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研究成果の概要（和文）：我々はこれまでに膵臓と肺の神経内分泌腫瘍（neuroendocrine tumor; NET）におい
て、p53標的遺伝子であるPHLDA3が高頻度なヘテロ接合性の喪失（LOH）を起こしていることを発見してきた
（Cell 2009, PNAS 2014）。このようなPHLDA3遺伝子の異常は全身の臓器で発症するNETで共通して起きている
と考え、様々な臨床検体の解析と、NETモデルマウスの作出・解析を行った。
さらに、PHLDA3のファミリー遺伝子であるPHLDA1の機能解析を行ったところ、PHLDA3と同様に、AktによるPIPs
の競合阻害によって細胞増殖抑制能を示すことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：PHLDA3 is a target gene of p53. Inactivation of PHLDA3 by loss of 
heterozygosity (LOH) in PHLDA3 locus is frequently observed in pancreatic and lung neuroendocrine 
tumors (NETs) (Cell 2009, PNAS 2014). We hypothesized that neuroendocrine tumors arisen in every 
organ might harbor genetic alterations in PHLDA3. To investigate the relationship between PHLDA3 
alterations and cancer malignancy, we collected several kinds of clinical samples and constructed 
NET model mice.
We found that PHLDA1, another PHLDA family gene, acts as a repressor for cell proliferation via 
competitive interaction to PIPs leading to Akt inhibition.

研究分野： 分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
神経内分泌腫瘍（neuroendocrine tumor; NET）は、毎年の発症率が10万人あたり6人未満の希少がんであり、サ
ンプルの収集が困難であることから研究が遅れていた。神経内分泌細胞は全身の諸臓器に分布していることが知
られている。肺と膵臓のNETで高頻度な遺伝子異常を示したPHLDA3が、全身の神経内分泌腫瘍に関連する可能性
を明らかにすることで、現在使用されている抗がん剤の適応拡大や、NET悪性化の診断に基盤的な知見を得るこ
とが期待できる。また、がん抑制遺伝子PHLDA3と同様の働きを示すPHLDA1の機能を明らかにし、がん悪性化メカ
ニズムの解明を行った。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 

ヒトの神経内分泌腫瘍（neuroendocrine tumor; NET) は神経内分泌細胞に由来する腫瘍である。

神経内分泌細胞は近年、各種ホルモンを分泌する内分泌臓器のみでなく全身にdiffuse 

neuroendocrine systemとして分布することが確認され、NETも全身諸臓器に発生することが知ら

れてきている。NETは、膵臓のほか下垂体、上皮小体、副腎、甲状腺、消化管、胸腺、肺などに

生じることが知られている。しかしながら腫瘍発生機序は十分に解明されておらず、分子標的治

療薬の開発もほとんど進んでいないのが現状である。その理由の一端は、各臓器に発症するNET 

が希少がん（毎年の病気の発症率が人口10 万人あたり6 人未満）であるために、サンプルの収

集が難しいことやモデルマウスの開発が遅れていることが挙げられる。我々はこれまでに、p53

標的遺伝子の解析によってPHLDA3を同定し、機能未知であったPHLDA3遺伝子が、新規のAkt抑制

因子である事を明らかにした。また、ヒトの膵NETにおいて、PHLDA3遺伝子座は、約70%と高頻度

にヘテロ接合性の喪失（loss of heterozygosity; 以下LOH)を呈すること、LOHに加えてDNAメチ

ル化という2 hitによって不活化されていることを明らかにした。これらの事実から、PHLDA3遺

伝子は膵NETの新規がん抑制遺伝子である事が示された。同様に、膵臓に加え、肺のNETにおいて

もPHLDA3遺伝子に高頻度のゲノム異常が確認された。さらに、PHLDA3欠損マウスでは膵島の過形

成や、いくつかの組織の神経内分泌細胞の異常増殖と腫瘍が高頻度で発生することを明らかにし

た (PNAS, 2014)。これらの結果から、我々は、PHLDA3が様々な臓器に発症するNET共通のがん抑

制遺伝子であり、PHLDA3によるAkt経路の抑制がNET抑制において中心的な役割を持つと考えてい

る。 

 

２．研究の目的 

 

以下の 3 点について、分子レベルでの検討を行う。 

(1) 全身での NET 発症における PHLDA3 遺伝子変異の影響 

(2) マウスを用いた PHLDA3 の in vivo 解析 

(3) PHLDA3 ファミリー遺伝子の、PHLDA1 の機能解析 

 

 

3. 研究の方法 

 

(1) 臨床医との連携の元、様々な臓器由来の NET 臨床サンプルを解析した。膵臓や肺の NET で

高頻度に見られた LOH の有無を確認することと、その他のがん関連遺伝子の変異解析の検

討も行った。 

(2) PHLDA3 ノックアウトマウスを樹立し、NET 発症マウスの発がん試験を行った。 

(3) PHLDA1 の分子生物学的な機能解析を行い、PHLDA3 との差異を明らかにした。 

 

 

4.研究成果 

 

(1) 各種全身の諸臓器から発症したNET臨床サンプルを用いてPHLDA3の遺伝的な変異解析を行

った。PHLDA3 に関する総説を執筆し、受理・掲載された（Cancer Sci. 2017）。 



(2) NET 発症マウスとして PHLDA3 と様々なマウスの掛け合わせを行い、全身に発症する NET の

解析を行った。 

(3) 最も有名ながん抑制遺伝子 p53 は転写因子であり、PHLDA3 はその標的遺伝子として転写活

性化が行われる。細胞増殖シグナルの活性化を司る Akt は細胞膜上で PIP3 と結合することで活

性化されるが、PHLDA3 はその PIP3 に競合的に結合することで Akt の活性化を抑制しているこ

とが明らかになっている。そこで、ファミリー遺伝子である PHLDA1 でも同様の働きを示すか、

もしくは全く異なる機能を持つかを明らかにした。その結果、PHLDA1 は p53 依存的に転写が活

性化され、タンパク質レベルでの発現量が増加することが明らかになり、細胞増殖抑制的な働

きをすることが明らかになった。また、PHLDA1 は翻訳開始となるメチオニンを二つ持ち、short 

form と long form の二つの isoform が発現しうることが予想されていた。これまでの報告では

long formがdominantであると考えられてきたが、実際にlong form PHLDA1とshort form PHLDA1

を発現するベクターを構築し、293T 細胞内で過剰発現させて、HeLa, HCT116, MDA-MB-231, OE33, 

SK-MEL-28, BXPC-3, ACHN などの細胞株から発現された内在性の PHLDA1 と比較を行った。

western blot の結果から、いずれの細胞株から発現される PHLDA1 も short form PHLDA1 と同

じ泳動度を示すことが確認された。この結果から、short form PHLDA1 が dominant に働いてい

ると推定された。この結果を受けて、様々な細胞内で short form と long form の PHLDA1 を発

現させたところ、いずれの isoform も Akt の活性化が抑制されることが明らかになった。また、

PHLDA1 は細胞膜に局在し、PIPs にも結合することも明らかになった。PHLDA1 の一連の解析か

ら得られた結果は、PHLDA3 が PIPs に結合することで細胞膜に局在し、Akt の活性化を抑制して

いる、という結果と一致する。すなわち、PHLDA1 は PHLDA ファミリー遺伝子であり、その機能

は PHLDA3 に非常に近いことから、がん抑制遺伝子であると考えられる。上記内容について論文

としてまとめたものが受理・掲載された（Cancer Sci. 2018）。 
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