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研究成果の概要（和文）：遺伝性に腫瘍を発生する Birt-Hogg-Dubé 症候群の責任遺伝子が作る

蛋白(BHD 蛋白)の量が低下することにより、mTOR 蛋白リン酸化酵素の複合体(mTORC1)量
の減少が生ずると共に、細胞分裂を促進するサイクリン D1 蛋白の量が増加することがわかっ

た。責任遺伝子の変異が、サイクリン D1 の伝達 RNA の量を調整する信号伝達系の異常を引

き起こし、そのため細胞分裂が促進され腫瘍発生の要因となっている可能性が示唆された。こ

の信号伝達系が病気の予防・治療に向けた新たな薬剤開発の対象となることが期待される。 
  
研究成果の概要（英文）：It was found that the suppression of BHD (Birt-Hogg-Dubé 
syndrome gene) tumor suppressor protein expression reduced the amount of mTOR 
complex (mTORC1) and induces cyclin D1 protein level. It is suggested that the BHD 
mutation induces dysregulation of a signal transduction system regulating cyclin D1 
mRNA level and leads to tumorigenesis through aberrant cell cycle. This regulatory 
system for cyclin D1 expression may be a novel target to develop therapeutic drug for 
BHD and other tumor predisposing diseases. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 Birt-Hogg-Dubé(BHD)症候群は、腎癌や毛嚢
腫などの腫瘍性病変の他、自然気胸を発生す
ることを特徴とする常染色体優性遺伝病である。
BHD 症候群の原因遺伝子(BHD)は腫瘍抑制遺
伝子としての特徴を示すことが報告されているが、
現在のところその産物(folliculin、以下 Flcn)の機
能的側面については全くわかっていない。 
 我々は遺伝性腎癌モデル動物を用いて多段
階発がん機構の解明を進めている。それらのモ

デルのうち Eker ラットはヒト結節性硬化症(TSC)
原因遺伝子ホモログ(Tsc2)の、Nihon ラットは
BHD 遺伝子ホモログ(Bhd)の生殖細胞系列変異
が原因となっていることを明らかにして研究を進
めている。TSC2 遺伝子の産物(tuberin)は、細胞
増殖やストレス応答などに関わる様々なシグナ
ル伝達系において中心的な役割を果たす
mTOR キナーゼが形成する二つの複合体
(mTORC1 と mTORC2)のうち、mTORC1 に対す
る負の制御因子として働いていることがわかって
いる。一方、我々は Flcn が mTORC1 依存性のリ
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ン酸化を受けていること、Flcn の発現抑制による
S6K1 リン酸化(mTORC1 基質)の低下を見出し
た。 
 これまで TSC や各種腫瘍発生を伴う疾患に
mTORC1 阻害薬(rapamycin 等)の投与が治療の
一環として試みられているが、限られた効果にと
どまっていることから、多剤併用等を目的とした
新規分子標的の同定が望まれる。Rapamycin 関
連薬剤の副作用もあり、mTOR が関わる経路に
おける新たな分子標的の候補の探索も期待され
ている。Flcn の機能解明はそのような観点からも
重要な課題と言える。 
 
２．研究の目的 
 
 上記のような背景のもと、本研究は Flcn の機
能を明らかにし、病態発生機構の解明と治療法
の開発を目指すものである。mTOR の制御機構
との関連をはじめとした研究を進めるとともに、
BHD の治療を目指し、新たな分子標的の候補
を見出すことを目的とする。 
 
(1)これまで独自に見出した Flcn 結合蛋白
(FnipL)、Flcn 発現抑制による S6K1 リン酸化の
変化を手がかりに、Flcn が機能するシグナル伝
達系の解明を目指す。具体的には、Flcnの発現
や翻訳後修飾による mTOR 複合体の動態変化、
Flcn-FnipL 発現による mTOR 関連以外のシグ
ナル伝達系の変化を明らかにする。 
 
(2)BHD 遺伝子の機能抑制により発現に変動の
見られる蛋白の検索において、細胞増殖制御に
関わるサイクリン D1 量の発現増加の傾向を認め
たことから、その発現制御機構に関わるシグナ
ル伝達系の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
(1)細胞培養、プラスミド作製と安定細胞株
の樹立：HeLa、293、COS7 細胞は DMEM/10%FCS
で培養した。Flcn 発現コンストラクトは完全
長ラット Bhd cDNA を pCNDA3.1 ベクターに組
み込んで作製した。Flcn 発現系を導入した安
定細胞株は NR32(Nihonラット腎癌細胞)より
樹 立 し 、 DMEM( 高 グ ル コ ー ス )/10%FCS/ 
geneticine(最終濃度 100µg/ml)で培養した。
N 末に FLAG タグを付加したラット Flcn の発
現系、Mycを付加したヒトFnip1、ヒトFnipL、
ラット AMPKαサブユニットの発現系は各
cDNAをpCAG-GSベクターに組込むことによっ
て作製した。リン酸化部位の変異体は部位特
異的変異を持つプライマーを利用した PCR法
により作製した。 
 
(2)抗体：抗リン酸化 S6K(Thr389)、抗リン酸
化 Akt(Ser473)、抗 Akt、抗 raptor、抗リン
酸化 rictor(Thr1135)、抗 rictor、抗 mTOR、

抗リン酸化 4E-BP1(Thr37/46)、抗 4E-BP1 の
各抗体は Cell Signaling Tech 社のものを使
用した。抗 S6K1、抗サイクリン D1、抗 p27
抗体は Santa Cruz 社のものを使用した。抗
βアクチン、抗 FLAG、抗 Myc 抗体は Sigma 社
ものを使用した。抗 Flcn 抗体(C 末端ペプチ
ド抗体)と抗リン酸化tuberin抗体(AMPKリン
酸化部位の抗体)は独自に作製したものを用
いた。 
 
(3)ウエスタンブロット：ウェスタンブロッ
トに用いる細胞抽出液は、蛋白を SDS-PAGE
サンプルバッファーで溶かすことにより得
た。DC プロテインアッセイ(Bio-Rat)でタン
パクを定量した。同量のタンパクを SDS-PAGE
により分離し、電気泳動的にナイロン膜に転
写した。1％スキムミルクを含む 1×TBS-T に
室温 2 時間浸してブロッキングを行った後、
抗体反応を行った。二次抗体以降の検出系に
は Envision(Dako) またはビオチン化抗マウ
ス IgG とストレプトアビジン HRP(Amersham)
を用いて行い ECLシステム(Amersham)を用い
て発光反応を行った。 
 
(4)免疫沈降：mTOR 複合体の免疫沈降につい
ては細胞を 100mm プレートで培養し、CHAPS 
lysis バッファー (20 mM  Tris-HCl pH7.4 、
120 mM NaCl 、1 mM EDTA、5 mM EGTA、50 mM 
NaF 、 0.3 ％ CHAPS 、  50 mM 
β-glycerophosphate、 1 mM DTT、4 μg/ml 
aprotinin、4μg/ml leupeptin)で可溶化し、
抗体とプロテインG+プロテインAアガロース 
(Calbiochem)で一晩 4℃で混和することによ
り沈降操作を行った。Flcn 変異体の結合実験
の免疫沈降は NP40 を含む可溶バッファーを
用い、同様な手法により行った。 
 
(5)RNAi：Lipofectamine RNAiMAX (Invitro- 
gen)と OPTI-MEM(Gibco)を用い、最終濃度 25 
nM で BHD siRNA( セ ン ス 鎖 ： 5 ’
-GGUACAGCAUCAUCACCAUTT-3’)とコントロー
ル RNA（センス鎖：5’-GCUGCAAUCGAUUGAUAG- 
CTT-3’）を細胞に導入した。siRNA を導入し
て 24 時間後、あるいは 48 時間後にタンパク
を抽出した。 
  
(6)RNA 抽出、cDNA 合成、qRT-PCR：トータル
RNA は FastPure RNA kit(Takara)で抽出し、
cDNA は SuperScriptⅡReverse Transcrip- 
tase Kit(Invitrogen)を使用し合成した。
qRT-PCR は Power SYBR Green Master Mix 
(Applied Biosystems, Life Technologies )
を用いて 95 度 10 分、40 サイクルの 95 度 15
秒、60 度 1 分で行った。miRNA の抽出は
miRNAEasy(Promega) を 用 い 、 qPCR は
NCodeVILO mRNA cDNA synthesis kit と
EXPRESS SYBR GreenER miRNA qRT-PCR kit 



 

 

(Invitrogen)を用いて行った。 
 
(7)レポーターコンストラクトの作製：サイ
クリン D1 プロモーター領域は HEK293 細胞
genomic DNA より増幅し、NheⅠ,HindⅢで処
理後 pGL4.10 ベクター(Promega)に組み込ん
だ。サイクリン D1 3`UTR1(1-1026) および
3`UTR2(894-2253)は HEK293 細胞 genomic DNA
より増幅し、XbaⅠで処理後、pGL4.10 + 
cyclin D1 promoter ベクターに組み込んだ。
Cyclin D1  3’非翻訳領域遠位 1.8kb をエン
コードするプラスミド cDNA(HIBBN77)は ATCC
より入手した。サイクリン D1 3`UTR3(2209- 
3171)は HIBBN77 より増幅し、 XbaⅠで処理
後、pGL4.10 + サイクリン D1 promoter ベ
クターに組み込んだ。完全長のサイクリン D1 
3’UTR を組み込んだプラスミドはサイクリン 
D1 3`UTR1、3`UTR2、3`UTR3 を含む 3 つのプ
ラスミドを PstⅠ、NcoⅠサイトで組換えて作
製した。 
  
(8)ルシフェラーゼアッセイ：HeLa 細胞を
LipofectamineRNAiMAX にてノックダウンし
た。その 6時間後、培地交換し、翌日 1µg の
pGL4.10 ベクター、pGL4.10 + cyclin D1 プ
ロモーターベクター、3’UTR を組み込んだプ
ラスミドのいずれかを 20ng の Renilla ルシ
フェラーゼ発現プラスミドとともに Fugene 
6(Roche)を用いてトランスフェクションし、
24 時間後に溶解、解析を行った。解析にはピ
ッカジーン・シーパンジーデュアル発光キッ
ト（Toyo B net）を使用し、Firefly および
Renilla ルシフェラーゼ活性を測定した。
Firefly ルシフェラーゼ活性値は Renilla ル
シフェラーゼ活性値で標準化した。 
 
４．研究成果 
 
(1)mTORC1キナーゼが関わる経路による Flcn
リン酸化と AMPK、Fnip1、FnipL との複合体
形成：これまで見出している Flcn リン酸化
(Ser62と Ser302)にどのような機能的意義が
あるのかわかっていなかった。Flcn は mTOR
の負の制御因子である AMPK と結合すること
が知られている。そこで、AMPK に対するフィ
ードバック機構の存在を予想し、各リン酸化
部位にアラニン置換(非リン酸化体、以下 A
変異)、アスパラギン酸置換(リン酸化模倣体、
以下 D変異)を導入した Flcn の発現系を用い、
AMPKαサブユニットとの結合を調べた。また
Fnip1、FnipL との結合も調べた。その結果、
Fnip1、FnipL に対する変異の影響は検出され
なかったものの、AMPKαとの結合は S62 の D
変異体、S302 の A 変異体に対して増強される
ことがわかった。とりわけ、S62 の場合は顕
著であった(図 1)。それぞれのリン酸化が
AMPK との結合に影響を与えることが考えら 

 
   図１ S62 変異体と AMPKαの結合 
 
 
れ、mTORC1 依存性のリン酸化による AMPK へ 
のフィードバック機構の存在が示唆された。
そこで Flcn リン酸化が AMPK の活性に影響を 
与えている可能性を調べた。とりわけ mTORC1
の負の制御因子である tuberin が AMPK によ
るリン酸化で活性化されることが知られて
おり、AMPK リン酸化部位に対する特異抗体を 
作製し調べた。しかしながら、その部位のリ
ン酸化に対して変異 Flcn の発現は大きな影
響を示さなかった。最近、AMPK が直接 mTORC1
サブユニットの raptor をリン酸化し、機能
制御を行っていることも報告されている。今
後、それらの新規の基質などを含めた分析が
必要である。 
 
(2)Flcn の発現抑制による mTOR 複合体の変
化：これまで HeLa 細胞において Flcn の発現
抑制を行うことにより mTORC1 の基質である
S6K1 のリン酸化の抑制を観察していた。その
機構を明らかにするため、mTORC1 特異的抗体
(抗 raptor)、mTORC2 特異的抗体(抗 rictor)
を用いた免疫沈降により mTORC1 の複合体形
成の様子を調べた。Flcn 発現を抑制すること
により、mTORC1 複合体形成が抑制されること
がわかった(図 2)。 
 

 
 
 図２ Flcn 抑制による mTOR 複合体の変化 
 



 

 

 従って、Flcn は mTORC1 複合体の形成を促
進あるいは維持する役割を果たしているこ
とが示唆される。Flcn の抑制時にはウェスタ
ンブロットにおいて Raptor のバンドが移動
度の遅い側にシフトする様子が認められた。
Raptor は AMPK によるリン酸化による機能抑
制を受けることが報告されており、Flcn 抑制
においてその機構が働いていることが予想
され、今後の検討課題と言える。一方、異な
る細胞種や培養条件では Flcn 抑制において
rictor のリン酸化が亢進する様子も観察さ
れた。mTORC1 の活性化による rictor のリン
酸化と抑制の報告がされているが、条件次第
では S6K1 のリン酸化の様子と rictor リン酸
化の様子に乖離が認められることもあり、
rictor リン酸化の制御の詳細も今後の検討
課題と言える。 
 (1)(2)の分析から、Flcn が mTOR 複合体、
とりわけ mTORC1 形成に役割を果たしている
ことが考えられ、AMPK へのフィードバックが
それに関与している可能性が考えられる。
TSCや各種のがん発生においてmTORC1の活性
化が要因の一つとなっているが、Flcn の機能
を何らかの様式で人為的に修飾することに
より、mTORC1 制御を通じて各種病態発生の抑
制を行うことが可能性の一つとして期待さ
れる。 
 
(3)Flcn発現抑制によるサイクリンD1蛋白の
発現亢進とその分子機構 
 
①Flcn 発現抑制によるとサイクリン D1 発現
亢進：mTOR 関連分子のみならず、Flcn の機
能に関連する分子を探索する途上、HeLa 細胞
において siRNA による Flcn 発現抑制を行っ
た場合にサイクリン D1 蛋白量が増加するこ
とを見出した(図 3)。 
 
 

 
 
  図３ Flcn 発現抑制によるサイクリン 
     D1 蛋白の増加 
 
 
 Bhd欠損ラット腎癌細胞にFlcn発現系を導
入した細胞株では、親株に比べてサイクリン
D1 蛋白量が低下することも確認された。この

ことから Flcn の下流においてサイクリン D1
の発現が制御されていることが示唆された。
その機構を調べるため、まず、mRNA 量に変化
が生じているか qRT-PCR 法により調べた。そ
の結果、Flcn 発現抑制によりサイクリン D1 
mRNA 量が増加することが明らかとなった。一
方、蛋白合成阻害剤を用いた分析により、蛋
白の分解が著しく抑制されている傾向は認
められなかった。従って、転写から翻訳のレ
ベルでの制御が予想された。 
②サイクリン D1 プロモーター活性の分析：
これまでにヒトサイクリン遺伝子の転写開
始点から上流約 1kbのプロモーター領域が発
現に重要な役割を果たしていることが知ら
れていた。そこで、その領域をルシフェラー
ゼ・レポータープラスミドにクローニングし、
HeLa 細胞における Flcn 発現抑制時にプロモ
ーター活性に変化が生ずるか調べた。しかし
ながら、大きな変化は認められなかった。 
 
③3’非翻訳領域の分析：サイクリン D1 の
mRNA には約 3kb の長い 3’非翻訳があり、そ
の中に mRNA 量を調節する配列が存在するこ
とが報告されている。そこで、その領域の全
長、あるいは部分配列をレポータープラスミ
ドのルシフェラーゼ・コーディング領域の下
流にクローニングし、HeLa細胞において Flcn
発現抑制を行うことによりレポーター活性
の変化を調べた。興味あることに、全長約 3kb
をほぼ三等分したうちの中央の約 1kbを導入
した場合に、通常認められるレポーター活性
の抑制が Flcn ノックダウンにより認められ
なくなることがわかった(図 4)。全長を導入
した際も同様であった。 
 

 
 
 図４ サイクリン D1 cDNA の 3’非翻訳領 
    域がレポーター活性に与える影響 
 
 
 これらの結果はmRNAの3’非翻訳領域に存
在する配列に作用し、mRNA 量を負に制御する
因子が Flcn によって制御されている可能性
を示唆する。 
 
④miRNA の発現解析：mRNA の 3’非翻訳領域



 

 

に作用する因子として、近年 miRNA が注目さ
れている。サイクリン D1 の 3’非翻訳領域に
ついても miRNAが作用するという報告がされ
ている。Flcn ノックダウンによる miRNA 量の
変化を qRT-PCR により調べたが、これまでに
分析した 20 種の候補の中で有意に発現変化
を示すものは見つからなかった。 
 現時点ではサイクリン D1 mRNA の発現
量を直接制御する因子はまだ不明であるも
のの、BHD 遺伝子の変異が、サイクリン D1
の mRNA の量を調整するシグナル伝達系の
異常を引き起こし、そのため細胞分裂が促進
され腫瘍発生の要因となっている可能性が
示唆された。 
 
(4)まとめと今後の展望：本研究では未知の
Flcn(BHD 産物)の機能を明らかにすることを
目的として研究を進めた。TSC をはじめ種々
の病態発生に関わる mTORの制御機構野中で、
Flcn は mTORC1 活性制御の役割を果たしてい
ることがわかってきた。Flcn の機能修飾を通
じて、これまでとは異なる見地から mTOR の
活性制御を人為的に行う方法を開発するこ
とが期待される。一方、Flcn がサイクリン
D1 の発現を抑制するシグナル伝達系を制御
することがわかってきた。mTOR 関連シグナル
とのクロストークを含め、BHD の発症機序を
解明していく上で、このシグナル伝達系の解
明は新たな重要な課題となった。今後さらに、
その詳細を明らかにし、新規の分子標的の候
補を同定していくことが可能になる。 
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