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研究成果の概要（和文）：PTENと結合し不安定化する分子として、SUMO化E3酵素２種類(X, Y)と脱ユビキチン化
酵素Zを見出した。X,Yを抑制するとPTENが増加し、リン酸化AKTが減少して、細胞増殖が低下した、一方Zを抑制
するとPTENが核局在して、PTEN蛋白質が増加した。その他 X, Yのホモ欠損マウスを作製し、現在長寿性を検討
中である。
一方、既知PTEN E3リガーゼの内PTEN不安定化効果の高いものはWWP2であったため、PTEN-WWP2結合可視化系を樹
立し、既報低分子化合物をスクリーニングし、6つの化合物を得たが、PTEN増加は得れなかったため、現在未報
の低分子化合物をスクリーニング中である。

研究成果の概要（英文）：Two E3 SUMOylating enzymes (X, Y) and the deubiquitinating enzyme Z were 
identified as PTEN binding and destabilising molecules. Knockdown of X and Y increased PTEN, 
decreased phosphorylated AKT and reduced cell proliferation, whereas knockdown of Z resulted in 
nuclear localisation of PTEN and increased PTEN protein. X and Y homozygous deletion mice have been 
generated and their longevity is currently being investigated.
On the other hand, we found that WWP2, one of the 5 PTEN E3 ligases, has the highest PTEN 
destabilising effect, so a PTEN-WWP2 binding visualisation system was established and chemical 
compounds were screened. Six compounds were positive, but no PTEN increase was obtained. We are 
currently screening for unpublished small molecules.

研究分野： 生化学、実験動物学、腫瘍学

キーワード： PTEN　長寿薬　がん抑制遺伝子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
長寿薬の開発は古来からの人類の夢であり、その開発が待たれる。近年PTENを軽度増加せると寿命が延長するこ
とが示された。一方PTENは代表的な癌抑制ドライバー分子であるために、その制御機構の解明は癌治療につなが
る。本研究によって癌の発症抑制をも兼ねそなえた、PTENタンパク質安定性亢進を標的とする長寿薬の開発によ
って、健康寿命の延長と国民福祉の向上を狙うことが可能となる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
線虫やショウジョウバエにおける Insulin/IRS1/PI3K/PTEN/AKT/FOXO 経路の遺伝子変化によ

り寿命が有意に延長したことから、個体寿命に介入可能な根拠が近年示された。その後、哺乳類
においても上記の経路の他に、Sirt1, UCP1, p16/p19/p53, mitochondrial uncoupler などの長寿に関
わる分子が報告されたが、これらにほぼ共通してみられるのは、太ることなくエネルギー消費が
亢進していることである。またカロリー制限が寿命を延長することも示されるとともに、FOXO
を制御する AMPK 活性化剤メトフォルミンを投与したマウスが長寿になることも示され、人類
が古来から夢見ていた長寿薬の探索が現実となってきた。 

PTEN は、PIP3 を主な基質とする脂質ホスファターゼで、代表的な癌抑制遺伝子である。PTEN
のコピー数を１つ増加させた PTEN トランスジェニックマウス(tg)は、長寿であることが示され
た。PTENtg マウスは、がんの発症を抑制することにより寿命が延長されるものの、癌の発症を
みなかった野生型マウスとの比較においても有為に寿命を延長したことから、がん発症低下非
依存的にも寿命を延長することが示された。その理由としては、FOXO1 依存性に線維芽細胞か
ら褐色脂肪細胞への分化が起こり、エネルギー消費亢進による肥満の抑制と DNA 損傷の低下に
よると報告されている。また PTENtg では、当初血糖値が上昇することが予想されたが、PTEN
下流の S6K の活性低下によってその基質の IRS1(ser636/639)のリン酸化低下をみたことから、予
想に反してインスリン抵抗性が改善し、血糖はむしろ低下した。また高脂肪食投与による脂肪肝
は改善し、食事摂取量は増加するにも関わらず、エネルギー消費が亢進したため体重増加抵抗性
となることが示された。このようにして PTENtg は発がん抑制のみならず、成人病をも予防し健
康寿命を延長させることが示された。 
 PTEN遺伝子の変異頻度は全悪性腫瘍の約2-3割であり、癌抑制遺伝子としてはp53に次ぐが、
遺伝子変異を伴わずに蛋白量が低下する例の方が多い。近年この経路を標的とする PI3K 阻害剤、
AKT 阻害剤、mTOR 阻害剤などが数多く開発され、抗癌剤として使用されはじめている。しか
しながら PTEN は核内でも作用し、PI3K 経路非依存性に DNA 障害による細胞死亢進や DNA 修
復に作用することから、核における PTEN の発現回復も癌発症進展予防には重要である。それ故
PTEN 蛋白量を増加させる治療法が、PTEN 遺伝子欠損のない腫瘍ではより有効であることが予
想されるものの、未だに存在しない。 
 PTEN 蛋白質崩壊に関わるユビキチンリガーゼは 5 種類(NEDD4-1, WWP2, CHIP, XIAP, 
MKRN1)報告されているが、基質特異性が低く、PTEN 以外の多くの標的経路をも阻害する可能
性が高いことから、これらの欠損マウスは発達障害、胎生致死、運動障害、炎症性疾患など
を呈する。 
 
２．研究の目的 

PTEN と結合し PTEN を不安定化する新分子を探索し、この分子の阻害効果や作動機序を in 
vitro のみならず in vivo でも解析する。また PTEN 不安定化分子を標的とする PTEN 増加長寿
薬を単離する。 
 
３．研究の方法 
本研究は以下のアプローチで研究を進めた。 
（１）PTEN 蛋白質の不安定化に関わる分子を sgRNA ライブラリーを用いた全ゲノムスクリ

ーニングにより新規に探索する（新規 PTEN 不安定化分子の探索）。 
（２）（１）で単離した分子の発現を抑制したときの PTEN 蛋白質の増加の程度や細胞生物学

的変化を in vitro で検討するとともに、これら分子の遺伝子欠損マウスを作製してその変化を in 
vivo でも解明する。（新規 PTEN 不安定化分子の作用） 
 （３）既知の PTEN 不安定化分子のうち最も不安定化効果の強いものを選択し、これと PTEN
との結合を可視化する系を構築して、低分子化合物のハイスループットスクリーニングを行う。 
（既知 PTEN 不安定化分子を標的とす
る PTEN 増加長寿薬の開発） 
 
４．研究成果 
（１）新規 PTEN 不安定化分子の探
索 

EGFP-PTEN 安 定 発 現 細 胞 に
sgRNA ライブラリーをウイルス導
入し、EGFP 蛍光（PTEN 発現）量が



増強し Akt 活性が減少する細胞群をセルソ
ーターにて分離した。ライブラリーには各
sgRNA に対応したバーコード配列を有して
いるため、分離細胞群のバーコード配列を
PCR で増幅後、次世代シークエンサーを用い
てリード数が多いものを順にリストアップ
した。3 回繰り返したスクリーニングにおい
て共通して出現するトップ 15 種類の遺伝子
で、これまで報告されている PTEN の E3 リ
ガーゼ(WWP2, XIAP) を除く 13 種類の遺伝
子について再度別の sgRNA で PTEN 蛋白質
の発現量を解析し、11 種類の遺伝子で変異
後 PTEN 蛋白質の増加を確認した（図 1 参
照）。次にこれら 11 遺伝子のうち、PTEN と
直接結合するものとして 2 種類の SUMO E3

リガーゼ（X, Y）と 1 種類の
脱ユビキチン化酵素(Z)とを
得た（図 2）。 
 
（２）新規 PTEN 不安定化分
子の作用 
(a)SUMO E3 リガーゼである
X,Y の発現抑制は PTEN 蛋白
質を有意に増加させ、活性化
AKTの抑制をみることを確認
し、X,Y ともに、細胞増殖の抑
制を示した。また X と Y がそ
れぞれ PTEN と結合すること
も確認した（図 3）。 
(b)脱ユビキチン化酵素 Z の発
現抑制は PTEN の核移行を増
強させ、PTEN 蛋白質を有意に
増加させた。また Z の発現抑
制は PTEN 増加依存性に細胞
増殖を抑制した。また Z と
PTEN が結合することも確認
した（図 4）。 

こ の よ う に
PTEN と結合し
て、その抑制によ
って PTEN を増
加させる、PTEN
不 安 定 化 分 子
X,Y, Z の３分子
を新規に見出し
た。 

現 在 こ れ ら
SUMO E3 リガー
ゼや脱ユビキチ
ン化酵素が如何
にして PTEN を
不安定化するか
の解析を検討し
ている。 
 またこれらの
うち X, Y の遺伝
子欠損マウスの



作製を完了した。現在生後半年が経過する
が、特に異常を認めない。今後これらのマ
ウスの長寿性を検討するとともに、このマ
ウスにおける代謝変化を検討する。またこ
れら X,Y,Z を標的とする低分子化合物をス
クリーニングして、PTEN 増加長寿薬を単
離する。 
 
（３）既知 PTEN 不安定化分子を標的とす
る PTEN 増加長寿薬の開発 
 PTEN 蛋白質崩壊に関わるユビキチンリ
ガーゼには 5 種類(NEDD4-1, WWP2, CHIP, 
XIAP, MKRN1)が知られているが、これらの
発現抑制時、最も外来性 PTEN 量を増加し
たものは WWP2 であった。また WWP2 の
発現抑制に、内因性 PTEN の増加と活性化
AKT の抑制をみることを確認した（図 5）。
次に PTEN と WWP の結合を可視化する系
を Alpha Screen 法で樹立し、既報の化合物

1,800種類を 1次スクリー
ニングし、6 種類の化合物
がヒットしたが、２次ス
クリーニングではいずれ
も PTEN の増加が得れな
かった（図 6）。現在は、
ス ク リ ー ニ ン グ 系 を
refine して感度を高め、未
報の 30,000 種類の低分子
化合物の 1 次スクリーニ
ングが進行中である。 
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