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研究成果の概要（和文）：申請者は、乳がんにて高頻度に発現亢進を認めるBIG3の病態生理機能の解明につい
て、HER2陽性乳がんにおいて、HER2・EGF依存的PHB2抑制活性に関係したリン酸化部位を同定し、そのリン酸化
特異的抗体の樹立から免疫細胞染色法・生化学的実験にて、BIG3-PHB2複合体の細胞質およびミトコンドリアの
局在を明らかにした。また、BIG3-PHB2相互作用阻害によるミトコンドリア形態異常惹起を観察し、BIG3-PHB2が
ミトコンドリア形態維持に重要な役割を担うこと証明した。さらに、BIG3-PHB2相互作用阻害ペプチドERAPの分
子内架橋化による最適化を行い、その抗腫瘍効果向上に成功した。

研究成果の概要（英文）：We aimed to elucidate the pathophysiological functions of BIG3 that 
frequently up-regulated in breast cancers. In this study, we demonstrated the HER2-EGF 
signals-dependent phosphorylation sites for PHB2 inhibitory activity in HER2-positive breast cancer 
cells. Next, we generated the antibody which can specifically recognize each phosphorylation sites 
of PHB2 and demonstrated the specific cytoplasmic and mitochondrial localization of BIG3-PHB2 
complex in HER2-positive breast cancer cells. Also, we observed mitochondrial morphological 
abnormalities caused by BIG3-PHB2 interaction inhibition, suggesting that BIG3-PHB2 plays an 
important role in maintaining mitochondrial morphology. 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

キーワード： breast cancer　estrogen signaling　tumor suppressor　phosphorylation　dephosphorylation　onco
genic signaling　mitochondrial regulation

  １版

令和

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の抑制活性の制御介した乳がん細胞増殖機序の
解明は、現在のこれら三大受容体の発現に基づいた治療指針を大きく変える可能性があり、未だ不明な点が多い
乳がん細胞の増殖機構に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 
乳がんの約 70%はエストロゲン（E2）依存性であり、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経路と細胞膜直下に局在
する ER が膜型増殖因子受容体とのクロストークによる細胞内リン酸化カスケード活性化経路が
報告されている。しかしながら、これらの活性化機構では説明できない ER 陽性乳がんが認めら
れており、その分子機構は未だ不明な点が多く、詳細な ER 制御機構の解明が望まれている。 
申請者は、これまでに乳がん症例に高頻度に発現亢進を認める新規 ER 活性化制御分子 BIG3 
(Brefeldin A-inhibited guanine exchange 3)を同定し、ER陽性乳がん細胞において、BIG3 が
細胞質にて ER 活性抑制因子 PHB2(Prohibitin 2)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 (Cancer Sci, 
100: 1468, 2009; Nat Commun, 4: 2443, 2013)。しかしながら、BIG3 は、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 と結合することし
か分かっておらず、その制御機構は未だ不明であった。 
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 を ER 陽性乳がん細胞に添加した際に、E2 依存的に PHB2 のセリン残基のリン酸化が認めら
れた。さらに、in silico 解析から BIG3 にはセリン／スレオニンプロテインホスファターゼ
PP1αの結合配列が保存されていることが分かった。しかしながら、BIG3 には PP1αの活性ドメ
インは存在しないことから、BIG3 は PP1αの調節サブユニットとして機能し、PHB2 の脱リン酸
化を導いて、ER 抑制活性を制御するという仮説を立てた。 
さらに、申請者らはこれまでに(1)乳がん細胞の細胞質以外にミトコンドリアにも BIG3-PHB2 が
局在すること、(2)BIG3-PHB2 の結合阻害が E2 依存性の活性酸素種 ROS を減少させること、
(3)PHB2がミトコンドリアのROS産生を制御するという報告があること(Mol Biol Rep, 41, 3033, 
2014)から、BIG3(/PP1α)-PHB2 複合体のミトコンドリアでの機能解明が、がん細胞における新
たな BIG3 の生体機能の解明に繋がると考えた。 
 
２．研究の目的 
申請者らは、これまでに乳がん臨床検体を用いた網羅的発現解析を通じて、乳がんにて高頻度に
発現亢進を認める新規のエストロゲン受容体（ER）活性化制御分子 BIG3 (Brefeldin A-inhibited 
guanine exchange 3)を同定し、エストロゲン(E2)依存性乳がんにおいて BIG3 が ER 活性抑制因
子 PHB2 との結合を介して ER の恒常的活性化に重要な役割を担うことを証明した。しかしなが
ら、乳がん細胞における BIG3 タンパク質の詳細な病態生理機能は未だ不明である。本研究では、
BIG3の E2依存性乳がん細胞での役割の解明およびBIG3ノックアウトマウスを用いたBIG3の生
理機能の解明を通じて、BIG3 の発がん・進展に寄与する分子機構の解明と BIG3-PHB2 創薬を目
指す。 
 
３．研究の方法 
本研究期間内では、(1)乳がん細胞における BIG3-PP1αの結合・PHB2 のリン酸化の責任キナーゼ
の同定およびリン酸化/脱リン酸化の ER 抑制活性への影響、(2)BIG3-PHB2 複合体のミトコンド
リアでの機能解明、(3)新規 BIG3 結合タンパク質の同定および BIG3-PHB2 結合阻害ペプチドの
開発と抗腫瘍効果の検討、(4)BIG3-KO マウスの組織学的・生化学的解析、(5)大規模乳がん臨床
検体を用いた免疫染色による BIG3･PHB2 の発現解析と臨床的所見の相関解析を通じた PP1α
/BIG3 と PHB2 の臨床的意義について検討する。 
 
４．研究成果 
本研究期間にて、上述(4)については現在も解析続行中であるが、(1)(2)(3)(5)についての成果
概要は下記の通りである。 
(1)ER 陽性乳がん細胞において、BIG3 は、PP1αおよび PKA と複合体を形成し、エストロゲン依
存性に PKA によって S305, S1208 にてリン酸化されて、その PP1α 阻害活性がキャンセルされ
ることがわかった。その結果、PP1α脱リン酸化酵素活性が亢進して、PP1αの調整サブユニッ
トとして機能する BIG3 と、その基質である PHB2 が結合し、PHB2 の S39 のリン酸化が脱リン酸
化に導かれることがわかった。そして、PHB2 の S39 のリン酸化の責任キナーゼである PKCα を
同定した。これらのことから、BIG3 に結合する PHB2 には PKCαは結合できず、リン酸化不可能
となることがわかった。さらに、BIG3-PHB2 相互作用阻害ペプチド ERAP を投与することによっ
て BIG3 から解離した PHB2 には、迅速に PKCαが結合して、PHB2 の S39 が迅速にリン酸化され
ることがわかった。以上のことから、BIG3-PKA-PP1α複合体による PHB2 の脱リン酸化は抑制因
子の新しい不活化機構であることを明らかにした。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。 
(2)BIG3/PHB2 複合体のミトコンドリアにおける機能を精査したところ、BIG3-PHB2 相互作用阻
害ペプチド ERAP 投与による ROS の産生増加と PHB2 の核内への移行が認められた。さらに、
BIG3/PHB2 複合体のミトコンドリアにおける機能を精査したところ、BIG3-PHB2 相互作用阻害ペ
プチド ERAP 投与による ROS の産生増加と PHB2 の核内への移行が認められた。また、各 PHB2 リ
ン酸化部位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。続いて、ERAP 投与にてミトコンドリアタンパク



質を安定性の低下によるミトコンドリア形態異常惹起を明らかにした。 
(3)BIG3 高発現乳がん細胞において、BIG3/PHB2 相互作用阻害ペプチド ERAP 処理後の BIG3 およ
び PHB2 抗体を用いた免疫沈降産物の質量分析解析を行い、複数の新規の BIG3 結合タンパクお
よび PHB2 結合タンパク質を同定した。特に、数種の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た。続いて、ERAP の PHB2 結合部位がαヘリックス構造を示すこと
から、化学内架橋ペプチド(stERAP）の開発を試みた。その結果、stERAP は従来型 ERAP よりも
PHB2 への親和性が亢進し、αヘリックス構造がより維持され、細胞膜および核内への移行が投
与後１時間以内に迅速に認められた。さらに、プロテアーゼとしてキモトリプシン抵抗性の亢進
が認められ、特に、乳がん細胞同所性移植ヌードマウスを用いた in vivo 抗腫瘍効果を 1 週間
に 1度の尾静脈投与にて導かれることを明らかにした。続いて、二重分子内架橋化 ERAP および
Ｄ体化、逆アミノ酸合成による ERAP ペプチドの長期持続した BIG3-PHB2 相互作用阻害および in 
vivo 抗腫瘍効果の促進に成功した。 
(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て、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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