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研究成果の概要（和文）：乳がんの治療標的因子として同定したFKBP52の基質を探索するために、FKBP52と結合
するタンパク質を同定した。その中で細胞増殖に関与する重要な因子であり、かつユビキチンリガーゼに絞り込
んで解析を進めた結果、BRCA1を取得した。詳細な解析により、FKBP52はBRCA1と結合し、エストロゲン受容体
(ERα)の安定性を増加させていることが明らかとなった。さらにFKBP52の異性化酵素活性がERαの安定化に寄与
していることが明らかとなった。FKBP52と結合する因子の中で基質となる候補因子について、in vitroプロリン
異性化酵素アッセイ系を樹立し、基質であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To search for substrates of FKBP52, which was identified as a therapeutic 
target factor for breast cancer, we identified proteins that bind to FKBP52. Among them, BRCA1 was 
obtained as a result of narrowing down the analysis to ubiquitin ligases, which are important 
factors involved in cell proliferation. Detailed analysis revealed that FKBP52 binds to BRCA1 and 
increases the stability of estrogen receptor (ERα). Furthermore, the isomerase activity of FKBP52 
was found to contribute to ERα stabilization, and an in vitro proline isomerase assay system was 
established for candidate substrates among the factors that bind to FKBP52 and were found to be 
substrates.

研究分野：分子生物学

キーワード： プロリン異性化酵素　細胞増殖

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
FKBPは細胞増殖や転写などの重要な生命現象に関与しているが、詳細な機能はあまりわかっていない。その理由
は、PPIaseが標的とする基質の同定が困難であることが推測さる。さらにFKBPにはコシャペロンとして働く機能
と、プロリン異性化酵素としての機能があるが、酵素活性が生命現象に重要であるかについてはあまり知られて
いない。研究代表者はin vitroの異性化酵素アッセイ系を確立し、これまでほとんど同定されていなかったFKBP
の基質を同定することに成功した。基質を同定することができれば、プロリンの異性化が司る細胞増殖の機能に
関する生命現象の理解が大きく展開することが期待できる。

※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 
 ペプチジルプロリルイソメラーゼ（PPIase）は、プロリンの異性化反応を触媒しタン
パク質の高次構造を変化させる。PPIase には FKBP(FK506 Binding Protein)、シクロフ
ィリンおよび Pin1 の３つのファミリーが存在する。研究代表者がこれまで乳がんの悪
性化に寄与する、新規治療標的因子として FKBP52 を同定した。これまで FKBP52 は免疫
抑制剤 FK506 と結合する PPIase の一種で核内受容体や Tau の制御をすることが知られ
ている。FKBP はヒトでは 16 種類存在し、FKBP52 と最も相同性の高い因子として FKBP51
が存在する。FKBP51 および FKBP52 は細胞増殖、転写など重要な生命現象に関与するこ
とが知られているが、詳細な分子機構はほとんど分かっていない。その原因は PPIase
の基質同定の困難さであると考えられる。研究代表者はレンチウイルスを用いたコンデ
ィショナルノックダウンにより、FKBP52 が乳がん細胞、前立腺がん細胞の増殖に必須
であり、FKBP51 は前立腺がん細胞の増殖に必須であることを明らかにした。さらに
FKBP51 の酵素活性阻害薬を合成し、全ての FKBP の中で初めて FKBP51 の酵素活性が細
胞増殖に必須であることを発見した。しかしながら FKBP51、FKBP52 の基質はほとんど
不明である。そこで研究代表者は FKBP の異性化の基質を同定し、その異性化の意義を
明らかにすることが極めて重要であると着想した。 
 さらに興味深いことに、アルツハイマー病やうつ病において FKBP51 が高発現し、病
態と密接に関連することが報告されている。超高齢化社会を迎えた現代、FKBP51 が関
与するがん、神経変性疾患、精神障害の克服は人類の喫緊の課題である。本研究は、①
基質タンパクの同定、②その成果に基づいた FKBP によるがん増殖制御の分子メカニズ
ムの解明し、プロリン異性化酵素を標的とする阻害薬を創出することを目指す。 
 
２．研究の目的 
タンパク質の構造はその機能に極めて重要である。ペプチジルプロリルイソメラーゼ
（PPIase）は、タンパク質中のプロリンのシス-トランス異性化反応を触媒し、タンパ
ク質の高次構造を変化させる。FKBP は細胞増殖、転写など重要な生命現象に関与する
ことが知られているが、詳細な機能はほとんど判明していない。その原因は PPIase が
標的とする基質同定の困難さであると推測される。そこで本研究は、FKBP51 および
FKBP52 の基質を同定し、プロリンの異性化が司る細胞増殖の機能に関する生命現象を
解き明かすことを目的とする。 
 これまで研究代表者は、乳がんの新規治療標的因子として FKBP52 を同定した。本研
究では FKBP52 および相同因子 FKBP51 の基質を同定し、乳がん細胞における役割を明ら
かにすることである。PPIase はがんだけでなく、神経変性疾患、精神障害との関連も報
告されている。本研究成果は、中枢神経性疾患領域の病態解明の道を開拓できる可能性
があり、ヒト医学に対する波及効果は極めて大きいと期待できる。 
 
３．研究の方法 

相互作用する因子を同定し、基質としての可能性を検証する 

FLAG-FKBP52を細胞に発現・免疫沈降し、網羅的に取得した結合タンパク質の中で、細
胞増殖に関与する重要な因子に絞り込む。タンパク質構造データベースPDBを用いて、
構造上重要な部位に存在するプロリンについて、合成ペプチド系を用いたin vitroの
アッセイを行い、基質となる可能性を検証する。 

 

プロリン異性化酵素の活性測定方法の確立 

異性化候補のペプチド（C末端：標的のP、F、ペプチジル-パラニトロアニリン, pNA）
を合成する。FKBP活性によりプロリンがトランス体となると、キモトリプシンが選択
的にフェニルアラニンを切断する。その速度は、遊離されるpNA由来の吸光度 (390 
nm) 変化を観察することで測定する。ポジティブコントロールとしてFKBP51の基質で
あることが分かっているCdk4を用いる。 

 



プロリン異性化の重要性解明 
FKBP によって異性化される部位をアラニンに置換し異性化できない変異体を作製しそ
の表現型を解析することで異性化の重要性を明らかにする。異性化部位変異体と野生型
に対して結合する因子を網羅的に同定し、異性化の意義を検証する。 
 
４．研究成果 

FKBP52、FKBP51 と結合するタンパク質を同定しその中で、細胞増殖に関与する重要な因

子であり、かつユビキチンリガーゼに絞り込んで解析を進めた結果、FKBP52 と結合す

る因子として BRCA1 を取得した。詳細な解析により、FKBP52 は BRCA1 と結合し、エス

トロゲン受容体(ERα)の安定性を増加させていることが明らかとなった。ヒトに存在す

る FKBP ファミリー16因子の中で FKBP52 と最も相同性の高い FKBP51 の機能を調べたと

ころ、FKBP51 は ERαの分解を促進することが分かった。重要なことに、ERα陽性乳が

ん患者さんにおいて FKBP52 が高発現していると、予後不良となることを見出した。逆

に FKBP51 が高発現すると予後良好であることもわかった。FKBP52 の酵素活性が ERαの

安定性に重要であるかを検証するために、FKBP52 野生型を高発現すると、ERαの発現

は増加するが、酵素活性変異体を高発現してもERαの発現は増加しなかったことから、

FKBP52 の異性化酵素活性が ERαの安定化に寄与していると考えられた。さらに FKBP52

と結合する因子の中で基質となる候補因子について、in vitro プロリン異性化酵素ア

ッセイ系を樹立し、基質であることを明らかにした。まず異性化候補のペプチドを合成

し、PPIase の活性によってプロリンがトランス体に変化すると、キモトリプシンが選

択的にフェニルアラニンを切断し、pNA が溶液中に遊離される。その pNA 由来の吸光度

（390 nm）の変化を測定することで、異性化酵素活性を測定できるアッセイ系を構築し

た。さらに、同定した基質の異性化部位に対して異性化変異体を作製し、野生型と変異

体に FLAG タグを付けて 293T 細胞で過剰発現させた。そして、FLAG-pull down とプロ

テオミクス解析により、結合する因子を包括的に特定した。異性化部位変異体と野生型

との間で結合が変動する因子が 50 以上取得され、免疫沈降により結合状態の変化を詳

細に検討した。その中で、異性化部位変異体において結合が増加または減少する因子と

して DNA 修復酵素に着目した。野生型と異性化部位変異体との比較で、DNA 修復酵素の

結合が異性化部位変異体では大幅に減少することが明らかになった。この結果から、異

性化を介した DNA 修復の活性調節が行われている可能性が示唆された。 

FKBP51についてはFKBP51酵素活性特異的阻害剤で前立腺がん細胞を処理すると増殖が

顕著に阻害されることから、FKBP51 の酵素活性ががん細胞の増殖に必須であることが

わかった。FKBP51 発現抑制細胞においては AR（アンドロゲン受容体）の二量体化が減

少したことから、FKBP51 が AR のプロリンを異性化する可能性が示唆された。そこで AR-

Pro767 が FKBP51 により異性化され二量体形成に重要である可能性を考え検証した結

果、AR-Pro767A 変異体は二量体形成効率が減少することがわかった。リガンド結合に伴

う AR-Hsp90-FKBP 複合体の会合を調べるため、NanoBiT アッセイを用いてこれらの相互

作用のダイナミクスを調べた。その結果、AR と Hsp90、AR と FKBP の結合は DHT 添加後、

解離することがわかった。AR-Hsp90-FKBP 複合体からの AR の解離により、AR の核内移

行、二量体形成、プロモーター配列に対する DNA 結合ドメインの認識などのイベントが

引き起こされると考えられた。 
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