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研究成果の概要（和文）：がん組織における遺伝子変異の多くはタンパク質リン酸化に関係する遺伝子である。
しかし、その基質であるリン酸化サイトに入る変異はがん化への影響を持つことが予想されるものの、その細胞
がん化への影響は、ほとんど明らかにされていない。我々は、リン酸化モチーフに注目し、ヒトがん組織におけ
るリン酸化モチーフ上のがん特異的変異を分類、統計処理することで、リン酸化モチーフ上の遺伝子変異の持つ
細胞がん化への影響予測を試みた。その結果、がんでは進化的に保存されているリン酸化モチーフに変異が入り
やすいことが明らかになり、リン酸化モチーフ上の突然変異は、ランダムでなく自発的に選択された突然変異で
ある事が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated associations between cancer-specific mutations and 
phosphorylation motifs. Distributions with these mutations and cancer tissues for these mutations 
and the evolutionary conservation of each phosphorylation motif were investigated. As a result, it 
was revealed that the frequency of cancer specific mutagenesis on the phosphorylation motif has a 
positive correlation with the evolutionary conservation of the motif. This means that in cancer 
tissues, mutations tend to accumulate in physiologically important phosphorylation motifs, mutations
 on the phosphorylation motif in the cancer tissue are not random mutations due to genomic 
instability, suggesting spontaneously selective mutations. This study combining tissue specific gene
 mutation information with our own phosphorylation motif data is expected to lead to predict the 
effect on canceration by gene mutation, to functionally unknown phosphorylation sites.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： リン酸化モチーフ　がん

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は、膨大なリン酸化サイトを簡便に特徴づけるために、リン酸化サイトの周辺アミノ酸配列の特徴から226
のリン酸化モチーフ同定した。これらのデータを使い、がん特異的な変異とリン酸化モチーフとの間に関連性を
見出せるか調べた。この結果、がん組織では、生理的重要性の高いリン酸化モチーフに変異が蓄積しやすいこ
と、がん組織のリン酸化モチーフ上の変異は、ランダムな変異の挿入でなく自然選択的に挿入されていることを
示唆した。がん組織特異的な遺伝子変異情報に、我々のもつリン酸化モチーフデータを組み合わせた本研究は、
機能未知のリン酸化サイトへの遺伝子変異における、がん化への影響予測につながることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
1． 研究開始当初の背景 
 
我々の身の回りに存在する医薬品、機能性食品、化成品に含まれる化学物質の多くは発がん性
の有無をガイドラインに従い試験されている。化学物質の発がん作用は、遺伝毒性を持つ物質
と非遺伝毒性を持つ物質の二種類に分類される 1。前者は細胞の DNA に直接作用し、細胞の発
がんを誘発する。後者は細胞傷害性や細胞内の蛋白質に働きかけるなど、発がんプロモーター
として働く。化学物質の遺伝毒性は、細菌を用いた Ames 試験、in vitro 代謝活性化系試験、哺
乳類培養細胞を用いた染色体損傷試験など簡便な 1 次スクリーニング法が数多く開発されてき
た 2。しかし遺伝子に直接作用しない非遺伝毒性発がん物質は動物実験以外に検出法が存在せ
ず、一次スクリーニングとして安価でハイスループットながん原性評価法の開発が望まれてい
る。がんは、さまざまな原因により発生する遺伝子変異が蓄積することで生じる。よって、細
胞がん化に関係する遺伝子は、がん組織間で共通した遺伝子変異を調べることで同定されてき
た。遺伝毒性発がん物質の発がん性試験は、その発生機序の多様さから、動物実験以外では困
難であるとされている。しかし悪性度の高いがん細胞は、足場非依存的な自立増殖、分化の消
失、高い解糖性、増殖因子やプロテアーゼの分泌という共通した性質を獲得しており、それぞ
れの性質によって、関連した蛋白質のリン酸化ががん細胞間で共通して観察される 3 。そこで
申請者は、がん化した細胞で特異的に入力されるリン酸化シグナルを網羅的に探索し、がん化
への影響が高いリン酸化シグナルを同定し、これを非遺伝毒性発がん探索のマーカーにするこ
とを発想した。 
 
 
２．研究の目的 
 
既知ドライバー遺伝子や、がんの分子標的薬のターゲットの多くはタンパク質リン酸化に関係
する遺伝子である。その基質であるリン酸化サイトに入る変異もがん化への影響を持つことが
予想される。しかしながら、その基質であるリン酸化サイトのがんにおける役割は（ヒトで 20
万サイトがすでに同定されているにもかかわらず）、いまだ包括的には明らかにされていない。
その大きな原因は、がん組織における低頻度遺伝子変異は著しい不均一性を持つため、一見ラ
ンダムに変異が入っているように変異が入っているように見えることと 4、同定されたリン酸
化サイトのほとんどが機能未知なうえに生理的重要性が低いと考えられていることである 5。
申請者は、この無数のガラクタの中から生理的に重要なリン酸化サイトを抽出する手段として、
ヒトゲノム上のリン酸化サイトを、178 のリン酸化モチーフに整理し、さらに生理的重要性と
関連するパラメーターとしてリン酸化モチーフの進化的保存性を決定し各リン酸化サイトの性
格付けを行ってきた 6,7。本研究で我々は、ヒトにおいてリン酸化サイト上のがん特異的変異が
細胞がん化にどうかかわるのか包括的に理解するために、このリン酸化モチーフ上の腫瘍組織
特異的な変異から、細胞がん化に影響を持つ変異を抽出する方法の開発を行った。さらに、が
ん組織に導入されたリン酸化モチーフ上の変異ががん細胞のリン酸化シグナル伝達経路にどの
ような影響を与えるか予測し、細胞がん化のマーカーや新規の創薬ターゲットにリン酸化モチ
ーフがなり得るか考察する。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）リン酸化モチーフの比較進化解析 
ヒトゲノム上にコードされている 178 のモチーフ配列を全セリン、スレオニン、チロシン残基、
およびリン酸化が報告されている残基に分類した。リン酸化モチーフを持つリン酸化サイトは、
出芽酵母, 分裂酵母, 線虫, ショウジョウバエ, ゼブラフィッシュ, イヌ, マウス, チンパンジ
ー, ヒトの 9 種で比較ゲノム解析を行い、その保存性を調べた。オーソログは、KEGG OC で入
手し、MAFFT でアライメントした。 
 
（２）機能アノテーション解析 
リン酸化サイトに変位の入る遺伝子の機能は機能アノテーション解析ツールである Database 
for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID, https://david.ncifcrf.gov) を使い解析
した。遺伝子リストは、UniProt アクセッションに変換し、機能的アノテーション解析にかけた。
対応する機能クラスタ中のメンバーＰ値のスコアを用いて生物学的有意性をランク付けした。 
 
（３）ネットワークベースドエンリッチメント解析 
ヒト遺伝子は STRING（https://string-db.org）の相互作用データベースから相互作用する遺伝子
群と合わせて当該遺伝子のネットワークとし、各モチーフ上へ変異の導入が確認された遺伝子
群とフィッシャー検定を行い、ネットワーク上のリン酸化モチーフに入る遺伝子変異の有意性
をランク付けした。 
 
 



４．研究成果 
 
（１）リン酸化モチーフ上のがん特異的変異とリン酸化モチーフの進化的保存性 
我々は、膨大なリン酸化サイトを簡便に特徴づけるために、リン酸化サイトの周辺アミノ酸配
列の特徴からモチーフ構造を抽出しモチーフとしてまとめることを試みた。
PhosphoSitePlus(http://www.phosphosite.org)に登録されている約 10 万の既知リン酸化サイトをア
ミノ酸の特徴でクラスタリングし、各クラスタのアミノ酸の分布をもとに 178 のリン酸化モチ
ーフに整理分類した 6。これらのデータを使い、がん特異的な変異とリン酸化モチーフとの間
に関連性を見出せるか調べた。International Cancer Genome Consortium (ICGC)(https://icgc.org/)に
登録されている 16,164,044 のがん特異的変異から、アミノ酸置換のあるリン酸化モチーフ上の
114,262 変異を抽出し、がん組織でのモチーフへの変異の偏りと各リン酸化モチーフの進化的保
存性との間で相関を調べた。この結果、リン酸化モチーフ上のがん特異的変異導入頻度は、リ
ン酸化モチーフの進化的保存性と正の相関を持つことが示された(図 1A)。 
 
（２）リン酸化モチーフ上に変位を持つ遺伝子の機能的偏り 
リン酸化モチーフ上のがん特異的変位がどのようなタンパク質に多く見られるか調べるために、
DAVID を使い、リン酸化モチーフ変異遺伝子の機能アノテーション解析を行った。その結果、
対照とした、リン酸化モチーフ上の一塩基多型（SNPs）と比べ、リン酸化モチーフ上のがん特
異的変位は特定の機能を持った分子（chromosome organization, transcription, protein amino acid…, 
microtubule-based movement, cytoskeletal organization 他）にエンリッチされていることがわかっ
た(図 1B)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）リン酸化モチーフ上に入る変位の位置 
リン酸化モチーフ上のどの部位に変位が導入されているか、確認したところ、多くのリン酸化
モチーフで、基質となるリン酸化サイトより、リン酸化モチーフを構成する周辺アミノ酸への
変位の割合の方が多かった。中でも AGC キナーゼや CAMK ファミリーの基質となる RXXS/T
がんリン酸化モチーフ上の変異は、基質となるアミノ酸の変異でリン酸化サイトが損なわれる
ことより、リン酸化モチーフの変化で触媒するキナーゼが変化することで、リン酸化シグナル
が混乱するほうが、がん化への寄与が高いことを示唆した。 
 
（４）がん組織ごとのリン酸化モチーフ上変異 
ICGC に登録されたがん特異的変異情報は、がん組織、患者毎にタグづけされていることから、
がんを、膀胱、血液、骨、脳、乳、子宮頚部、結腸直腸、食道、頭頸部、腎臓、肝臓、肺、卵
巣、膵臓、前立腺、皮膚、胃、子宮の 18 組織に分類し、組織毎のリン酸化モチーフ上の変異の
入りやすさをヒートマップで確認した。リン酸化モチーフはリン酸化サイトの前後 5 アミノ酸
の 11 アミノ酸をその領域とし、登録されたがん突然変異数を、リン酸化モチーフを持つリン酸
化サイト数の比で現し、ヒートマップで視覚化した。その結果、ほぼ全てのがんでアルギニン
の変異頻度が高い傾向が観察された他、皮膚がんで Motif126に顕著な変異の導入が観察された。 
 
（５）皮膚がんにおける Motif12 変異の特徴 
皮膚がんにおいて、どのようなタンパク質に Motif12 変異が導入されているか、機能アノテー
ション解析で調べたところ、ジンクフィンガーモチーフを持つ転写関連遺伝子、PH、PDZ、SH3
ドメインに代表されるセカンドメッセンジャー、リン酸化シグナルに反応するドメインを持つ
タンパク質に変異が入りやすい傾向が観察された。がん遺伝子に代表されるドライバー遺伝子
は、特定の遺伝子への変異の集中だけでなく、シグナル伝達経路への集中もその特徴にもつ。
そこで皮膚がんにおける Motif12 変異がどのような遺伝子ネットワークに入りやすいか調べる
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図1我々の定義したリン酸化モチーフとその上に入る突然変異の特徴
A リン酸化モチーフの進化的保存性(CI)とモチーフ上に存在するSNPの出現率は逆相関、
がん突然変異とは相関する。
B リン酸化モチーフ上にがん突然変異を持つ遺伝子のGOエンリッチメント解析上位10カテ
ゴリの平均濃縮スコアはSNPと比べ非常に高い。
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ため、ネットワークベースドエンリッチメント解析を行った（表 1）。その結果、細胞周期、細
胞分裂、DNA ダメージ、細胞骨格制御を行っている Rho ファミリーシグナリングに関係する
シグナル伝達経路に変異が有意に導入されていることが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
まとめ 
本研究により、がん組織では、生理的重要性の高いリン酸化モチーフに変異が蓄積しやすいこ
とが明らかになった。この結果は、リン酸化モチーフ上の変異は、ゲノム不安定性によるラン
ダムな変異の挿入でなく自然選択的に挿入されていることを示唆する。がん組織特異的な遺伝
子変異情報に、我々のもつリン酸化モチーフデータを組み合わせた本研究は、皮膚がんにおけ
る特定シグナル伝達経路への変異の集中を浮かび上がらせることに成功した。本解析手法は、
機能未知のリン酸化サイトへの遺伝子変異における、がん化への影響予測につなげることが期
待でき、今後、別プロジェクトで行ったがん化オルガノイドのオミクス解析 8,9の結果等と組み
合わせたクロス解析を行い、非遺伝毒性発がん物質の細胞がん化への影響予測の開発につなげ
ていく予定である。 
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