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Protein kinase N の概要と研究背景 

 Protein kinase N (PKN)は、C 末端触媒領域において、Protein kinase C と非常

に高い相同性を有するセリン/スレオニンリン酸化酵素であり、N 末端領域に

は特有の構造である antiparallel coiled-coil (ACC finger)ドメインを持つ[1]。哺

乳類において PKN には異なる遺伝子にコードされた PKN1、PKN2、PKN3 の

3 つのアイソフォームが存在し、それぞれユビキタスに発現している [2]。

PKN は低分子量 GTPase である Rho ファミリータンパク質のエフェクタータ

ンパク質として報告されており、PKN2 も ACC ドメインにおいて RhoA、RhoB、

RhoC、Rac と結合することが報告されている [3-5]。 

 これまで PKN2 については、哺乳類由来培養細胞を用いた in vitro の研究に

よって、細胞運動[6]、細胞接着[7]、細胞周期[8,9]、細胞増殖[10]に関与するこ

と、マウスを用いた in vivo の研究では、発生に必須であることが報告されて

いる[8,9]。近年、我々の研究室では PKN isoform のひとつである PKN1 が細

胞凝集に関与することを明らかにした [11]。そこで細胞接着を制御すること

が知られている PKN2 でも同様に細胞凝集に関与するのでないかと考え研究

を行った。以前の研究で PKN2 ノックアウト(PKN2-/-)マウスから単離してい

た PKN2-/-線維芽細胞を用いたところ、細胞増殖遅延が激しく[9]、実験に用い

るのは不適切であった。そのため今回の実験では PKN2 flox/flox 線維芽細胞に異
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所性に Cre recombinase を発現させ PKN2 遺伝子をノックアウトさせた細胞を

用いて PKN2 が細胞凝集に関与するか検証した。 

 

 

不死化 PKN2 flox/flox 線維芽細胞の樹立 

 PKN2 の機能解析を行うために、PKN2 flox/flox マウス個体から単離していた

マウス胎児線維芽細胞[9]に simian virus 40 large T 抗原を発現するレトロウィ

ルスを添加し、不死化 PKN2 flox/flox 線維芽細胞（以下、PKN2 flox/flox 細胞）の樹

立を行った。この PKN2 flox/flox 細胞の PKN2 タンパク質発現量、細胞形態、増

殖速度は野生型の不死化線維芽細胞とほとんど同じであった。 

 

Cre recombinase を発現させる adenovirus 添加と PKN2 タンパク質の検出 

 まず樹立した PKN2 flox/flox 細胞に Cre recombinase を発現させる adenovirus を

添加し、PKN2 遺伝子をノックアウトした。その後、細胞内の PKN2 タンパク

質の減衰を Western blotting にて時間経時的に観察した。すると Cre recombinase

を発現する adenovirus を添加された細胞（以下、Cre; PKN2 flox/flox 細胞）では

control adenovirus 添加細胞と比較し、48 時間経過時点で PKN2 タンパク質が

検出不可能なレベルにまで減少した。 

 

Cre; PKN2 flox/flox 細胞では浮遊培養条件下で細胞運動、スフェロイド形成が阻
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害される 

 浮遊培養系における PKN2 の機能解析を行うため、control adenovirus を添

加させた PKN2 flox/flox 細胞、Cre recombinase を発現させる adenovirus を 48 時

間反応させた Cre; PKN2 flox/flox 細胞を Trypsin-EDTA 処理を行い培養皿から剥

離し、これらの細胞を、2% agar-coated flat bottom well plate、U-bottom ultra-low 

attachment (PrimeSurface®) well plate に播種し浮遊状態における細胞の形態観

察を行った。すると、Cre; PKN2 flox/flox 細胞では PKN2 flox/flox 細胞と比較し細胞

運動能を調べるために測定した velocity では 80%の減少が確認され、細胞が

接着し凝集からスフェロイドを形成するまでの過程が遅延し、スフェロイド

の形態が球状ではなく、いびつな形になるという表現型が観察された。

Velocity の低下は細胞と細胞の接触頻度の低下を引き起こし、スフェロイド形

成の遅延を引き起こしたと示唆される。以上のことから、PKN2 は浮遊培養条

件において細胞運動、スフェロイド形成過程（compaction）に重要な因子であ

る可能性が示唆された。 

 

Trypsin-EDTA 処理を行わずに剥離した Cre; PKN2 flox/flox 細胞では compaction

が改善される 

 これまでの研究から、いくつかの細胞膜タンパク質は compaction を制御し

ていることが知られており [12,13]、Trypsin-EDTA 処理はこれら細胞膜タンパ
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ク質の分解、機能阻害を引き起こすことが知られている[14,15]。Trypsin-EDTA

処理によって剥離した Cre; PKN2 flox/flox 細胞では compaction に異常が生じた

ことから、PKN2 は Trypsin-EDTA 処理によって影響を受けるタンパク質の発

現や機能に関与していると考えられた。 

そこで、Trypsin-EDTA 処理を行わずに剥離させた Cre; PKN2 flox/flox 細胞を U-

bottom PrimeSurface® plate 培養下で観察することで細胞膜タンパク質と PKN2

の compaction における役割を検証した。細胞浮遊液は温度応答性細胞培養器

Cepallet®を 4 ºC で 1 時間インキュベートすることにより、細胞を剥離し調整

した。Cepallet®から剥離した Cre; PKN2 flox/flox 細胞は Trypsin-EDTA 処理を行

い剥離した Cre; PKN2 flox/flox 細胞と比較し、スフェロイド形成速度が上昇し、

スフェロイドの形態がより球状なものに近づくなど、compaction が PKN2 

flox/flox 細胞と等しいレベルで行われることが明らかとなった。これらの結果か

ら、細胞膜タンパク質が残っていると考えられる細胞では compaction に PKN2

が必須ではないことが明らかとなり、Trypsin-EDTA 処理によって分解または

機能阻害された膜タンパク質のリカバリーに PKN2 が関与する可能性が示唆

された。 

 

Cre; PKN2 flox/flox 細胞では接着分子 N-cadherin タンパク質の発現が低下する 

 次に我々は Western blotting にて PKN2 の減少が compaction を制御する膜タ
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ンパク質にどのような影響を与えるか検証した。細胞接着分子の 1 つである

N-cadherin は Trypsin-EDTA 処理によって分解され [14]、E-cadherin の発現が

低い、または無い細胞においてスフェロイド形成を制御することが知られて

いる[13,16]。さらに、線維芽細胞では一般的に N-cadherin が優位に発現し、E-

cadherin は発現していないことが報告されていることから[17]、N-cadherin に

着目し実験を行った。 

Western blotting の結果、Cre; PKN2 flox/flox 細胞では PKN2 flox/flox 細胞と比較

し、Trypsin-EDTA 処理後の N-cadherin タンパク質のリカバリーが遅延し、さ

らに、PKN2 タンパク質が枯渇している Cre; PKN2 flox/flox 細胞では Trypsin-

EDTA 処理を行う前の、接着細胞の状態においても N-cadherin タンパク質量

が約 50%に減少していることが明らかとなった。これらの実験結果から、Cre; 

PKN2 flox/flox 細胞における N-cadherin の発現低下がスフェロイド形成の遅延、

スフェロイドの形態異常に関わる可能性が示唆された。 

 

PKN2 は N-cadherin 遺伝子発現制御に関わる 

 最後に、PKN2 がどのように N-cadherin タンパク質量を低下させたか明ら

かにするために RT-qPCR (Reverse Transcription quantitative PCR)にて、N-

cadherin mRNA の解析を行った。まず、Cre; PKN2 flox/flox 細胞において N-

cadherin mRNA 量を検出したところ、PKN2 flox/flox 細胞と比較し約 50%減少し
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ていることが明らかとなった。次に、この N-cadherin mRNA の減少が mRNA

の不安定性または遺伝子発現量の差に起因するものか明らかにするため、転

写阻害剤である actinomycin D を用いて mRNA の安定性を検証した。すると、

PKN2 は N-cadherin mRNA の安定性には関与しないことが明らかとなった。

このことから、PKN2 は N-cadherin の遺伝子発現制御を行っている可能性が

示唆された。 

 

総括 

これらの結果から、PKN2 が細胞運動と N-cadherin 発現制御を介して浮遊培

養における線維芽細胞の凝集とスフェロイド形成に関与する可能性が示唆さ

れた。PKN1、PKN2、PKN3 はお互いに構造上類似性が見られるが、過去の研

究から PKN2 のみが胎生致死を示すなど、非冗長的機能が示唆されている[9]。

実際に、今回 PKN3 ノックアウト線維芽細胞を用いて同様の実験を行ったが、

細胞凝集、スフェロイド形成、N-cadherin 発現は野生型の線維芽細胞と有意差

が見られなかった。 

今回の研究では PKN2 が枯渇した細胞では浮遊状態における細胞運動が顕著

に抑制されることが明らかになった。浮遊状態における細胞運動は細胞同士

の接触頻度を高め、細胞凝集、スフェロイド形成に貢献していると考えられ

るが、PKN2 がどのように細胞運動を制御しているのか、その分子メカニズム
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の解明には至っていない。 

また、PKN2 が N-cadherin の発現を制御していることが明らかとなった。PKN2

が N-cadherin を制御するメカニズムとして、血清応答因子[3,18]、AP-1[19,20]、

Rho GTPase から上皮間葉転換関連因子[21,22]を介したシグナル伝達経路が考

えられるが今回の研究ではその詳細なメカニズムを解明するには至らなかっ

た。 

PKN2 による浮遊細胞の細胞運動制御機構と N-cadherin 制御機構の解明は今

後の課題である。 
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