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研究成果の概要（和文）：(1)口腔がん細胞株を用いて Pin1 高発現細胞株の樹立を行った。その

増殖能についてcontrolと比較した所細胞増殖速度の上昇を示唆する結果が得られた。(2) Pin1

高発現株では CyclinD1 の発現も有意に増加しており、細胞増殖における Pin1－CyclinD1 機構

が口腔がん細胞株においても確認された。(3) 口腔がんを含む各種（大腸がん、卵巣がん等）

細胞株において Pin1 蛋白の発現を定量したが、特に肝がん細胞株ではいずれも発現量が他のが

んより少ないことが分かった。 (4)上記全がん細胞株において Pin1 の変異は認められなかった。

(5)Pin1 阻害剤を用いたアッセイにより、48 時間後に細胞周期が S 期に誘導されることを発見

したが、特異的な細胞周期停止は認められなかった。  

 

研究成果の概要（英文）：(1)We established oral cancer cell line with Pin1 overexpression. 

The growth rate of this cell line was up-regulated. (2)In this cell line, Expression level 

of Cyclin D1 was also up-regulated.  (3) We detected Pin1 protein levels with some kinds 

of cancer cell line including oral cancer, colon cancer, ovarian cancer and hepatocellular 

carcinoma. The expression level of Pin1 in HCC was lower than that of other cance. 

(4)No mutation was found in all of those cell line. (5)Treatment with Pin1 inhibitor 

increased the population of cells in S phase at 48hr. However, there was not a specific 

cell cycle arrest.  
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１．研究開始当初の背景 

(1) プロリルイソメラーゼPin1は、mitosis

の制御に必須の酵素として最初に報告

(Nature 1996)された。 

(2) 乳癌おいてPin1が高発現しており、Ras

と協調してc-Jun→CyclinD1への転写活

性を増強させることが明らかになると共

に(EMBO J 2001)、APCとの相互作用を阻

害する事で、β-cateninの代謝回転と細

胞内局在を制御している事が解明(Nat 

Cell Biol 2001)された。 

(3) 本共同研究者の内田らは、世界に先駆け

てPin1ノックアウトマウスを作成するこ

とに成功し,Pin1-/-MEFではG0から細胞

周期が回転しないことを報告（BBRC 

1995）した。 さらにプロリルイソメラ

ーゼPin1が、遺伝子損傷毒性に対する応

答において、癌抑制遺伝子p53の調節因子

であること(Nature 

849-85,2002)(Nature 853-857, 2002)癌

遺伝子c-Mycの分解を調節することで細

胞の癌化を制御していること(Nat Cell 

Biol 2004)を報告した。 

(4) 臨床的には、肝癌でPin1の高発現とこれ

によるβ-cateninの蓄積が癌化に深く関

与し（Oncogene 2004）、非小細胞肺癌に

おいてPin1過剰発現がリンパ節転移と相

関すること（Lung Cncer 2007）が報告さ

れた。近年、Pin1 RNAiにより前立腺癌が

抑制されること（Cli Cancer Res 2005）、

Erk/Pin1経路の阻害で骨髄性白血病細胞

が減少すること（Cancer Res 2008）が報

告されている。 

 

２． 研究の目的 

リン酸化により活性変化を生じる様々な転

写因子を統括しているPin1は、上記報告か

らも分かるように正常組織と癌細胞とでは

全く異なる変化を誘導するで分子である。      

即ち、正常組織においては遺伝子損傷に

対し、Pin1がリン酸化p53と結合しp53応答

を活性化することで細胞周期やアポトーシ

スを調節する。また、c-Mycの分解を促進さ

せて癌化を制御している。 

それに対して、口腔癌や乳癌をはじめと

する種々のヒト癌細胞でPin1は高発現して

おりその活性も高く、肝癌や肺癌、乳癌で

はPin1高発現と癌転移あるいは予後とが相

関していることという点においてである。 

⇒口腔癌において、Pin1過剰発現の直接的意

義、p53制御機構および細胞増殖活性の詳細

について、本研究課題によりその解明を目

指そうとするに至った。 

(1) 口腔癌細胞の増殖活性におけるPin1分

子機構をcyclin D1活性経路、p53制御機

構を中心に解析することで、Pin1過剰発

現の意義を明らかにする。 

(2) 最終的にはPin1の阻害により口腔癌細

胞の増殖制御を目指す事が目的である。 

 

３． 研究の方法 

(1) Pin1 高発現ヒト口腔癌細胞株を樹立し、

細胞増殖能について評価を行う 

(2) Pin1 高発現口腔癌細胞株を用いて上記

分子の発現レベルの増減について評価

し、合わせて細胞増殖能との関係につい

ても解析する。他種の癌細胞株について



 

 

Fig.3. Pin1 mRNA and protein expressions in each cell line
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も同様に行う。 

(3) ヌードマウスに移植可能なヒト口腔癌

細胞株でも Pin1 高発現株を樹立し、こ

れをヌードマウスに移植し、その細胞増

殖能について検討する 

(4) RNAi を用いた Pin1 の活性阻害による癌

細胞の増殖制御を検討する 

 

４．研究成果 

我々は既に 

・Pin1 が口腔癌において過剰発現している

ことを免疫染色にて確認した、 

・Pin1 の発現が CyclinD1 の過剰発現と相関

していることをmRNA及び蛋白レベルで明ら

かにした。 

本研究の成果として、 

(1) 口腔癌細胞株を用いて 

Pin1 高発現細胞株の 

樹立を行った。 

 

 

 

 

 

(2)その増殖能について control 細胞株と比

較した所、細胞増殖速度の上昇を示唆する結

果が得られた。口腔癌以外の細胞株において

も同様であった。 

(3) Pin1 高発現細胞株では CyclinD1 の発現

も有意に増加しており、細胞増殖における

Pin1－CyclinD1 機構が口腔癌においても確

認された。 

 (4)口腔癌（HSC2, HSC4）、大腸癌(HCT116)、

卵巣癌（OVK2,SKOV3）、肝癌（HLE,HEPG2,Huh7）

cell line において、Western blotting によ

り Pin1 蛋白の発現を定量したが、特に肝が

んの cell line では発現量が他の cell line

より少ないことが分かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(5) 上記全 cell line において Pin1 の

mutation は認められなかった。 

(6) Pin1 阻害剤を用いた assay により、口腔

癌を含む各種癌細胞（大腸癌、卵巣癌等）

株においても細胞増殖が制御されるこ

とを確認した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

(7) Pin1 阻害剤により 24～ 

(7) 48時間後には S期に誘導されることが分

かった。但し明らかな細胞周期の停止は

確認されなかった。 
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Fig.2. Inhibition of proliferation by Pin1 inhibitor. 



 

 

Fig.4. Cell cycle effect of Pin1 inhibitor
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今後の課題及び予定は下記の通りである。 

・Pin1 RNAi を用いた活性阻害について  

・マウスを用いた in vivo における癌細胞増

殖能の制御について 
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