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研究成果の概要（和文）：本研究は、脱リン酸化酵素カルシニューリンの触媒サブユニットであるPPP3CBによる
神経芽腫進展の分子機構とその阻害剤の抗腫瘍効果を検討した。その結果、PPP3CBは活性化 T 細胞核因子
（NFAT）、AktおよびMAPK経路を活性化することによって、神経芽腫の増殖を促進することと、カルシニューリ
ン阻害剤がPPP3CBの発現と活性を抑えることによってNFAT標的遺伝子の発現を抑制し、細胞死を引き起こすこと
を明らかにした。これらの研究成果はPPP3CBが神経芽腫の進展に寄与することを示し、さらに、カルシニューリ
ンの活性阻害が高リスク神経芽腫の有効な治療法の一つとなる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：PPP3CB is the catalytic subunit of calcineurin, a calcium-dependent 
serine/threonine phosphatase. In this study we found that overexpression of wildtype PPP3CB or 
constitutively active PPP3CB mutant (PPP3CBmut) identified from a neuroblastoma (NB) tumor promoted 
cell growth in NB cells. PPP3CB and PPP3CBmut activated nuclear factor of activated T-cells (NFAT)2 
/NFAT4 transcription factors, Akt and MAPK signaling, resulting in the increase in the expressions 
of c-Myc, MYCN and β-catenin. Treatment with calcineurin inhibitors (CaIs) suppressed cell 
proliferation and induced apoptotic cell death in several NB cell lines. Expression of PPP3CB along 
with those of c-Myc, MYCN and β-catenin was decreased in response to CaIs. Our findings demonstrate
 that PPP3CB contributes to the aggressive behavior of NB tumors and CaIs have a strong anti-tumor 
activity in vitro by targeting PPP3CB, suggesting that inhibition of calcineurin activity might have
 therapeutic potential for high-risk NBs.

研究分野： 分子腫瘍学　
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１．研究開始当初の背景 

（１）小児固形悪性腫瘍である神経芽腫の患

者は臨床病期、年齢、腫瘍細胞内の MYCN 遺

伝子のコピー数、国際病理分類、腫瘍細胞内

の染色体の数の5つの予後因子を用いて低リ

スク群、中間リスク群と高リスク群に分類さ

れ、その予後も異なる。近年、治療法が改善

されつつあるが、高リスク群は依然として予

後不良であり、有効な治療法の確立が切望さ

れている。 

 

（２）我々は、次世代シークエンサーを用い

て、神経芽腫の予後に関わる遺伝子の探索を

行った。原発性神経芽腫５６例について全エ

クソームを解析した結果、プロテインホスフ

ァターゼ 3CB 遺伝子（PPP3CB)の C 末端には

ストップ獲得型突然変異が同定された。興味

深いことに、この突然変異は C 末端の自己阻

害ドメインの前に現れるため、これにより翻

訳されたタンパク産物は恒常的活性型とな

る。PPP3CB はカルシウム依存的な脱リン酸化

酵素カルシニューリンの触媒サブユニット

であり、カルシウムの存在下で転写因子の

Nuclear Factor of Activated T Cell (NFAT)

ファミリーを脱リン酸化することにより活

性化させ、その核内移行を促進する。カルシ

ウム/ カルシニューリン/NFAT シグナルは腫

瘍の進行において重要な役割を果たしてい

る。この経路が異常活性化状態になると、

NFAT は核内に移行・蓄積し、その標的遺伝子

c-Myc、COX2 と VEGF の発現を上昇させること

により、腫瘍増殖・浸潤および新生血管形成

を促進する。さらに、我々は７２例の神経芽

腫における PPP3C ファミリーメンバー

（PPP3CA、PPP3CB と PPP3CC）の発現を調べ

たところ、PPP3CA と PPP3CC の発現は神経芽

腫の予後との相関関係が見られないが、

PPP3CB の高発現は神経芽腫の予後不良と有

意に相関することを明らかにした。そして、

他の予後因子との相関関係を検討した結果、

PPP3CB は発症年齢、臨床病期、MYCN 増幅な

ど今まで確立した予後因子との相関関係が

認められず、新規の独立した予後不良因子で

あることが判明した。これらの研究結果から、

PPP3CB が MYCN 遺伝子の増幅に依存せず、高

リスク神経芽腫の進展に寄与することが強

く示唆された。 

 

２．研究の目的 

本研究は、神経芽腫の進展における PPP3CB

の役割とその分子メカニズムを明らかにす

ることを目的とする。さらに、カルシニュー

リン阻害剤による PPP3CB シグナリングへの

抑制とその抗腫瘍効果を検討することによ

って、高リスク群神経芽腫に対する有効な治

療法の確立に新しい知見を提供することを

目指す。 

 

３．研究の方法 

（１）PPP3CB 変異体の発現ベクターの作製 

野生型 PPP3CB を鋳型として、神経芽腫臨

床検体から同定した恒常的活性変異体をク

ローニングし、その発現ベクターを作製した。

その発現効果をウェスタンブロット法にて

確認した。 

 

（２）細胞増殖・生存・細胞死解析 

野生型と変異型 PPP3CB の過剰発現、逆に

siRNA による発現阻害が神経芽腫の細胞増殖

に与える影響を細胞増殖曲線解析にて検討

した。また、カルシニューリン阻害剤による

細胞増殖抑制効果と細胞死誘導効果をMTTア

ッセイ、トリパンブルー色素排除試験法とフ

ローサイトメトリー法にて検討した。 

 

（３）軟寒天コロニー形成アッセイ 

神経芽腫細胞株SK-N-ASに野生型と変異型

PPP3CB を導入し、安定発現細胞株を樹立した。

これを用いて軟寒天コロニー形成アッセイ

を行い、PPP3CB とその変異体の腫瘍形成能へ



の影響を評価した。 

 

（４）ルシフェラーゼレポーターアッセイ 

MYCN とβ-Catenin 遺伝子のプロモーター

領域に存在する潜在的な転写因子 NFAT の結

合モチーフを検索した。予測された NFAT 結

合モチーフを含むプロモーター領域をそれ

ぞれクローンニングし、ルシフェラーゼレポ

ーターベクターを作製した。これらのレポー

ターベクターを用いて、ルシフェラーゼレポ

ーターアッセイを行い、NFAT 活性化による

MYCN とβ-Catenin 遺伝子への転写制御を調

べた。 

 

（５）ｍRNA・タンパク質発現解析 

PPP3CB とその変異体およびカルシニュー

リン阻害剤処理が NFAT 標的遺伝子発現に与

える影響を定量的リアルタイムPCR法にて解

析した。また、PPP3CB とその変異体による

NFAT 転写因子の活性化、Akt 経路・MAPK 経路

の活性化および NFAT 標的遺伝子の発現制御

をウェスタンブロット法にてタンパク質レ

ベルで解析した。 

 

４．研究成果 

我々は以前、PPP3CB が神経芽腫の独立した

予後不良因子であることを明らかにした。さ

らに、神経芽腫腫瘍検体に PPP3CB 遺伝子の

恒常的活性型変異を同定した。そこで、神経

芽腫における PPP3CB とその恒常的活性変異

体（PPP3CBmut）の作用機序を調べた。その

結果、PPP3CB と PPP3CBmut の過剰発現は MYCN

増幅の有無にかかわらず神経芽腫細胞株の

細胞増殖を促進し、逆に、siRNAによる PPP3CB

の発現阻害は神経芽腫の細胞増殖を抑える

ことが判明した。さらに、軟寒天コロニー形

成アッセイにより、PPP3CB 活性変異体の過剰

発現は神経芽腫細胞の足場非依存性増殖を

著しく促進することを見出した。次いで、カ

ルシニューリンの標的である NFAT ファミリ

ーの活性化状態とその核内蓄積を調べたと

ころ、PPP3CBとPPP3CBmutの過剰発現は、NFAT

ファミリーメンバーの NFAT2 と NFAT4 の脱リ

ン酸化を促進し、その核内移行が上昇するこ

とが観察された。さらに、PPP3CBと PPP3CBmut

の過剰発現ががんの増殖と生存に重要なシ

グナル伝達因子 Aktと Erk の活性化リン酸化

を促進することがわかった。これらの研究結

果から、PPP3CB が NFAT、Akt 経路および MAPK

経路を活性化することによって、神経芽腫の

増殖を促進すると考えられた。 

 

 一方、PPP3CB と PPP3CBmut を過剰発現させ

ると、転写因子 NFAT の標的遺伝子 c-Myc の

みならず、MYCN とβ-Catenin の発現上昇も

見られ、NFAT の新規標的遺伝子である可能性

が示唆された。我々は、MYCN とβ-Catenin

遺伝子のプロモーター領域において潜在的

な NFAT 結合モチーフを見出した。そして、

ルシフェラーゼレポーターアッセイにて検

証したところ、イオノマイシン処理で内在性

の NFAT を活性化させると、既知の NFAT 標的

c-Myc と同様に、MYCN とβ-Catenin プロモー

ター領域の転写活性が上昇した。また、NFAT2

を過剰発現させると、その転写活性がさらに

上昇した。また、恒常的活性変異体 PPP3CB

を過剰発現させる場合、三つの遺伝子ともそ

のプロモーター転写活性が上昇することが

わかった。これらの結果はMYCNとβ-Catenin 

が NFAT の標的遺伝子であることを示した。 

 

 PPP3CB はカルシニューリンの触媒サブユ

ニットであるため、カルシニューリン阻害剤

による PPP3CB シグナリングへの抑制とその

神経芽腫への抗腫瘍効果を検討した。その結

果、臨床的に用いられているカルシニューリ

ン阻害剤 Cyclosporin A と FK506 は共に神経

芽腫細胞株に対して時間および濃度依存性

に細胞増殖を抑え、プログラム細胞死を引き

起こすことが判明した。さらに、二種類の阻



害剤処理は、NFAT2とNFAT4の活性化を抑え、

PPP3CB の発現はタンパク質レベルで、NFAT

の標的遺伝子 c-Myc、MYCN とβ-Catenin の発

現は mRNA レベルとタンパク質レベルの両方

で低下することがわかった。これらの研究結

果はカルシニューリン阻害剤が PPP3CB の発

現と活性を抑えることによって NFAT の標的

遺伝子の発現を抑制し、神経芽腫に対して抗

腫瘍効果を発揮することを示し、PPP3CB を含

むカルシニューリンの活性阻害が高リスク

神経芽腫の有効な治療法の一つとなる可能

性が示唆された。 
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