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研究成果の概要（和文）：申請者はERα陽性乳癌細胞において発現亢進するBIG3―PP1α複合体が、がん抑制因
子PHB2の脱リン酸化を介した抑制機能阻害を導くことを明らかにした。また、BIG3-PHB2結合阻害ペプチドにて
抗腫瘍効果誘導にも成功した。本研究計画では、BIG3によるPHB2の不活化機構に基づいたがん抑制因子群の機能
喪失機構と多段階発がん説の提唱および抑制因子群活性化創薬を目指す。研究期間中に(1)新規BIG3結合因子の
同定,(2)無傷なBIG3結合抑制候補因子の同定,(3)BIG3-PHB2結合阻害ペプチドの改良開発を遂行した。

研究成果の概要（英文）：We aimed to propose the mechanism of the novel multistep carcinogenesis of 
breast cancer based on inactivation of tumor suppressor PHB2 via BIG3 complex that frequently 
up-regulated in breast cancers. In this study, we identified the several proteins which bind to BIG3
 through the BIG3 antibody mediated-immunoprecipitation and mass spec analyses. Among them, several 
mitochondrial proteins were included. Moreover, we also identified the kinases which are responsible
 for PHB2 phosphorylations in breast cancer cells. Next, we did next-generation RNA sequencing on 15
 triple negative breast cancer (TNBC) and exome seq on 30 TNBC cases and found some candidate tumor 
suppressor genes which had several somatic mutations in some cases. Furthermore, we did optimization
 of BIG3-PHB2 interaction peptide inhibitor by intramolecular crosslinking methods, and succeed to 
improve its more antitumor effect.

研究分野： 分子腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
乳がんでは、エストロゲン受容体(ER),プロゲステロン受容体(PgR)、HER2の三大受容体の発現に基づいた治療薬
が主流であるが、これら受容体の活性化機序は多岐にわたり、その陽性率だけで治療方針の決定ができない症例
も少なくない。その原因として、申請者らが同定したBIG3による抑制因子PHB2の制御がこれまで知られていなか
ったことがあげられる。本研究における、BIG3複合体によるPHB2の抑制活性の制御を介した乳がん多段階発がん
の分子機序の解明は、これまでの治療指針、特に、既存の乳がん治療薬耐性症例に対する治療を大きく変える重
要な知見を提供すると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
がんはゲノム・エピゲノム異常が蓄積することによって発生、進展する。最近では、大規模なゲ
ノム解析により、多くの癌におけるゲノム変異・エピゲノム異常が同定され、がん化の分子機構
がより詳細に解明されている。この集積された「がんゲノムデータベース」の中でも、がん抑制
遺伝子の全てにゲノム変異・エピゲノム異常があるわけではない。例えば、代表的ながん抑制遺
伝子p53において、体細胞変異のないがん細胞の一部ではMDM2によるユビキチン化を介したp53
タンパク質の分解が知られているだけで、多くのがん抑制因子の不活化機構は不明である。さら
に、近年、様々な細胞ストレスによってがん抑制遺伝子が活性化される機構が報告されており、
この現象は、がん細胞の発症・進展過程から考えると、様々な刺激にて抑制因子のブレーキ作動
は不都合であり、このことは「がん抑制因子の新たな機能喪失機構」の存在を意味する。 
申請者は、ERα陽性乳癌細胞において、乳癌発現亢進分子 BIG3 がセリン／スレオニンプロテイ
ンホスファターゼ PP1α の調節ユニットとして機能し、その基質として抑制因子
PHB2(Prohibitin 2)と結合して脱リン酸化することでその抑制機能を阻害することを明らかに
したこと（Nat Commun. 2013）、さらに、BIG3-PHB2 結合阻害ペプチドを開発し、BIG3 より解放
した PHB2 の抑制活性の再活性化を利用した抗腫瘍効果誘導に成功したこと（Nat Commun. 2013）
から、新たな抑制因子の機能喪失機構の提唱と「抑制因子群活性化を利用した休眠抑制因子再活
性化創薬」の開発に着想した。 
 

２． 研究の目的 
本研究では、BIG3/PP1α複合体による癌抑制因子 PHB2 の不活化機構を通じて、様々な発がんお
よびホルモンなどの細胞ストレスによって発現・機能亢進する「無傷な（体細胞細胞変異もメチ
ル化も認められない）がん抑制遺伝子（産物）」の抑制機能の不活化を明らかにし、ゲノム・エ
ピゲノム異常によるドライバー遺伝子の活性化やホルモンストレスの各種イベントを総合的に
考慮して、「新たな乳がんの多段階発がん機構の提唱」を目指す。さらに、BIG3-PHB2 相互作用
を標的としたBIG3-PHB2結合阻害ペプチドによるPHB2の抑制活性の再活性化を利用することで、
抗腫瘍効果を見いだしている実績に基づいた、BIG3-新規抑制因子結合阻害ペプチドの樹立を通
じて、無傷な抑制因子群の再活性化による乳がん治療薬の開発を試みる。 
 
３． 研究の方法 
本研究期間内に、(1) 新規 BIG3 結合抑制因子・リン酸化タンパク質の同定および検証、(2) 新
規抑性因子または PHB2 をリン酸化する責任キナーゼの同定、(3) BIG3 結合抑制因子の体細胞変
異の検索よる無傷な癌抑制因子の同定、(4) PHB2 を含む BIG3-新規抑制因子相互作用阻害ペプ
チドの開発、(5) 乳がん臨床検体を用いた大規模免疫組織染色および相関解析を通じた「新たな
乳がんの多段階発がん機構の提唱」を目指す。 
 
４． 研究成果 
本研究期間にて、(1)～(5)についての成果概要は下記の通りである。 
(1)BIG3 高発現乳がん培養細胞において、BIG3 特異的抗体を用いた免疫沈降法および質量分析
解析により、複数の新規の内在性 BIG3 結合タンパク質を同定した。特に、数種の抑制機能を有
する細胞質およびミトコンドリアタンパク質を BIG3-PHB2 複合体結合分子として同定し、その
新規分子との結合領域の同定および siRNA による結合分子および BIG3 の発現抑制にてミトコン
ドリア形態異常惹起を明らかにした。 
(2)これまでに同定している抑制因子 PHB2 を対象に、新たに PHB2 をリン酸化するキナーゼとし
て、乳がんにおいて過剰発現を認める新規キナーゼを同定した。さらに、HER2 増幅陽性乳がん
細胞において、HER2 遺伝子の活性を通じて、PHB2 がリン酸化されることを明らかにした。さら
に、HER2 陽性乳がんにおいて、HER2・EGFR 活性化シグナル依存的 PHB2 リン酸化部位および各責
任キナーゼを同定した。さらに、各リン酸化特異的抗体を作製し、免疫細胞染色法・生化学的手
法にて、BIG3-PHB2 複合体の細胞質およびミトコンドリア局在を明らかにした。 
(3)トリプルネガティブ乳がん臨床検体 15症例の次世代シーケンサーを用いた RNAseq 解析、お
よび 30 症例のエクソーム解析を遂行し、体細胞変異の認められる抑制遺伝子を複数同定した。
これらの一部は、DNA メチル化による発現抑制も認めたが、体細胞変異もメチル化も認めない症
例もあり、無傷な抑制因子の可能性を示すものであることが示唆された。 
(4)PHB2-BIG3 相互作用阻害ペプチド ERAP について、分子内架橋化 ERAP およびＤ体化、逆アミ
ノ酸合成による ERAP の長期持続した BIG3-PHB2 相互作用阻害と in vivo 抗腫瘍効果の促進に成
功した。BIG3-新規抑制因子相互作用阻害ペプチドの開発のために、各結合抑制分子との結合の
確認と結合領域の絞り込みを行った。 
(5)乳がん臨床検体収集を進め、そのうちの 100 例の HER2 陽性乳がん組織を用い、BIG3, 各種
PHB2 リン酸化の発現を検証し、予後と相関関係にあることを明らかにした。 
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