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研究成果の概要（和文）：我々はBIG3-PHB2相互作用を特異的に阻害する天然化合物キサントフモール(XN)を同定し、X
Nがエストロゲン受容体（ER）活性の抑制およびin vitro、 in vivoのエストロゲン(E2)依存性乳がん抗腫瘍効果を示
すことを明らかにした。また、BIG3はPHB2の核内輸送因子KPNA1, 5, 6を介したE2依存性核内移行を阻害することも証
明した。さらに、BIG3は脱リン酸化酵素と複合体を形成し、E2刺激下にてPHB2を脱リン酸化することを証明した。以上
の成果は、BIG3-PHB2のE2依存性乳がん細胞増殖における役割の解明および新規乳がん治療薬の開発に繋がることを示
唆するものである。

研究成果の概要（英文）：In this study, we identified that Xanthohumol a natural compound effectively 
inhibits the BIG3(former name; ERAP1)-PHB2 interaction, resulting in suppression of estrogen 
(E2)-dependent tumor growth of breast cancer in vitro and in vivo. In addition, we discovered that the 
mechanism by which BIG3 blocks the nuclear translocation of PHB2 via interactions with KPNA1, 5, and 6, 
in estrogen receptor (ER) α-positive breast cancer cells. Moreover, we further demonstrated that BIG3 
interacts serine/threonine protein phosphatase and dephosphorylates the E2-dependent phosphorylation of 
PHB2 in breast cancer cells. These findings can provide therapeutic strategies for controlling E2/ERα 
signals in breast cancer cells.

研究分野： 分子腫瘍学

キーワード： 癌　ゲノム　蛋白質　ホルモン

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
 

乳癌の約 70%はホルモン（エストロゲン:E2）

依存性であり、その受容体(エストロゲン受容

体:ER)の活性化を通じて増殖促進する。その

機構としては、主に ER が転写調節因子として

働く（ゲノム的活性化）経路と細胞膜に局在

する膜型 ER として細胞内リン酸化カスケー

ドの活性化（非ゲノム的活性化）する経路が

報告されている。しかしながら、これらでは

説明できない ER 陽性乳癌が認められており、

その分子機構は未だ不明な点が多く、ER 制御

機構の詳細な解明が望まれている。	

	 申請者は、これまでに乳癌特異的に発現亢

進を認める新規 ER活性化制御分子 BIG3	

(Brefeldin	 A-inhibited	 guanine	

nucleotide-exchange	 protein	 3、旧名：

ERAP1)を同定し、ER陽性乳癌細胞において、

BIG3 が細胞質にて ER活性抑制因子 PHB2	

(Prohibitin2)と結合し、そのE2依存性核内移

行を阻害することや膜型ERとの結合	 (ゲノム

的ER活性と非ゲノム的ER活性)を阻害するこ

とでERの恒常的活性化を導くことを証明した。

しかしながら、BIG3は2000アミノ酸を超える

巨大なタンパク質であるにも関わらず、in	

silico解析を通じても、そのアミノ酸配列か

ら機能ドメインや他のタンパク質との相同性

がほとんど認められないことやPHB2とは結合

することがわかっているが、どのようにPHB2

を制御するかも未だ不明であった。	

	 最近、その解明の糸口として、申請者らが

開発した BIG3-PHB2 結合阻害細胞膜透過性ペ

プチド(ERAP ペプチド)を ER 陽性乳癌細胞に

添加した際の PHB2 のリン酸化状態を、抗セリ

ンリン酸化抗体によるウエスタン法にて調べ

た。その結果、PHB2 は BIG3 と結合している時

は、そのセリン残基のリン酸化は認められな

いが、BIG3 との結合が阻害されると、E2 依存

的にそのセリン残基のリン酸化が認められる

ことが判明した。	

	 以上の結果は、以下の２つの可能性を意味

する。①	BIG3 は PHB2 結合することで、その

セリン残基を脱リン酸化する機能を有するセ

リン／スレオニンプロテインホスファターゼ

の構成因子である可能性、②	BIG3 は PHB2 を

リン酸化するセリンキナーゼとの結合または

リン酸化反応を阻害する可能性が挙げられる。	

	特に、１)の場合、セリン／スレオニンプロ

テインホスファターゼの多くが調節サブユニ

ットと活性サブユニットから構成されるオリ

ゴメリック酵素であることおよび、BIG3 自体

には活性ドメインが存在しないことから、

BIG3はセリン／スレオニンプロテインホスフ

ァターゼの調節サブユニットとして機能し、

その基質として PHB2 と結合して脱リン酸化

することが考えられる。	

 
２．研究の目的 
	

本研究では、これらの可能性を証明すること

および、PHB2 以外の新たな結合タンパク質の

同定することで乳癌細胞における BIG3 タン

パク質の生体機能を解明することを目的とす

る。さらに、E2 依存性乳癌細胞における BIG3

標的治療薬開発のための基盤的研究をすすめ

る。	

 
３．研究の方法 
	

以下の３つのテーマについて主に解析を行っ

た。	

(1) BIG3 標的治療薬開発のために、

BIG3-PHB2 結合阻害化合物のスクリーニング

および PHB2 結合が報告されている天然化合

物 Xanthohumol(XN)の BIG3-PHB2 相互作用阻

害および抗腫瘍効果について検討した。	

(2) 乳がん細胞における PHB2 の E2 依存

性核内移行における BIG3 の役割を調べた。	

(3) BIG3 に結合するセリン/スレオニン

プロテインホスファターゼファミリー活性サ

ブユニットを検索し、PHB2 の脱リン酸化につ

いて検討した。	

	

４．研究成果	

(1) 我々は PHB2 結合との結合が既に報

告されていた天然化合物 XN に着目し、XN の

BIG3-PHB2相互作用に対する影響を調べた。XN

は、これまで乳癌をはじめ多くの癌種におい

て抗腫瘍効果を認めることが報告されている

天然化合物であるが、エストロゲン(E2)依存

性乳癌の細胞増殖に対する関与については不

明であった。そこで、XN の ER 陽性乳癌におけ

る E2 依存性の抗腫瘍効果について検討した。

その結果、XN は PHB2 と直接結合することで、

BIG3 と PHB2 の相互作用を容量依存的に阻害

した（図 1）。この結果、BIG3 から解放された



 

 

PHB2 は、自ら有する ER 活性の抑制機能を回

復し、E2 依存性乳癌細胞株の細胞増殖を顕著

に抑制した。さらに、ER 陽性乳癌細胞株を同

所移植したヌードマウスを用いた in	 vivo 抗

腫瘍効果の検討においても、連日投与と同様

に 4 日毎の投与においても顕著な抗腫瘍効果

を認めた（図 2）。	

	

(2) 核 内 輸 送 タ ン パ ク 質

(KPNAs:Karyopherin	 alpha)の乳がん細胞 11

種および正常乳腺組織における発現を半定量

的 RT-PCR 法にて調べた結果、KPNA1-6 は正常

乳腺組織および乳がん細胞株全てにおいて高

い発現を認めた（図 3）。乳がん細胞にて発現

を認めたKPNA1-6と PHB2の相互作用について

過剰発現系にて調べた結果、KPNA1,2,5,6のそ

れぞれと相互作用を認めた（図 4）。一方、E2

刺激下にて、KPNA1,2	5,6 と PHB2 の細胞内局

在を調べたところ、KPNA1,5,	 6 と PHB2 の共

発現では PHB2 の核移行が認められたが、

KPNA2 においては PHB2 の核移行が認められな

かった（図 5）。これらの結果から、ERα陽性

乳がん細胞における PHB2 の E2 依存性核移行

は KPNA1,5,	 6 を介して行われることが分か

った。	

	 以上から、BIG3 は KPNA1,5,	6 の PHB2 への

結合を競合的に阻害することで PHB2 の核内

移行を阻害して、結果的に ERα転写活性を恒

常的に活性化させることが分かった。また、

BIG3 と PHB2 の相互作用を ERAP ペプチドや

BIG3 を siRNA によって発現抑制することで、

KPNAs と PHB2 の結合を促し、その結果として

PHB2 の迅速な核内移行へと導き、ERα活性の

抑制を通じた E2 依存性乳がん増殖抑制とな

ることを証明した。これらの結果から、BIG3-

PHB2 を標的とした治療薬は乳がんの ERα陽

性乳がん、luminalタイプ乳がんに対する新た

な治療法となることが示唆された。	

	

(3) BIG3 はセリン/スレオニンプロテイ

ンホスファターゼファミリー活性サブユニッ

トの１つ(PP)と複合体を形成して、E2 刺激下

にて PHB2 を脱リン酸化することを証明した
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