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研究成果の概要（和文）：PP6ホスファターゼは、触媒サブユニット(Ppp6c)と制御サブユニットからなる複合体
である。我々は、以前、Ppp6cが、がん抑制遺伝子であることを世界で初めて証明した。本研究では、証明した
が、本研究では、Ppp6cと変異型ＲＡＳとの関係を検討し、RASによって引き起こされる腫瘍形成を抑える機能が
あることを見出した。一方でPpp6cがメラノーマで高頻度に変異していることが報告されている、メラノーマ発
生との関係を検討した。 (212)

研究成果の概要（英文）：Here, we address the function of protein phosphatase 6 (PP6) loss on 
K-ras-initiated tumorigenesis in keratinocytes. To do so, we developed tamoxifen-inducible double 
mutant (K-rasG12D-expressing and Ppp6c-deficient) mice in which K-rasG12D expression is driven by 
the cytokeratin 14 (K14) promoter. Doubly-mutant mice showed early onset tumor formation in lip, 
nipples, external genitalia, anus and palms, and had to be sacrificed by three weeks after induction
 by tamoxifen, while comparably-treated K-rasG12D-expressing mice did not. HE-staining of lip tumors
 before euthanasia revealed that all were papillomas, some containing focal squamous cell carcinoma.
 Immunohistochemical analysis of lip tumor suggested that protein synthesis and survival signals are
 enhanced in lip tissues of doubly-mutant mice.  We also developed melanocyte specific 
tamoxifen-inducible double mutant (BRAFV600E-expressing and Ppp6c-deficient) mic mice to address the
 function of PP6 in melanogenesis. (984)

研究分野： がん抑制遺伝子、発がん

キーワード： プロテインホスファターゼ　Kras

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
プロテインキナーゼの異常が発がんの原因となっていることは明らかである。一方で、ホスファターゼが原因と
なる発がんに関しては研究が遅れていた。申請者は、PP6ホスファターゼ (Ppp6c)遺伝子を 皮膚特異的に欠損す
るマウスを作製し、DMBA処理や紫外線照射により腫瘍が高率に発生する事を見いだした。本研究は、これまでの
研究の継続として、Ppp6cと発がんとの関連を明らかにすることである。(193)

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
貝毒成分のオカダ酸が、マウス皮膚 DMBA 化学発がん実験において強力な腫瘍プロモータ
ーとして働くことは、1989 年の藤木らが発見した。前後して、オカダ酸が種々のプロテインホ
スファターゼの阻害剤である事が報告された。しかし、その腫瘍プロモーション作用における、
標的ホスファターゼの同定、またその遺伝子異常とヒト発がんとの関係は不明のままであっ
た。 
申請者は、PP6 ホスファターゼの触媒サブユニット(Ppp6c)遺伝子を 皮膚特異的に欠損する
マウスを作製し、化学発がん･紫外線発がん実験を行った。Ppp6c 欠損皮膚では、①DMBA
処理により早期かつ高率にパピローマが発生し、②紫外線照射により皮膚基底細胞がんが
高率に発生する事を見いだした。 
これらは、オカダ酸と腫瘍発生の間のミッシングリンクが Ppp6c である事を示唆し、Ppp6c が
新規がん抑制遺伝子である証明となった。今年になり、Ppp6c が皮膚基底細胞がんの 27%
に欠損または変異があることが報告され、我々のマウスでの証明が実際のヒトの臨床で当
てはまると考えられた。 
 

２．研究の目的 
課題 1．仮説「Ppp6c 機能不全は、活性化 RAS による腫瘍化を促進する」の証明 
申請者は、マウス皮膚 DMBA 発がん実験により、Ppp6c 機能不全が早期および高率にパ
ピローマを誘導することを示したが、その理由として、DMBA によって発生した RAS 遺
伝子の変異が、Ppp6c 機能不全と相互作用をもち、腫瘍形成をドライブすることが想
像できた。そこで、タモキシフェン（TAM）処理により、扁平上皮に２重変異（変異型
KRAS と Ppp6c 欠損の両方）を誘導可能なマウスを作製し、変異型 KRAS による腫瘍発
生に対する Ppp6c 機能不全の意義を解析することにした。 
 
課題 2．仮説「Ppp6c がメラノーマのがん抑制遺伝子である」の証明 
COSMIC（がん組織における遺伝子変異）データベースより、メラノーマの 8 %におい
て Ppp6c 遺伝子変異があることが報告された。また Ppp6c 変異（活性喪失型）を持つ
がん組織において、BRAF または NRAS 変異が存在する。従って、Ppp6c 変異は、この２
つのがん遺伝子と協調して腫瘍化を引き起こす事が示唆される。一方興味あることに、
これまで主要なメラノーマ抑制遺伝子として知られていたPTEN(変異率 15 %)は、Ppp6c
変異とは共存しない。これらの事は、Ppp6c が、メラノーマの新たな主要がん抑制遺
伝子であることを強く示唆する。しかし、これを証明した発がん実験はまだ行われて
いない。本マウスをもつ我々が一刻も早く、「Ppp6c は、メラノーマのがん抑制遺伝
子か否か」を証明する。 
 
課題 3．仮説「Ppp6c は、皮膚がん以外でもがん抑制遺伝子として働く」の証明 
Prognoscan（遺伝子の発現と予後の関連）データベースで、頭頸部がん、肺がん、卵
巣がんで、Ppp6c 遺伝子の発現低下と予後不良の強い相関関係が示されている。我々
のもつ conditional マウスで発がん実験を行い、これらの組織で、Ppp6c が、がん抑
制遺伝子として働くか否かを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
課題 1：仮説「Ppp6c 機能不全は、活性化 RAS による腫瘍化を促進する」の証明 
組織の肥厚･腫瘍化の経時的解析 TAM により、扁平上皮特異的に 2重変異（変異型 KRAS
＋Ppp6c 欠損）、変異型 KRAS、Ppp6c 欠損を誘導し、経時的に、口唇組織採取し、下
記の項目についての分析・解析を行う。①細胞増殖： Ki-67 の発現 ②細胞老化：老
化特異的βガラクトシダーゼ活性、細胞周期阻害因子、SASP 因子の発現 ③シグナル
経路：ERK 経路、AKT 経路、S6 キナーゼ経路の活性化状態の変化 
 
課題 2．仮説「Ppp6c がメラノーマのがん抑制遺伝子である」の証明 
メラノーマ誘導マウス（B-rafF-V600E/＋；Ptenloxp/＋；Tyrosinase-CreERT2）マウスを購入し



Ppp6c Ppp6cflox/floxマウスと掛け合わせ、メラノサイト特異的２重変異（変異型BRAF発現
とPpp6c欠損）誘導可能なマウスを作製する。タモキシフェン（TAM）により変異を誘
導させ、Ppp6c欠損によるメラノーマの発生誘導を、PTEN欠損のそれと比較する。 
 
課題 3．仮説「Ppp6c は、皮膚がん以外でもがん抑制遺伝子として働く」の証明 
(1) 頭頸部がん： 扁平上皮特異的 Ppp6c 欠損誘導マウス（K14-CreTAM; Ppp6cflox/flox）
を用いて、4NQO による発がん実験を行う。 
(2) 卵巣がん: Ade-CRE により、卵巣特異的に、２重変異（変異型 Kras + Ppp6c 欠
損）を誘導させ、発がん実験を行う。 
 
４．研究成果 
 
課題 1：仮説「Ppp6c 機能不全は、活性化 RAS による腫瘍化を促進する」の証明 

 皮膚上皮細胞の基底細胞に特異的に K-rasG12D誘導発現するマウスと、K-rasG12D誘
導発現に加えて Ppp6c の欠損を誘導可能な２重変異マウスを作製し比較検討した。そ
の結果、２重変異マウスではきわめて早期に口唇、乳頭、外生殖器、肛門、手足に
papilloma を形成し、その一部には squamous cell carcinoma の局在を認めた。免疫
組織化学的検査を加えた検討では K-rasG12D誘導発現マウスと比べて２重変異マウスで
は細胞周期の亢進と細胞サイズの増大を認めた。さらに２重変異マウスでは AKT のリ
ン酸化と AKT シグナル経路の下流に位置する 4EBP1、S6、GSK3 のリン酸化が増加して
おり、タンパク合成の亢進と生存シグナルの増強が示唆された。２重変異マウスでは
サイトケラチン 14 陽性細胞の局在に変化を認めたことからケラチノサイトの分化異
常が示唆された。また γH2AX 陽性細胞が増加していたことから DNA 修復の障害も示唆
された。以上のことから、Ppp6c の欠損は、Kras 依存的な腫瘍発生を亢進することが
示された。 
 
課題 2．仮説「Ppp6c がメラノーマのがん抑制遺伝子である」の証明 

我 々 が 持 つ Ppp6cF/F マ ウ ス と 、 メ ラ ノ ー マ 誘 導 マ ウ ス
（Tyrosinase-CreERT2;BRAFF-V600E/+；PTENF/F）(Jackson 研)を掛け合わせて、以下の 3種
類のマウスの作製に成功した。①変異型 B-raf+Ppp6c ホモ欠損： Tyrosinase-CreERT2; 
BRAFF-V600E/+ ； Ppp6cF/F ② 変 異 型 B-raf+Ppp6c ヘ テ ロ 欠 損 ： Tyrosinase-CreERT2; 
BRAFF-V600E/+ ； Ppp6cF/ ＋ ③変異型 B-raf+Ppp6c 正常：    Tyrosinase-CreERT2; 
BRAFF-V600E/+；Ppp6c＋/＋、これらのマウスを剃毛して、タモキシフェンを塗布して 1年経
過したが、それだけでは①、②、③いずれにおいても、腫瘍形成が認められないこと
がわかった。そこで、剃毛、タモキシフェン投与の後に、UV 照射を行うことにした。
その結果、紫外線照射により、Ppp6c 正常マウス（③）に比べて、Ppp6c ヘテロ欠損マ
ウス（②）が、腫瘍の発症亢進を示した。現在、N数を揃えてさらに検討中である。 
 
課題 3．仮説「Ppp6c は、皮膚がん以外でもがん抑制遺伝子として働く」の証明 
(1)頭頸部がん: 扁平上皮特異的 Ppp6c 欠損誘導マウス（K14-CreTAM; Ppp6cflox/flox）を
用いて、TAM 処理後に 4NQO を経口摂取させ、Ppp6c 欠損による舌・口腔内・食道にお
ける発がんの亢進の有無を調べた。コントロールマウス（K14-CreTAM; Ppp6c+/+）と比
較して、腫瘍発生に明確な差異は認められなかった。 
(2)卵巣がん: Ppp6cflox/flox; KRASLSL-G12D/＋マウスとコントロールマウス（Ppp6c+/+; 
KRASLSL-G12D/＋）を用いた。開腹手術により Ade-CRE を感染させ、2重変異（変異型 KRAS
と Ppp6c 欠損）を誘導した。Ppp6c 欠損による、明確な卵巣腫瘍発生亢進作用は認め
られなかった。 
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