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研究成果の概要（和文）：１）PTEN阻害タンパク質CSIGがNrk結合分子として同定され、NrkがAkt経路を抑制して胎盤
スポンジオトロホブラストの増殖を抑制することが示唆された。また、Nrk欠損スポンジオトロホブラストで細胞周期
停止因子p27の発現低下が見出され、Nrkがp27の発現誘導あるいは分解抑制を引き起こすことが示唆された。
２）乳腺腫瘤を発症したNrk欠損♀マウスにおいて血中および卵巣のエストロゲン・レベルが上昇していることを見出
した。また、授乳期および高齢の野生型マウスの卵巣でNrkの発現が検出され、Nrkが卵巣でエストロゲン産生を負に制
御することにより、乳腺上皮細胞の過増殖を防いでいることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：1) We identified CSIG (cellular senescence-inhibited gene), a protein which inhibi
ts PTEN in the Akt signal transduction pathway, as a Nrk-binding protein in placenta, suggesting that Nrk 
inhibits the proliferation of spongiotrophoblasts in placenta by inhibiting the Akt signaling pathway. We 
also found that the level of a cell cycle inhibitor protein p27 is downregulated in Nrk knockout spongiotr
ophoblasts, suggesting that Nrk increases p27 gene expression or inhibits p27 protein degradation in spong
iotrophoblasts.
2) We found that the estrogen level is elevated in the blood and ovary of mammary tumor-harboring Nrk knoc
kout female mice, suggesting that the high estrogen level in the blood causes mammary tumors in Nrk knocko
ut mice. In addition, we found that Nrk is expressed in lactating and old (~12 months) wild-type mice, sug
gesting that Nrk suppresses the overgrowth of mammary epithelial cells by downregulating estrogen synthesi
s in the ovary.
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１．研究開始当初の背景 
	 Nrkは、germinal center kinaseファミリーに

属する X 連鎖セリン/スレオニンキナーゼで
ある。Nrk を過剰発現させた哺乳動物培養細

胞の解析から、Nrkが JNK経路の活性化やア

クチン細胞骨格の制御に関与するとの報告

がこれまで散見されていたが、その生理機能

は最近まで全く不明であった。私たちは Nrk

ノックアウトマウスの作製と解析を行い、以

下に記すように妊娠♀マウスの胎盤、および

妊娠・出産を経験した♀マウス（経産マウス）

の乳腺において Nrk欠損が細胞の過増殖を引

き起こすことを見出した。 

(1) 胎盤の過形成（J. Biol. Chem. 2011）：胎盤

における Nrk欠損により、胎盤スポンジオト

ロホブラスト細胞（胎仔由来）が過増殖し、

胎盤の過形成を引き起こす。Nrk は胎性中期

以降にスポンジオトロホブラストに限局し

て発現しており、Nrk 欠損によるその過増殖

は cell autonomousな作用であることが明らか

になっている。 

(2) 乳腺の過形成（未発表）： Nrk 遺伝子に

ホモあるいはヘテロ変異をもつ経産♀マウ

スにおいて、高頻度で乳腺上皮細胞の過増殖

による乳腺腫瘤が生じ、それが数ヶ月のうち

に増大してマウスを死に至らしめる。経産し

ていない Nrk変異マウスでは、このような乳

腺腫瘤は決して見られない。 

	 以上の結果は、Nrk が胎盤スポンジオトロ

ホブラストと乳腺上皮細胞に共通の細胞増

殖抑制機能をもつこと、さらに Nrkが新規の

癌抑制遺伝子である可能性を示唆している。 

 
２．研究の目的 
	 本研究課題は、プロテインキナーゼ Nrkの

欠損が１）胎盤スポンジオトロホブラストの

増殖を抑制する分子機構、および２）乳腺腫

瘤の形成を誘導する分子機構を解明するこ

とで、Nrk による細胞増殖抑制のシグナル伝

達機構を明らかにすることを目的とした。	 

３．研究の方法 
(1) 胎盤の過形成	 

・胎盤で Nrkと相互作用するタンパク質を酵

母 two-hybrid 法を用いてスクリーニング
した。 
・Nrk 欠損胎盤における細胞周期制御因子の

発現レベル異常を網羅的に解析した。 

(2) 乳腺腫瘤	 

・Nrk 欠損の乳腺腫瘤の性状を病理組織学的

に解析した。 

・乳腺腫瘤を発症した Nrk欠損♀マウスにお

ける性ホルモンのレベル異常を解析した。 

・成体マウスでの Nrk発現組織を探索した。	  

	 

４．研究成果	 

(1) 胎盤の過形成	 

・Nrkと相互作用する胎盤タンパク質の同定： 
	 Nrk cDNA をベイトとしたヒト胎盤 cDNA

ライブラリーの酵母 two-hybrid スクリーニ

ングを行った。その結果、CSIG（cellular 

senescence-inhibited gene）という Akt経路に

おいて PTEN を阻害するタンパク質が Nrk

結合タンパク質の候補として同定された。

したがって、Nrkは CSIGを阻害して最終的

に Akt 経路を抑制することにより、胎盤ス

ポンジオトロホブラストの増殖を抑制する

可能性が示唆された。 
・Nrk欠損胎盤における細胞周期制御因子の 
発現レベルの解析：妊娠マウスから正常お

よび Nrk 欠損胎盤を解剖により摘出し、顕

微鏡下で脱落膜およびラビリンス層からス

ポンジオトロホブラスト層を物理的に単離

した。スポンジオトロホブラスト層のライ

セートを用いて各サイクリン、CDK、およ

び CDK インヒビターに対する抗体による

イムノブロット解析を行った結果、Nrk欠損

胎盤において p27 の発現が低下している傾

向が観察された（図１）。しかし、Nrk欠損

胎盤ではスポンジオトロホブラスト層がラ

ビリンス層に食い込んでいたために、ラビ



リンス層の混入なくスポンジオトロホブラ

スト層を単離することが難しく、サンプル

間でラビリンス層の混入の程度の違いによ

る実験結果のぶれが見られることもあった。

そこで、胎盤の切片を用いた抗 p27 抗体に

よる免疫組織染色を行った。その結果、増

殖している細胞のマーカーであるKi67陽性

のスポンジオトロホブラスト層の領域にお

いて再現性よく p27 の発現低下が見られる

ことが確認された。したがって、Nrk欠損ス

ポンジオトロホブラストの過増殖が p27 の

発現低下により引き起こされていること、

すなわち Nrk がそのシグナル伝達経路の下

流で p27の遺伝子発現の誘導、あるいは p27

タンパク質の分解抑制を引き起こすことが

示唆された。 

 

図１：Nrk欠損胎盤における p27 の発現低下 

 

(2) 乳腺腫瘤	 

・Nrk 欠損の乳腺腫瘤の病理組織学的解析：

Nrk 欠損マウスに形成した乳腺腫瘤の組

織切片の病理学的解析を行った結果、過増

殖した乳腺上皮細胞の他組織への浸潤は

見られず、この腫瘤は乳がんではなく乳腺

症に似た良性腫瘍であることが明らかと

なった。 

・	 乳腺腫瘤を発症した Nrk 欠損♀マウスに

おける性ホルモンのレベルの解析：プロ

ゲステロンやエストロゲンのレベル異常

が乳がんや乳腺症の原因となることが知

られている。そこで、乳腺腫瘤を発症し

た Nrk 欠損♀マウスにおける血中および

卵巣のプロゲステロン、エストロゲンの

レベルを ELISA法で測定した結果、正常

な野生型マウスと比較してプロゲステロ

ン濃度に有意な差は見られなかったが、

エストロゲン濃度が顕著に上昇している

ことが明らかとなった。乳腺腫瘤を発症

していない Nrk 欠損♀マウスにおいても、

授乳期にエストロゲン濃度が野生型マウ

スより上昇していることがわかった。し

たがって、経産の Nrk 欠損♀マウスにお

ける乳腺腫瘤の形成は、血中エストロゲ

ン濃度の上昇によるものであることが示

唆された。 

 
図２：乳腺腫瘤を形成した Nrk 欠損♀マウスに

おけるエストロゲン・レベルの上昇 

 

・成体マウスにおける Nrk発現組織の探索：

Nrk 欠損♀マウスが乳腺腫瘤を発症するこ

とから、野生型♀マウスの乳腺組織を用い、	 

イムノブロット法、免疫組織染色、RT-PCR

法で乳腺上皮細胞における Nrk の発現の検

出を試みた。しかし、いずれの方法におい

ても Nrkタンパク質やmRNAの発現を検出

することはできなかった。一方、成体マウ

スにおける主要なプロゲステロンやエスト

ロゲンの産生・分泌組織は卵巣であること

から、卵巣における Nrk 発現をイムノブロ



ット法により調べた結果、授乳期および高

齢の野生型マウスの卵巣において Nrk タン

パク質の発現が検出された。したがって、

Nrk 欠損♀マウスにおける血中エストロゲ

ン濃度の上昇は、卵巣における Nrkの機能
喪失により引き起こされていること、すな

わちNrkが卵巣においてエストロゲンの産
生を負に制御していることが示唆された。	 
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