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研究成果の概要（和文）：原がん遺伝子産物 Pim キナーゼの阻害剤創製のために、Pim-1 と Pim-1

の新規基質として研究代表者らが同定した p27Kip1の C 末端ペプチドとの共結晶を作製し、X 線

結晶構造解析を行なうことで、1.6Åの解像度で共結晶の構造解析情報を得た。さらに、アルギ

ニン残基が８つつながった細胞内移行シグナル（R8）を付加した抗腫瘍活性を持つ p27Kip1ペプ

チドを作製し、ヒト前立腺がん細胞株 DU145 細胞にアポトーシスを誘導することに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：The serine/threonine kinase Pim-1 plays an important role in cell 
cycle progression and apoptosis inhibition, resulting in prostate tumorigenesis. 
Therefore, Pim-1 inhibition has been expected to be an attractive target for developing 
new anti-cancer drugs. However, no small compounds targeting Pim-1 have progressed to 
clinical use because of their lack of specificity. Here we analyzed the X-ray crystal 
structure of Pim-1 in complex with p27Kip1 peptide at 1.6 Å resolution. Adding eight tandem 
Arg residues, R8, we generated a new cell-permeable Pim-1-inhibitory p27Kip1 peptide that 
could interfere with the binding of Pim-1 to its substrates and act as an anti-cancer 
drug. Treatment of prostate cancer DU145 with the peptide induces G1 arrest and 
subsequently apoptosis in vitro. The peptide could also inhibit tumor growth in in vivo 
prostate cancer xenograft models. 
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１．研究開始当初の背景 
⑴セリン･スレオニンキナーゼである Pim-1

は、もともとマウス染色体へのレトロウイル

ス挿入に起因するがん化に関連する原がん

遺伝子として Cell 誌に 1984 年に報告された。

その後、Pim-1 transgenic mouse が作製され

そのマウスががんになりやすい傾向にあっ

たことから、Pim-1 はがん遺伝子であること
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が示唆されている。臨床においても Pim-1 の

過剰発現が白血病や前立腺がんで報告され

ている。Pim-1 には Pim-2、Pim-3 というアイ

ソフォームが存在するが、この Pim-2 に関し

ても前立腺がんにおける過剰発現が報告さ

れている。また、Pim-3 に関しても肝がんや

膵がんにおける過剰発現が報告されている。

このような事実から、がん化における Pim の

重要性に注目が集まっている。 

⑵Pim は cdc25A や cdc25c をリン酸化するこ

とにより細胞周期を進行させること、アポト

ーシス誘導因子である Badをリン酸化するこ

とによりそのアポトーシス誘導活性を阻害

することなどが報告されている。研究代表者

は 2008 年、Pim の新規基質として cyclin 

dependent kinase (CDK) inhibitor である

p27Kip1を同定し、さらに Pim がリン酸化する

p27Kip1 上のアミノ酸残基を同定し、Cancer 

Res 誌に報告した。さらに Pim は、リン酸化

依存的に細胞の増殖を負に制御するp27Kip1の

発現を抑制し、結果的に細胞増殖を促進して

いることを明らかにしてきた。この結果は、

Pim と p27Kip1の結合・リン酸化は、抗がん剤

開発の際の標的となることを示唆している。

また、Pim と p27Kip1の結合面を薬剤標的とす

ることにより、ATP 結合部位を標的とした場

合に問題となっていた薬剤の特異性につい

ても、改善されることが期待されている。 

 

２．研究の目的 
研究代表者は、Pim-1 と新規基質として同定

したp27Kip1ペプチドとの共結晶を作製するこ

とに既に成功しており（下図）、この共結晶 

 

の X 線結晶構造解析を進めることで、Pim 阻

害剤創製のための構造的基盤情報を得る。ま

た、p27Kip1ペプチドを元にした Pim-1 キナー

ゼ阻害の可能性を検討する。 

本課題では、このような Pim の活性制御なら

びに発現制御に関わる構造的・分子生物学的

解析結果を基盤として、これまで報告のある

Pim 阻害剤とは全く作用機序が異なる新たな

Pim 特異的阻害剤の創製を目指す。 

 

３．研究の方法 
⑴Pim-1 と p27Kip1ペプチドの共結晶に関しては、

左図のような小さな結晶が得られている。まだ X

線結晶構造解析に耐えうるほどの大きさではな

いこと、精製に用いる溶媒等の種類により析出

が見られる等のことから Pim-1 の精製方法の再

検討が必要と考えている。そこで、Pim-1 の N末

端あるいは C末端を少し削った変異 Pim-1 も含

め精製方法をいろいろと検討し、大きな共結晶

の作製に努める。 

 

⑵作製できた共結晶に関しては、SPring-8 にて

X 線結晶構造解析を行ない、少なくとも 2Å以下

の解像度で三次元構造を明らかにする。解析に

より得られた構造は、PDB に既に登録されてい

る Pim-1 の構造情報と比較検討するとともに、

p27Kip1 ペプチドとの結合面に関する詳細な構造

情報を得る。 

 

⑶結晶化に使用する p27Kip1 ペプチドは、in 

vitro において、Pim による他の基質のリン

酸化を阻害することを見いだしている。この

ことは、Pim-1 上のペプチド結合部位が Pim-1

の他の基質との結合部位と同一である可能

性を示唆している。そこで、p27Kip1 ペプチド

の N末端に HIV 由来 TAT タンパク質に代表さ

れる細胞内移行シグナルを付加し、細胞内へ

移行することができるペプチドを作製する。

その細胞内移行p27Kip1ペプチドに蛍光標識し、

培養細胞への細胞内移行を蛍光顕微鏡にて

検証する。この細胞内移行 p27Kip1ペプチドに

よる Pim 阻害効果を、ヒト前立腺がん細胞な

どPim-1高発現細胞による内在性p27Kip1タン

パク質のリン酸化阻害活性を指標に検証す

る。Pim-1 高発現細胞では、Pim-1 によるア

ポトーシス誘導タンパク質 Badのリン酸化に

伴う不活化がアポトーシス抑制に寄与して

いることが知られているため、この細胞内移

行p27Kip1ペプチド処理時のヒト前立腺がん細

胞のアポトーシス並びに Badの脱リン酸化を

検討し、p27Kip1 ペプチドの生細胞におけるア

ポトーシス誘導効果を検証する。また、前立

腺がん治療に臨床で用いられているタキソ

ールなどとの併用による抗腫瘍効果の検討

もおこなう。 

 

⑷Pim と p27Kip1との結合に関わる構造基盤情

報から、細胞内移行 p27Kip1ペプチドが Akt キ

ナーゼをも抑制している可能性が示唆され

る。細胞内移行 p27Kip1ペプチドによる Akt 阻

害活性を、in vitroならびに細胞系で検討す

る。 

 



 

 

４．研究成果 

⑴リコンビナント Pim-1 タンパク質は、N 末

や C末を削った各種タンパク質発現ベクター

を構築し、大腸菌内で発現させ精製すること

で、凝集せずに大量に調整可能な条件を探索

し、アミノ酸番号にして 14 から 313 番目の

ペプチド部分が最適であることを見いだし

た。また、この Pim-1 タンパク質と合成した

p27Kip1 ペプチドの共結晶条件は、ハンギング

ドロップ法で、バッファー条件を２００種類

以上ふって検討することにより、最適条件を

見いだした。この条件で結晶を作製すること

により、SPring-8 における X線結晶構造解析

に耐えうる大きな結晶を得ることに成功し

た（下図の紫色の針状結晶）。 

 
 

⑵SPring-8においてX線結晶構造解析した結

果、1.6Åの解像度で構造情報を得ることに成

功した。この解析結果は、公的データーベー

スである PDB に番号 3A99 として登録した。 

 

これまでに報告のある Pim-1 とその基質ペプ

チドとして知られる pimtide の共結晶構造情

報と比較した場合、Pim-1 の構造はほぼ同一

であること、p27Kip1 ペプチドは pimtide と

Pim-1 上のほぼ同じ部位に結合することが明

らかとなった。 

 

⑶共結晶構造解析で用いたp27Kip1ペプチドは、

Pim-1 キナーゼの基質として細胞内で認識さ

れる可能性が示唆されたため、p27Kip1 ペプチ

ドは、内在性の Pim-1 基質と競合して、Pim-1

のシグナル伝達を阻害する可能性が示唆さ

れた。しかし、p27Kip1 ペプチドは培養細胞の

培地中に添加しても細胞内には移行しなか

ったため、p27Kip1ペプチドに HIV 由来 TAT タ

ンパク質に代表される細胞内移行シグナル

を付加する必要が生じた。そこで、アルギニ

ン残基が８つつながった細胞内移行シグナ

ル（R8）を p27Kip1ペプチドの N末端側に付加

し、細胞内へ移行可能な R8-T198wt ペプチド

を合成した。同時に、共結晶構造解析で明ら

かになったPim-1結合に関わるp27Kip1ペプチ

ド上の塩基性アミノ酸(R:アルギニン)を酸

性アミノ酸（D:アスパラギン酸）に置換し、

Pim-1 キナーゼに結合しないと予測される

R8-T198mu ペプチドを合成した（下図）。同 

 

時に、Pim-1 でリン酸化された状態を模倣し

た R8-T198phos ペプチドの合成も行なった。 

これら３種類の細胞内移行を、それぞれ蛍光

（FITC）ラベルしたペプチドを合成して検討

した結果、R8 ペプチドを付加したペプチドの

みが細胞内に移行することを蛍光顕微鏡で

確認した。そこで、各ペプチドの Pim-1 への

結合度を、Biacore を用いて解析した。その

結果、野生型 p27Kip1配列を持つ R8-T198wt ペ

プチドは Pim-1 に結合するが、共結晶構造よ

り予想された結合に関わるアミノ酸に変異

を入れた R8-T198mu ペプチドは、殆ど結合し

ないことが確認された（下図）。よって、R8 

 
-T198wt ペプチドのみが細胞内で Pim-1 に結

合し、この結合が Pim-1 による基質リン酸化

を阻害する可能性が示唆された。実際に、

R8-T198wt ペプチド処理した前立腺がん細胞

では、Pim-1 の基質として知られるアポトー

シス誘導因子 Badの脱リン酸化が起きること

が確認された。そこで R8-T198wt ペプチド処

理により細胞にアポトーシスが起きている

かどうかを PI 染色後に FCAS 法で検討した。



 

 

その結果、次頁の図で示すように、R8-T198wt

ペプチド処理した前立腺がん細胞ではアポ

トーシスが誘導されているが、変異ペプチド 

 

である R8-T198mu ペプチド処理した前立腺が

ん細胞ではアポトーシスが起こっていない

ことが確認された。アポトーシスが生じてい

るかどうかを、アポトーシス実行分子である

Caspase-3 の活性化体の出現、ならびに

Caspase-3で切断されるPARPの切断断片の出

現を Western Blot 法にて確認したところ、

どちらも R8-T198wt ペプチド処理により出現

することが確認され、アポトーシスの出現が

生化学的にも確認された。さらに、R8-T198wt

ペプチド処理により前立腺がん細胞の in 

vitro における増殖が、濃度依存的に抑制さ

れることを確認した。一方で、Pim-1 発現レ

ベルが、前立腺がん細胞より低い正常前立腺

細胞では、R8-T198wt ペプチドによる増殖抑

制効果は認められなかった。ヒト前立腺がん

を移植したマウス xenograft モデルで

R8-T198wt ペプチドの抗腫瘍効果を検討した

結果、R8-T198wt ペプチドは前立腺がんの増

殖を in vivo で抑制することを見いだした。

一方、R8-T198mu ペプチドには、抗腫瘍効果

が認められなかった。現在、ホルモン療法が

効かない患者さんにはタキソールを用いる

ことが多いが、そのタキソールとの併用療法

の可能性を検討した。その結果、特にタキソ

ールとの併用により、in vivoでの腫瘍増殖 

 

が顕著に抑制されることを見いだした（上

図）。よって、R8-T198wt ペプチドは新たな

Pim-1 阻害剤のリード化合物として有望であ

ることが示唆された。 

 

⑷Akt は Pim-1 と同様に p27Kip1をリン酸化す

ることを研究代表者らは報告してきた。この

ため、本研究課題で主に用いている

R8-T198wt ペプチドは、細胞内で Akt をも抑

制している可能性が示唆されていた。そこで、

Akt1 を強制発現させた細胞を用い、Akt1 依

存的なp27Kip1のリン酸化をR8-T198wtペプチ

ドが抑制するかどうかを検討した。その結果、

R8-T198wt ペプチドは p27Kip1のリン酸化を抑

制することを見いだした。この結果は、

R8-T198wt ペプチドが Pim-1 だけでなく Akt1

にも結合する可能性を示唆しており、この点

から、R8-T198wt ペプチドの特異性が低い可

能性が示唆される。しかし一方で、Pim キナ

ーゼと Akt キナーゼは共に、生存シグナルを

伝達するキナーゼであることが明らかとな

っている。さらに Pim キナーゼと Akt キナー

ゼは、がんにおいて高発現あるいは活性化し

ており、両者とも腫瘍抑制剤開発の際の創薬

標的として注目を集めている。R8-T198wt ペ

プチドが Pim キナーゼと Akt キナーゼを両方

とも抑制するということは、抗腫瘍薬として

より望ましいと考えることもできるため、そ

の点では、現在の R8-T198wt ペプチドの構造

を模した化合物は、Pim キナーゼと Akt キナ

ーゼともに抑制するというDual specificity

を持った優れた抗腫瘍薬となる可能性も示

唆された。 
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