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研究成果の概要（和文）：タンパク質脱リン酸化酵素CaMキナーゼホスファターゼ(CaMKP/PPM1F/POPX2)は、がん
の転移浸潤に関わる鍵酵素としても近年注目されつつある。本研究では、まず化合物ライブラリーの大規模スク
リーニングによって、本酵素を特異的に阻害するいくつかの化合物を絞り込み、その阻害機構について検討し
た。次にヒト乳がん培養細胞を用いて、これらの化合物が、転移浸潤の重要なステップである細胞遊走を効果的
に阻害することを見いだした。これらの化合物は殆ど細胞毒性を示さなかったことから、本酵素の阻害剤が、毒
性の低い新しいタイプのがん転移阻害剤開発のためのリード化合物として有望であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：CaM kinase phosphatase (CaMKP/PPM1F/POPX2) is a Ser/Thr protein phosphatase 
that belongs to PPM family. Accumulating evidence shows possible involvement of CaMKP in cancer 
metastasis. In this study, we carried out large-scale screening of chemical library to find 
CaMKP-specific inhibitors, and investigated a mechanism of action of the inhibition. Subsequently, 
we showed that some of these inhibitors effectively suppressed migration of breast cancer cells 
despite the fact that they had no significant toxic effects on the cells. These data suggest that 
these CaMKP inhibitors or the derivatives are promising lead compounds for the development of novel 
cancer metastasis inhibitors without significant cytotoxicity.

研究分野：生物化学

キーワード： プロテインホスファターゼ　阻害剤　スクリーニング　がん転移・浸潤　細胞遊走　細胞毒性　構造機
能相関
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１．研究開始当初の背景 
 本格的な高齢化社会の到来を迎え、進行が
んの有効な治療法の開発は喫緊の課題であ
る。がん治療を考える上で最も問題となるの
は、がんの転移・浸潤であるが、現在のとこ
ろ臨床上有効ながん転移抑制剤は得られて
いない。一方で、申請者らはかつて、多機能
性カルモデュリン依存性プロテインキナー
ゼ（CaM キナーゼ）の制御に関わると考えら
れる新しいプロテインホスファターゼをラ
ット脳に見いだし、CaM キナーゼホスファタ
ーゼ(CaMKP)としてはじめて報告した[JBC 
273:1904 (1998), JB 125:1022 (1999)]。後
になって、他の研究グループからも、CaMKP
のホモローグと考えられる酵素の報告
(POPX2,PPM1F など)が相次いだが、その間、
申請者らは一貫してCaMKPの酵素学的性状解
析をはじめ、生理機能の解析、特異的阻害剤
の開発など、本酵素に関する基礎的な生化学
データを着実に積み重ねて来た。最近になっ
て、この CaMKP(= PPM1F/POPX2)が、がん細胞
の転移・浸潤に関与することが、二つの研究
グループによりそれぞれ独立に報告された
[Cell Cycle 9:179(2010), MCB 32: 633 
(2012)]。すなわち、ヒト乳がん細胞株にお
いて CaMKP をノックダウンすると、がん転移
の重要なステップである遊走・浸潤が抑制さ
れ、過剰発現すると亢進するというのである。
これらの実験結果は、有効な CaMKP 特異的阻
害剤があれば、がんの転移・浸潤を抑制する
全く新しいタイプのがん治療薬として利用
可能であることを強く示唆している。 
 ところで現行の抗がん剤の主流は、がん細
胞特異的な細胞増殖阻害を標的としている
が、その選択毒性はしばしば正常細胞をも蝕
み、時として深刻な副作用を引き起こす。細
胞毒性自体は低いものの、がん細胞に特徴的
な過程である転移・浸潤のみを効果的に抑制
するような化合物が見つかれば、それは現在
用いられている副作用の強い抗がん剤を使
用せずにがん転移を抑制し、他の療法と組み
合わせることで、患者の生活の質を低下させ
ずに生存率を向上させる新たながん治療の
選択肢を提供することであろう。CaMKPは CaM
キナーゼに特異性の高いホスファターゼで
あるので、その阻害剤は、他の基質特異性の
広いプロテインホスファターゼの阻害剤に
比べて正常細胞に及ぼす影響は限局的、すな
わち細胞毒性は低いことが予測される。また
実際、CaMKP の過剰発現がアポトーシスを誘
導すること[JBC 276:44193 (2001)]、発現抑
制がアポトーシスを抑制すること[Cell 

Death Disease 8:e3051(2017)]も示されてい
るが、これらの報告も上記の予測を支持する。  
 申請者らは数年前から、CaMKP の特異的阻
害剤のスクリーニングを始めており、その一
部は既に論文[BBRC 363: 715(2007)] に発表
し、また特許も取得している[特許第 5105348
号]。そこで本研究計画では、我々が見いだ
し た CaMKP 特 異 的 阻 害 剤 1-amino- 
8-naphthol-4-sulfonic acid (ANS)及び1-amino- 
8-naphthol-2,4-disulfonic acid (ANDS)をまず
手掛かりとして研究を進める。ANS/ANDS は
CaMKP 活性を強く阻害するが、類縁酵素である
PP2Cα(PPM1A)を殆ど阻害しない。また培養細胞
を用いた実験から細胞膜透過性もあること
が示唆された。従って、これらの ANS/ANDS
またはそのアナログが、実際にがんの転移・
浸潤を効率的に抑制するかどうかは極めて
興味深い。そこで以下の研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
  ヒトがん細胞株を用いて、ANS/ANDS が、実
際にがん転移における重要なステップであ
る遊走及び浸潤の過程を阻害するかどうか
について定量的に調べる。また可能であれば
その阻害機構についても明らかにする。更に
各種細胞株を用いて、細胞毒性についても調
べる。次に ANS /ANDS のアナログを系統的に
合成し、CaMKP 阻害活性を指標にして阻害剤
の構造活性相関、すなわち化学構造と CaMKP
阻害活性との関係についての知見を集積す
る。また、これらの合成展開と並行して、同
様のCaMKP阻害活性を示す化合物の更なる大
規模スクリーニングを進める。それらの知見
に基づいてより強力で特異性の高いCaMKP阻
害剤の創製を目指す。更に、これらの過程で
得られた ANS /ANDS アナログ或いはその他の
化合物について、上記と同様にがん細胞の遊
走・浸潤阻害効果と細胞毒性を調べる。この
ようにして、できる限り細胞毒性が低く且つ
遊走・浸潤抑制効果の高い候補化合物を絞り
込む。以上の戦略により、低毒性がん転移抑
制剤、またはその開発のためのリード化合物
の創製を目指す。 
 
３．研究の方法 
① インベージョンチャンバーを用いた Trans well 
migration assayにより、既報のCaMKP特異的阻
害剤 ANS や ANDS の、ヒト乳がん細胞
MDA-MB-231に対する遊走阻害効果を検定し
た。 
②東大創薬機構より提供された約１０万種の大規
模ケミカルライブラリーを用い、合成リン酸化



ペプチドを基質としたマラカイトグリーンに
よる高感度リン酸定量法に基づいたCaMKPアッ
セイ系を用いて、CaMKP 特異的阻害剤の更なる
スクリーニングを行った。コントロールとして
近縁のホスファターゼである PP2Cα（PPM1A）
活性も調べ、PP2Cα活性を阻害しないが、CaMKP
活性を顕著に阻害する化合物をCaMKP特異的阻
害剤の候補としてピックアップした。 
③ ②で得られた有望なCaMKP阻害剤及び、そのア
ナログについて、①の遊走阻害試験をおこな
い、ヒト乳がん細胞の遊走阻害活性を調べ
た。 
④ 乳がん細胞遊走阻害活性を示す化合物に
ついて、更に MTT アッセイによる細胞毒性
試験を行い、細胞毒性の低い化合物を絞り
込んだ。 
 
  以上のような戦略で低毒性がん転移抑制
剤、或いはその開発のためのリード化合物の
創製を目指した基礎研究を行った。 
 
４．研究成果 
 ヒト乳がん細胞株MDA-MB-231を用い、市販
のインベージョンチャンバーを利用した細胞
遊走アッセイの条件を種々検討することによ
り、再現性のよい遊走アッセイ系を確立した。
この系を用いて、既にCaMKP特異的阻害効果を
検証済みのCaMキナーゼホスファターゼ阻害
剤ANS, ANDS存在下に、ヒト乳がん細胞の遊走
活性を調べたところ、これらの化合物は低濃
度で顕著に遊走阻害活性を示すことが判明し
た。 
 次に申請当初の実験計画に従って、ANS, 
ANDSの構造を元に、様々なアナログの系統的合成
に取り組んだ。これらのアナログのCaMKP阻害活性
を調べて、CaMKP阻害剤の構造機能相関に関する知
見を得る予定であったが、諸般の事情によりアナ
ログの合成が予定通りに進まずにいたところ、並
行して進めていた化合物ライブラリーの大規模ス
クリーニングが予想外に進展し、ANS, ANDSとは全
く構造の異なる一群の化合物が、近縁のPP2Cαを
殆ど阻害しない濃度でCaMKPを強く阻害するとい
う興味深い結果が得られた。そこで、当初の方針
を転換し、新しくスクリーニングで得られたこれ
らの化合物について、より詳しく検討することに
した。これらの化合物の阻害活性と化学構造を精
査したところ、大別して２種のコアとなる構造
がCaMKP特異的阻害活性と強く相関している
ことが判明した。そのうちの代表的な化合物
を選び、更に疎水性の異なる複数の誘導体を
市販品より購入し、次にin vitroでの阻害機
構の検討を進めた。 

 まず、in vitroホスファターゼアッセイなど
の生化学的実験により、これらの化合物による
CaMKP阻害機構を調べたところ、通常の阻害剤
とは異なり、酵素タンパク質の何らかの不可逆
的な化学修飾を伴うものであることが分かっ
た。種々の検討の結果、阻害剤とのインキュベ
ーションによって酵素タンパク質のカルボニ
ル化が生じているという予想外の事実が明ら
かとなった。このカルボニル化反応は興味深い
ことに、酵素活性を欠失した変異酵素では殆ど
観察されず、触媒反応に依存的であったことか
ら、従来知られている化学的・非特異的なもの
ではなく、酵素反応依存的・特異的に反応が進
んでいる可能性があり、CaMKP阻害剤の特異性
向上に繋がる重要な手がかりとなるかもしれ
ない。今後、カルボニル化を受けるCaMKPのア
ミノ酸残基を同定し、更にカルボニル化の詳細
な機構を検討する予定である。 
 また、これらの化合物の構造を検討したとこ
ろ、修飾可能なカルボキシル基が存在していた
ので、細胞膜透過性を考慮に入れて、このカル
ボキシル基を鎖長の異なるアルコールでエス
テル化した化合物を多数入手した。これらの化
合物のCaMKP阻害活性を検討したところ、メチ
ル、エチル、プロピルなどの比較的短鎖のエス
テル化合物は強い阻害活性を示したが、鎖長が
長くなるにつれ、阻害活性・阻害特異性がとも
に低下する傾向がみられた。次に、阻害活性の
強い化合物について、上記ヒト乳がん細胞株
MDA-MB-231を用いた細胞遊走アッセイによっ
てがん細胞の遊走阻害活性を調べた。その結果、
CaMKP阻害活性の強かったメチル、エチル、プ
ロピルなどのエステル化合物が顕著な遊走阻
害活性を示した。更にMTTアッセイによってこ
れらの化合物の細胞毒性を調べたところ、これ
らは遊走阻害を示す濃度で全く細胞毒性を示
さなかった。従って、これらの化合物は、細胞
毒性の低い新しいタイプの転移浸潤阻害剤の
候補物質となることが期待される。 
 本研究により、申請者らは以下の点を明らか
にすることが出来た。 
１）近縁のPP2Cαを殆ど阻害しない濃度でCaMKPを
強く阻害する新しい構造のCaMKP阻害剤を見い
出した。 

２）これらのCaMKP 阻害剤のうちのいくつかは、

酵素活性依存的な酵素タンパク質のカル

ボニル化反応を引き起こした。 
３）これらの化合物、及び既報のCaMKP阻害剤であ
るANS、ANDSは乳がん細胞株の遊走を顕著に
阻害したが、その濃度で細胞毒性は全く認
められなかった。 



 今後は、これらの成果を元に、CaMKP阻害剤
の構造機能相関を明らかにし、更に強力かつ
特異性の高いCaMKP阻害剤の創製に努める。ま
た、これらの化合物が細胞毒性の低い、がん
の転移浸潤阻害剤になる可能性が示唆された
ので、そのようなドラッグの開発に繋がる基
礎研究の可能性を更に追求する予定である。 
  そのような化合物の有用性を示すことに
より、がん細胞の完全撲滅ではなく、がんの
転移・浸潤を効果的に抑制して、「がんと共
存する」という新しいコンセプトに基づく
“制がん剤”の可能性を提示していきたい。 
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藤弘音、根平達夫、石原郁、益田恵子、浮

穴和義、松尾光一、泉俊輔、山崎岳、石田

敦彦 第５６回日本生化学会中国四国支部

例会 松江市・島根大学 2015 年 

  

〔図書〕（計 1 件） 

インゲルキナーゼ・ホスファターゼアッセイ

法 石田敦彦、亀下勇 「材料表面の親水・親

油の評価と制御設計」石井淑夫監修 

第6節 pp.83-88  テクノシステム(東京) 

2016年7月 

 
〔産業財産権〕 
○出願状況（計 1 件） 
名称：カルモジュリン依存性タンパク質リン
酸化酵素Ⅰ由来ポリペプチド、リン酸化剤、
および製造方法 
発明者：千賀由佳子、茂里康、秋月一駿、片
山将一、末吉紀行、亀下勇、石田敦彦 
権利者：産業技術総合研究所、香川大学、広
島大学 
種類：特許 
番号：特願 2016-095770 
出願年月日：平成 28 年 5月 12 日 
国内外の別：国内出願  
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://home.hiroshima-u.ac.jp/ishiyasu/ 
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