzamidine) + inhibitor (1mM PMSF、1 µg/mg Aprotinin、10 µg/mg leupeptin、1 

µg/mg pepstatin A、1 mM NaF、1 mM Na3VO4、10 mM β-glycerophosphate、1mM 

DTT、100ng/ml Okadaic acid) を添加し、Bufferで細胞をピペッティングした後、4℃

で 30分間転倒混和させ、細胞抽出液を得た後、4℃、15000rpm 30分間遠心し、上清

を回収した。上清は終濃度 20%になるように Cold Glycerolと混合させ、4℃で 30分

間転倒混和した。この細胞抽出液のタンパク濃度は Bradford法により定量を行い、決

定した。細胞抽出液はすべて 4x sample buffer (0.4 M Tris-HCl pH 6.8、8 % SDS
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（Sodium dodecyl sulfate）、20 % glycerol、10 % β-mercaptoethanol、0.2 % 

bromophenol blue) を加え、7分間ボイルを行った。 

 

ウエスタンブロッティング 

SDS-PAGEには 8%、10 %あるいは 15 %アクリルアミドゲルを使用した。SDS-

PAGEのゲルは、40%アクリルアミド/ビス混合液〔37.5:1〕(nacalai tesque, Kyoto, 

JAPAN)、1.5M Tris-HCl(pH8.8)、1 M Tris-HCl(pH6.8)、10% SDS、10% ぺルオキソ二

硫酸アンモニウム (APS : ammonium persulfate) 、10% TEMED (N,N,N’,N’-

tetramethylethylenediamine) を混合することで、適切な濃度のものを作製した。調製

したサンプルをゲルにアプライし、電気泳動後 (95 min,40 mA/枚) 、セミドライ式の

ブロッティング装置によって PVDFメンブレン (Milipore, USA, Immobilon-P, 0.45 

µm) に転写した。ブロッキングと抗体反応は TBST (20 mM Tris-HCl pH 7.5、150 mM 

NaCl、0.05 % Tween 20) + 5 % Skim milk もしくは 5 % BSAを使用した。ブロッキン

グは室温で 1時間、1次抗体は室温で 3時間、4℃で一晩反応させた。2次抗体は室温

で 1時間半反応させた。メンブレンの洗浄には TBST を使用した。発光にはWestern 

Lighting Plus-ECL (PerkinElmer Life Science, Massachusetts, USA) とWestern 
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Lighting ECL-Pro (PerkinElmer Life Science, Massachusetts, USA) を使用し、X線フ

ィルムに感光した。 

 

抗体のクオリティチェック 

非リン酸化ペプチド、リン酸化ペプチドを共に滅菌水に溶解し、10 ng、100 ng、

500ng 相当を Immobion membrane上にスポットした。このメンブレンをウエスタン

ブロッティングのブロッキング以降のプロトコールに従い、抗体反応に用いて、シグ

ナルの検出を行った。また、免疫染色の前に抗体の 5倍量の非リン酸化ペプチド、リ

ン酸化ペプチドを抗体とそれぞれ混和させ、室温に 1時間静置させたのち、免疫染色

のプロトコールに乗っ取って抗体反応に用いて、発色させた。 

 

免疫沈降 

タンパク濃度が 2 mg/mlとなるように細胞抽出液を Binding Buffer (TNE250+inhibitor)

で希釈した。Binding Bufferで予備洗浄した Protein G slurry beadsを 50% ProteinG 

slurry beads/TNE250 or 50% Protein A/TNE250となるように調整した。細胞抽出液に

50% Protein G 溶液を 30 µl加え、4℃で 1時間転倒混和した。その後、4℃、8000 

rpmで 2分間遠心し、上清を別のチューブに移した。上清に抗体を 2 µg加え、さらに
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4℃で 2時間転倒混和した。さらに 50% Protein G 溶液を 30 µl加え、再び 4℃で 2時

間転倒混和した。4℃、8000rpmで 2分間遠心したのち、上清を除き、Binding 

Buffer(TNE250+inhibitor)で 5回 washしたのち、2x sample bufferを 30 µl加え、7分

間ボイルを行い、泳動用サンプルとした。 

 

蛍光免疫染色 

1wellずつにカバーガラスを入れた 6 well plateに細胞を撒き、培養し、カバーガラス

に細胞を接着させた。細胞の固定は 2 ml/wellの 4%ホルムアルデヒド含有 PBS(-)、

0.1%Triton-X-100含有 PBS(-)、0.05% Tween20+0.05%NaN3含有 PBS(-)を順に 10分

間ずつ低温静置で作用させ、細胞を固定した。その後、5% FBS in TBSTでブロッキ

ングをした。一次抗体をブロッキング液で希釈し、室温で 3時間または 4℃で一晩反

応させ、TBSTで 5分間の washを 3回行った。二次抗体は Alexa Fluor 488-anti-

mouse IgGと Alexa Fluor 594-anti-rabbit IgGを使用した。TBSTで 5分間の washを

3回繰り返し、10 mg/ml Hoechst 33258 in DMSO (Sigma, St Louis, USA) を TBST で

250倍希釈し。5分間 DNA染色を行った。TBST で 3回 washしたのち、slowFade 

Antifade kit solutionAを用い、封入した。また、観察には共焦点走査顕微鏡

(FLUOVIEW FV 10i, OLYMPUS)を使用した。 
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舌癌臨床検体の組織免疫染色 

大阪大学歯学部附属病院 第一口腔外科で治療を行い、研究の同意が得られている患

者の検体のパラフィンブロックを使用した(H28-E6)。パラフィン切片を脱パラフィ

ン、親水化してから、0.01 Mクエン酸バッファー (pH 7.0) で圧力鍋(pascal S2800, 

DAKO,Glostrup, Denmark)にて 125℃ 30秒、90℃ 10秒にて抗原賦活化処理を行っ

た。Blocking には Protein Block Serum-Free Ready to Use (DAKO, Glostrup, 

Denmark) を使用した。抗体希釈液には 0.1% BSA + 0.1 % Tween 20 + PBS (-) をし

た。LSAB法にて、染色を行い、1次抗体の濃度は CHC-pT606が 1/200, negative 

controlである rabbit IgG 1/500、Ki67 1/100で行った。また、二次抗体には

Polyclonal Swine Anti-Rabbit Immunoglobulines / Biotinylated (DAKO, Glostrup, 

Denmark) を、内因性ペルオキシダーゼの除去には 150 ml メタノール+ 3.5 ml H2O2 

(WAKO, OSAKA, JAPAN) を使用し、Streptavidin/HRP (DAKO, Glostrup, Denmark) 

を使用した。発色には、DaKo REAL TM の DAB + CHROMOGEN (×50)(DAKO, 

Glostrup, Denmark) と SUBSTRATE BUFFER(DAKO, Glostrup, Denmark) を混合し

たものを使用し、核対比染色にはマイヤーヘマトキシリン溶液 (Wako, Osaka, 

JAPAN)、封入には PARAmount-N (ファルマ, Tokyo, JAPAN) を使用した。また、洗

浄には TBS (20 mM Tris-HCl pH 7.5,150 mM NaCl)、 脱パラフィン、透徹処理には



18 

Hemo-De (ファルマ, Tokyo, JAPAN) を、親水化、脱水に 100 % エタノールを使用し

た。 

 

統計 

Microsoft Excel 2013 software (Microsoft)にて Student’s t-testから有意差を求めた。ま

た、In vitro、in vivoともに標準誤差(SEM)で求めた。P valuesが<0.01 (**) and <0.05 

(*)で統計学的有意差を表した。 
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結果 

GAKは in vitroにおいて CHCの T606をリン酸化する 

本実験はまず CHCが GAKによるリン酸化の基質となっているのかを検証した。ま

ず、CHCをドメインごとに 5つの部分に分け (29) 、GST タグを付加した欠失変異体

を作製した（Fig.1A）。大腸菌から精製したこれらの CHC変異体を基質、GAKをキナ

ーゼとして in vitro キナーゼアッセイを行ったところ、CHC 2nd (324-808aa)でリン酸

化が確認された（Fig.1B）。詳細なリン酸化部位を決定するため、CHC 2ndをさらに

５つに分け、同様に in vitro キナーゼアッセイを行ったところ、CHC 2nd-3でリン酸

化が確認された（Fig.1C）。CHC 2nd-3には７つの Ser(S)/Thr(T)があるが、GAKは T

を優先的にリン酸化することがわかっており、CHC 2nd-3の Tを Aに置換した変異体

を作成し、in vitroキナーゼアッセイを行った（Fig.1D）。その結果、1792-1959bpの

領域がリン酸化され、Aに置換した変異体のうち CHC-pT606Aのみリン酸化が確認で

きなかった。これらの結果より、GAKの新規基質として CHCを同定し、GAKは

CHCの T606をリン酸化することが明らかとなった（Fig.1E）。  
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GAKによる CHCのリン酸化は in vitroにおいて細胞増殖を早める 

HeLa S3 Tet-on 誘導性安定発現細胞株の樹立し（CHC-WT,CHC-T606A,CHC-

T606D）、安定発現細胞株を終濃度 1 μg/ml の doxycycline 有無の培地での発現チェ

ックを行った (Fig.2A)。 

GAKによる CHCのリン酸化が細胞周期、細胞増殖スピードにも影響があるかどうか

調べるため、樹立した細胞株を用い、細胞増殖を検証した。結果は、CHC-WT、CHC-

T606Dは CHC-T606Aやコントロールの vectorと比較し、有意に増殖速度の上昇を認

めた (Fig.2B)。 

 

In vivoにおいても CHCのリン酸化は細胞増殖を早める 

5週齢のヌードマウスに、増殖曲線で有意差があった CHC-WTと CHC-T606Aの 2つ

の細胞株を移植し、観察を行ったところ、in vitro同様に CHC-WTのほうが、腫瘍径

が大きくなり、in vivoにおいてもその増殖速度の差を確認できた (Fig.2C,D)。 

 

 

 



21 

GAKは CHCの T606をリン酸化する 

CHC-T606のリン酸化 (CHC-pT606) を特異的に認識する抗体を作製し、ドットブロ

ッティングにて抗体の品質をチェックしたところ、作製した抗体は CHCのリン酸化

ペプチドのみ特異的に認識した (Fig.3A)。CHC-pT606の細胞内局在を調べるため、

HeLa S3細胞を anti-CHC-pT606抗体で蛍光免疫染色を行い、共焦点走査顕微鏡で観

察を行った。そして、peptide competitionを行い、リン酸化した CHC-T606を認識、

染色していることを確認した (Fig.3B)。 

 

 

CHC-pT606は M期において中心体に局在する 

CHC-pT606の詳細な局在を調べるために中心体のマーカーである γ-tubulinと共染色

を行った (Fig.3C)。その結果、CHC-pT606は γ-tubulinと共局在していることが観察

されたため、M期において CHC-pT606は中心体に局在することが確認された。CHC-

pT606は間期では核に弱く発現し、細胞質ではほとんど発現を確認できないが、M期

前期から γ-tubulinと同時期に発現し、その局在は細胞質だけでなく、中心体に局在し

た。 
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次に anti-CHC-pT606抗体と anti-CHC抗体の共染色を行ったところ(Fig.3D)、CHC-

pT606は間期において核内に染色を認める一方で、非リン酸化 CHCはほとんどが細

胞質で染色を認めた。また前期では、CHC-pT606が細胞膜に粒状に、染色体の周囲の

ドット状に局在を認めた。この CHC-pT606の粒状の局在は様々な場所で認められた

が、細胞質内の CHCの局在とは別の部位であった。また、M期全体においても、

CHCの紡錘体での発現した部位と CHC-pT606の発現部位は異なっていた。 

この CHC-pT606の細胞質全体の発現は前期に強く始まり、中期から後期にかけて増

強し、終期には徐々に消失した。一方、中心体での発現は終始ほとんど変化がなかっ

た。また、中期において CHC-pT606が発現している中心体の部位を拡大して観察す

ると、CHCは紡錘体で発現してはいるが、CHC-pT606との共局在を認めなかった

(Fig.3E)。 

さらに anti-CHC-pT606抗体と anti-PLK抗体を共染色すると、中心体において CHC-

pT606は PLK1とも共局在していることを確認した(Fig.3F)。 

 

GAKをノックダウンさせる CHC-pT606の異常な局在が起こる 

次に GAKと CHC-pT606の分子機構を調べるため、siRNAを用いて GAKをノックダ

ウンさせる実験を行った。蛍光免疫染色では、GAKをノックダウンさせると細胞が中
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期で停止した (Fig.4A)。M期の細胞数は GAKノックダウンさせたものが多く(Fig. 

4B)、染色体や紡錘体に異常をきたしている細胞を認めた (矢印 Fig.4A)。 

次に、ウエスタンブロッティングにてタンパク発現について検証した。GAKのタンパ

ク発現レベルの明らかな減少を確認した (黒矢印 Fig.4C) 。また、CHCタンパク発現

量自体はあまり変化なかったが (緑矢じり Fig.4C) 、CHC-pT606のタンパク発現量は

減少していた (黒矢印 Fig.4C) 。 

 また、full-length CHC-pT606とその分解産物は siGAKを使用させると発現量が低下

したが、siCHCで CHCをノックダウンさせても、CHC-pT606の発現量は減少しなか

った (Fig.4D) 。このウエスタンブロッティングからも HeLa S3細胞においてごく少

量の CHC-T606が GAKによりリン酸化していることが示唆された。 

 次に、M期の前後に必要なタンパクである cyclin B1の発現は siGAKまたは siCHC

を使用すると、siGL2と比較し、上昇した (Fig.4E) 。 

 

M期において中心体で GAK、CHC-pT606, PLK1, Kizの 4つのタンパクは共局在す

る。 

GAKと PLK1が関連しているかどうかを確認するため、免疫沈降（co-

immunoprecipitation (Co-IP) assays）を行い、GAKと PLK1はそれぞれ関連があるこ
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とを確認した(Fig.5A)。Satoらの報告 (30) で GAKと CHCが直接関連していること

を報告されており、PLK1のリン酸化のターゲットの Kizと GAK、CHC、PLK1が関

連をもつかを調べるため、Flag-Kizと Myc-PLK1, Myc-GAK, Myc-CHCの３つを用

い、それぞれ免疫沈降を行った (Fig.5B) 。これらの結果により GAK,CHC,PLK1と

Kizは複合体を形成することがわかった。これらは中心体で共局在することから、中心

体において GAK、CHC-pT606, PLK1, Kiz複合体を形成することが示唆された。 

 

GAKによる CHCのリン酸化は中心体の位置や Kizunaのリン酸化に影響しない 

Kizが GAKや CHCと結合することが分かったため、GAKによる CHCのリン酸化が

Kizにどのような影響を与えているかを、CHCリン酸化安定株を用い、蛍光免疫染色

で検証した (Fig.6) 。γ-tubulinと共染色することにより、中心体の数や位置の異常は

認めないことが確認された。PLK1によりリン酸化された Kiz（Kiz-pT379）は CHCの

リン酸化は影響せず、中心体に局在していた。そのため、CHCのリン酸化は Kizのリ

ン酸化には直接関与していないことが示された。 

 

ヒト舌扁平上皮細胞株 SASにおいても CHC-pT606は発現している 
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HeLa S3細胞で、CHC-pT606は間期では核内に、M期においては細胞質や中心体に

発現することが本研究でわかっている (Fig.3) 。口腔顎顔面領域でも多い舌扁平上皮

癌でも同様に発現しているかどうかを調べるため、ヒト舌扁平上皮細胞株 SASを用

い、蛍光免疫染色を行った。結果は HeLa S3細胞と同様に間期では核、中期では細胞

質全体、中心体での発現を確認した（Fig.7A）。また、anti-CHC抗体や anti-PLK1抗体

とも共染色を行い、こちらも HeLa S3細胞と同様の局在を示す結果となった

（Fig.7B,C）。 

 

ヒト舌癌組織において、CHC-pT606が過剰発現している  

CHC-pT606が M期において中心体に発現し増殖速度に影響することが分かったた

め、悪性腫瘍において過剰発現していることを疑い、当科にて手術を行い、扁平上皮

癌の診断を得た組織検体を用いて anti-CHC-pT606抗体にて組織化学免疫染色を行っ

た。すると、癌細胞の核で染色されたが、Stage分類や分化度で差は認められなかっ

た (Fig.8A,B,C) 。peptide competitionを行い、核の染色が CHC-pT606特異的である

ことを確認した (Fig.8D) 。 

また、dysplasiaについても検証した。H,E染色を示す(Fig.9B)。anti-CHC-pT606抗体

を用いて染色すると癌細胞だけでなく、異型性細胞でも核で染色された。また、安全
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域にある正常と思われる上皮細胞では基底細胞に一部認めるのみで染色の割合は明ら

かに低くなった (Fig.9B) 。また、c-Srcによりリン酸化された GAK（GAK-pY412）

(31) や GAKでも組織化学免疫染色を行ったところ、GAK-pY412は CHC-pT606と同

様に核で染色を認め、正常な上皮細胞では染色を認めなかった(Fig.9C)。GAKは

severe dysplasiaと診断された異形成細胞の基底層でのみ発現を確認され、正常な上

皮細胞、mild dysplasiaと診断された細胞では明らかな染色は認めなかった (Fig.9D)。 
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考察 

CHCはクラスリン被覆小胞を形成し、エンドサイトーシスに関与する分子としてよ

く研究が進められているが (32) 、CHCの他の機能として有糸分裂時の紡錘体形成の

際に微小管の安定化に寄与する報告がある (33) 。また、GAKと CHCは核および細

胞質で結合することが既に知られており (34) 、ヒトの癌細胞において、Clathrinと

GAKの膜輸送と有糸分裂の機能は独立していると報告されている (31,35) 。ヒト以外

では、線虫胚において Clathrinはアクトミオシンの表層の緊張を促進することによ

り、中心体の局在に深く関与されていることが報告されており (36) 、ツメガエルに

おいて、CHCは特にリン酸化した TACC3に関連し、紡錘体の左右対称、染色体調整

のため、紡錘体極にリクルートとも報告されている (37) 。そして、CHC-pT606と

GAKは M期に入り、膜輸送が行われなくなると (35,38) 、染色体から中心体に移動

することがわかった (Fig. 4) , (30) 。このことから、GAK_CHC-pT606 複合体が有糸

分裂において重要な役割を担っていることが示唆される。このような報告から GAKは

CHCの機能を果たす上で重要な因子であり、CHCはキナーゼである GAKのリン酸化

の影響を受けて機能調節されていることが考えられた。本研究で GAKをノックダウン

させることで、GAKは CHC-pT606のタンパクキナーゼとして、重要なことを確認さ

れた(Fig. 4)。また、GAKや CHCをノックダウンさせると、cyclin B1の発現が上昇し

たが、それは siGAKや siCHCによる中期における細胞停止の 2次的な影響と推測さ
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れた。CHCの発現量の低下は、直接 CHC-pT606の発現量に関与していると考えられ

るが、本研究でのウエスタンブロッティングからは実証はできなかった(Fig. 4D)。 

GAKは c-Srcにより Y412と Y1149でリン酸化され、リン酸化によるバンドシフト

は主にM期に起き、別の機能を示した (31) 。GAK-pY412/pY1149の発現は間期では

核内で発現し、前期で染色体に移動、中期には中心体に,後期には微小管に蓄積する

(31) 。この動きは CHC-pT606の発現と類似している(Fig. 3)。また、GAKは前立腺癌 

切除検体でその発現を確認された (29) 。骨肉腫細胞株:U2OSでも同様に報告された

(5) 。今後このような GAKと CHCの新たの機能が、癌の診断、治療の標的になるこ

とが期待される。本研究で作製した anti-CHC-pT606抗体も新規腫瘍マーカーとして

有用であると考え、今後症例数を増やし、検討する予定である。 

Kizは２極の紡錘体構造に不可欠で、中心体周辺物質の安定に関与している。中心体

周辺物質は、有糸分裂の微小管の核形成の主な領域であり、有糸分裂の染色体の分離

にきわめて重要な働きを担っている (28,39)。Kiz-T379は中心体において PLK1のリ

ン酸化基質で (28) 、PLK1を阻害すると中心体の断片化する(40)。GAK、CHC、Kiz

は複合体を形成し (Fig. 6)、GAK, CHC-pT606, PLK1, Kiz, Kiz-pT379はM期にて中心

体で共局在する(Fig. 4, 7) (6) 。 
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これらの結果を元に、GAK_CHC-pT606_PLK1_Kiz-pT379 複合体が有糸分裂に重要

な働きを担っていると仮説を立てた。GAKは主に Clathrin依存性膜輸送で働いている

が、もう一つの機能として、正常な細胞では GAKは活性化され、CHC-T606をリン酸

化し、さらに PLK1による Kiz-pT379を調整し、有糸分裂の進行に関与している。し

かし、癌細胞では GAKは過剰発現し (18) 、活性化する。これにより、CHC-T606の

過剰なリン酸化が起き、Kiz-pT379のリン酸化にも影響を与えて、癌細胞の過剰増殖

を起こしていると推測された。逆に、GAKがノックダウンされた細胞では、CHC-

T606はリン酸化されず、CHC_PLK1_Kiz複合体の制御が阻害され、中期での細胞停

止が起こると考えられる。実際、以前の報告で、骨肉腫細胞において、GAKは真のゲ

フィニチブの標的と考えられ、ゲフィニチブとルテリオンを投与すると、骨肉腫、前

立腺癌細胞で効率よくアポトーシスを誘導した (5,18) 。また、GAKを標的とし、腎

細胞癌の増殖を阻害する miR-206は腎細胞癌の治療のターゲットになり得ると報告さ

れたり(41) 、ウイルス感染の有望な治療薬 (42) やパーキンソン病の治療薬としても

期待され、今後の研究が期待されている。 

本研究において、舌扁平上皮癌の組織検体において CHC-T606が過剰にリン酸化さ

れていることを示された。現在、舌扁平上皮癌の診断には H,E染色が用いられ、組織

化学免疫染色として Ki-67を始めとする様々な抗体で行われている (43) が、悪性診断
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としての指標とまで言われているものは少ない。本研究で用いた抗体がその一助にな

ることを期待し、研究を進めていきたい。 
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図の説明 

Figure 1: GAKは in vitroにおいて CHCをリン酸化する。 

（A） 模式図は本研究で用いた CHC欠失変異体を示す。CHCは Edeling et al. (2006)

を参考に５つの断片部位を作成した。 

（B）（C）（D）大腸菌から精製した GST-CHC変異体を基質として用いた in vitro 

kinase assayの結果。矢印は SimplyBlueによって染色された各基質を示し、矢

尻はオートラジオグラフィーによって検出された基質に取り込まれた 32P-γATP

を示す。CHC-T606Aのみリン酸化されないことから、GAKは CHC-T606をリ

ン酸化することが分かった。 

Figure 2: GAKによる CHCのリン酸化の細胞増殖の検討 

（A） HeLa S3 Tet-on 誘導性安定発現細胞株の樹立し（CHC-WT,CHC-T606A,CHC-

T606D）、ウエスタンブロッティングによる CHCの発現チェック。 

（B） HeLa S3 Tet-on 誘導性安定発現細胞株の growth curveを示す。CHC-WT、

CHC-T606Dは CHC-T606A、vectorと比較し、有意に増殖速度の上昇を認め

た。 

（C） CHC-WT,CHC-T606Aのマウス皮下腫瘍モデル実験。CHC-WTの腫瘍径は 
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CHC-T606Aと比較し、有意に増大傾向にあった。 

（D） マウス皮下腫瘍の Day19,27,33の写真。 

 

Figure 3:HeLa S3細胞における CHC-pT606の細胞内局在の検討 

（A） anti-CHC-pT606抗体のクオリティチェックの結果。Immonblion membraneに

抗原である非リン酸化ペプチドとリン酸化ペプチドを図中に記されている量を

ブロットした。 

（B） 非リン酸化ペプチドとリン酸化ペプチドを抗体の 5倍量を抗体と反応させた後

に行った免疫蛍光染色。anti-CHC-pT606抗体（赤）、anti-α-tubulin抗体（緑）

を使用。スケールバーの長さは 10μmを表す。 

（C） anti-CHC-pT606抗体（赤）、anti-γ-tubulin抗体（緑）で免疫蛍光染色、および

Hoechst 33258（DNA：青）で染色された免疫蛍光染色図。スケールバーの長

さは 10μmを表す。 

（D） anti-CHC-pT606抗体（赤）、anti-CHC抗体（緑）で免疫蛍光染色、および

Hoechst 33258（DNA：青）で染色された免疫蛍光染色図。スケールバーの長

さは 10μmを表す。 
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（E） (C)の中期における中心体付近の拡大図を示す。矢印は中心体の位置を示す。 

（F） anti-CHC-pT606抗体（赤）、anti-PLK1抗体（緑）で免疫蛍光染色、および

Hoechst 33258（DNA：青）で染色された免疫蛍光染色図。スケールバーの長

さは 10μmを表す。 

 

Figure 4:GAKをノックダウンさせた際の CHC-pT606のタンパク発現の検討 

（A） siRNAによりノックダウンさせた免疫蛍光染色。anti-CHC-pT606抗体

（赤）、anti-γ-tubulin抗体（緑）および Hoechst 33258（DNA：青）で染色した。

矢じりは中心体の位置、数の異常を示している。スケールバーの長さは 10μmを

表す。 

（B） siGAKによりノックダウンさせた細胞の細胞数カウント、間期、M期の割合

を示す。それぞれ 200個を 3回行った。 

（C） siRNAによりノックダウンさせた後のウエスタンブロッティングを示す。*は

非特異的なバンドを表している。siGAKにより GAKがノックダウンされているこ

とを赤矢印に示している。 

（D）（E）siRNA（siGAK,siCHC）によりノックダウンさせた後のウエスタンブロッ

ティングを示す。 
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Figure 5:GAK,CHCの分子機構の検討 

（A） i) Flag-GAK,Myc-vectorまたは Myc-PLK1を細胞導入させた HEK-293T細    

 胞の anti-Myc抗体にて免疫沈降(IP)し、ウエスタンブロッティングを行っ

た。抗体は右に示す。 

 ii) Flag-GAKまたは Flag-vectorまたは Myc-PLK1を細胞導入させた HEK-

293T 細胞の anti-Flag 抗体にて免疫沈降(IP)し、ウエスタンブロッティングを

行った。抗体は右に示す。 

（B） Flag-Kizと Myc-GAKまたは Myc-CHC、Myc-PLK1を細胞導入させた HEK-   

293T 細胞の anti-Flag 抗体にて免疫沈降(IP)し、ウエスタンブロッティングを

行った。一次抗体に anti-Myc抗体を使用した。 

Figure 6: HeLa S3 Tet-on 誘導性安定発現細胞株の Kizおよび中心体の局在の検討 

HeLa S3 Tet-on 誘導性安定発現細胞株を anti-Kiz-pT379抗体（赤）、anti-γ-tubulin抗

体（緑）で免疫蛍光染色、Hoechst 33258（DNA：青）で染色された免疫蛍光染色図

（中期）。 
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Figure 7: ヒト舌扁平上皮細胞株 SASにおける CHC-pT606の細胞内局在の検討 

（A） ヒト舌扁平上皮細胞株 SASに anti-CHC-pT606抗体（赤）、anti-γ-tubulin抗体

（緑）で免疫蛍光染色、および Hoechst 33258（DNA：青）で染色された免疫蛍       

光染色図。スケールバーの長さは 10μmを表す。 

（B） ヒト舌扁平上皮細胞株 SASに anti-CHC-pT606抗体（赤）、anti-CHC抗体

（緑）で免疫蛍光染色、および Hoechst 33258（DNA：青）で染色された免疫蛍    

光染色図。スケールバーの長さは 10μmを表す。 

（C） ヒト舌扁平上皮細胞株 SASに anti-CHC-pT606抗体（赤）、anti-PLK1抗体

（緑）で免疫蛍光染色、および Hoechst 33258（DNA：青）で染色された免疫蛍    

光染色図。スケールバーの長さは 10μm表す。 

 

Figure 8: 舌扁平上皮癌の組織化学免疫染色 

（A）（B）（C）扁平上皮癌の診断を得た舌癌組織の組織化学免疫染色。使用抗体は左

から rabbit IgG、anti-Ki67抗体、anti-CHC-pT606抗体を使用した。右は HE染

色を示している。スケールバーの長さは強拡大 200μm、弱拡大 50μmを表す。 
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(D) 非リン酸化ペプチドとリン酸化ペプチドを抗体の 5倍量を抗体と反応させた後に

行った組織化学免疫染色。リン酸化ペプチドと反応させると核の染色が消失して

いる。 

 

Figure 9: 舌白板症の組織化学免疫染色 

（A）（B）（C）（D）舌白板症の HE染色 (A) 、anti-CHC-pT606抗体 (B)  

、anti-GAK-412抗体 (C)、anti-GAK抗体 (D) を示す。severe displasia、mild 

displasia、切除断端を拡大し、下段に示す。スケールバーの長さは強拡大

500μm、弱拡大 50μmを表す。 

 

Figure 10: CHCの分子機構の模式図 

（A）間期では CHCはクラスリン被覆小胞の構成因子としてエンドサイトーシスに関

与している。細胞内の小胞を GAKは小胞を解離させている。また、M期では

紡錘体に CHCは発現しており、中心体において GAK_CHC- 

pT606_PLK1_Kiz-pT379 複合体を形成し、細胞分裂に寄与している。 

（B）GAKがノックダウンすると、GAKが CHC-T606をリン酸化しなくなる。 
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また、GAKをノックダウンさせると PLK1の発現量も低下する（7）。そのた

め、GAK_CHC-pT606_PLK1_Kiz-pT379 複合体は PLK1の分子機構の報告中心

体の成熟や微小管の伸長に関与していると考えられる。 
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