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研究成果の概要（和文）：申請者らが発見したCaMキナーゼホスファターゼ（CaMKP、別名 PPM1F/POPX2）は、最
近の研究により、がん細胞の浸潤・遊走を制御する鍵酵素であることが明らかになってきた。本酵素の特異的阻
害剤の探索研究の一環として、最近、ユニークな阻害様式を示す化合物群を同定した。これらの特異的阻害剤は
細胞毒性も低いので、副作用の少ないがん転移阻害剤、あるいはその開発のためのリーディング化合物になるこ
とが期待できる。本研究計画では、これらの有用性を示すことにより、がん細胞の完全撲滅ではなく、がんの転
移・浸潤を効果的に抑制して、がんと共存するという新しい概念に基づく“制がん剤”の可能性を提示する。

研究成果の概要（英文）：Recent studies have revealed that CaM kinase phosphatase (CaMKP, also known 
as PPM1F/POPX2), discovered by our research group, is a key enzyme that regulates invasion and 
migration of cancer cells. As part of our search for specific inhibitors of this enzyme, we have 
recently identified a group of compounds that exhibit a unique mode of inhibition. Since these 
specific inhibitors have low cytotoxicity, they are expected to become leading compounds for the 
development of cancer metastasis inhibitors with low side effects. By demonstrating the usefulness 
of these compounds, this research plan presents the possibility of  novel "anticancer agents" based 
on the new concept of coexistence with cancer by effectively inhibiting metastasis and invasion of 
cancer cells, rather than their complete eradication.

研究分野： 生化学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
超高齢化社会にあっては、がんの完全撲滅よりも、がんの病態を制御しつつ、「生活の質」を損なわずに有意義
な人生を送るような治療戦略が重要である。その際に必要なのは、がん細胞を殺さないが、がんの転移・浸潤を
効果的に抑制するような薬剤である。そのような制がん戦略のための基礎研究として、新たなCaMKP阻害剤とし
て見いだしたgallic acid 及びその誘導体に関して、そのユニークな阻害機構を解明するとともに、これらが乳
がん細胞の遊走に及ぼす効果、並びにこれらの細胞毒性について検証した。また、以前報告したCaMKP阻害剤に
ついても、乳がん細胞の遊走阻害効果と細胞毒性に関する詳細な検討を行った。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

CaMKP(POPX2/PPM1F)は 1998 年にラット脳より、CaM キナーゼⅡの自己リン酸化部位を脱リン酸

化する酵素として、申請者らによって発見・精製された PPM ファミリーに属するセリン／スレオ

ニンプロテインホスファターゼである[JBC 273 (1998) 1904, ABB 640 (2018) 83]。近年、CaMKP と

がん細胞の遊走・浸潤との関連が相次いで報告されるようになった。Susila らは乳がん細胞の

転移浸潤能が CaMKP をノックダウンすることによって顕著に抑制され、過剰発現によって遊走

能が亢進することを明らかにした[Cell Cycle 9 (2010) 179]。一方、Jurmeister らはがんの悪性度

とよく相関することが知られている microRNA である miR-200c のターゲット分子を探索し、新

たなターゲットとして、FHOD1 と CaMKP を同定した。それらの発現レベルは各種乳がん細胞株や

乳がん患者の生検サンプルにおいて miR-200c の発現レベルと逆相関していること、これらが細

胞の形態やストレスファイバーの形成、遊走・浸潤能の制御に密接に関わる事などが示された

[MCB 32 (2012) 633]。Luoらはがん抑制性のmicro RNAであるmiR-149のターゲット分子がCaMKP

であることを明らかにし、さらに miR-149 による CaMKP の発現阻害が、肝がん細胞の遊走・浸潤

を抑制することを示した[Oncotarget 6 (2015) 37808]。またニコチンによる発がんにも CaMKP が深

く関わっていることが報告されている[Oncotarget 7 (2016) 77516]。 

 このように CaMKP が、がんを含む各種疾患の発症に関わりの深いことを示す報告が近年急速

に増加してきており、本酵素は新たなドラッグターゲットとして注目されつつある。しかしなが

ら、本酵素を含む PPM ファミリーホスファターゼの特異的阻害剤の報告例は極めて少ない。申請

者らは以前より CaMKP 特異的阻害剤の開発を目指した探索的研究を進めており、CaMKP を阻害す

るが類縁酵素であるPPM1Aを殆ど阻害しない化合物として、1-amino-8-naphthol-4-sulfonic acid (ANS)

及び1-amino-8-naphthol-2,4-disulfonic acid (ANDS)を同定した [BBRC 363 (2007) 715]。しかしなが

ら、これらの化合物の特異性はまだ十分ではなく、より特異性の高い阻害剤の創製を目指して、東大創薬

機構より提供された化合物ライブラリーの更なるスクリーニングを続けていたところ、最近、同様の阻害

活性を持つ化合物として、上記ANS/ANDSと全く構造の異なるgallic acid 及びその誘導体を同定した。ま

た、その阻害機構として、通常の酵素阻害剤とは異なり、酵素タンパク質のカルボニル化を引き起こすこ

とが明らかとなった。 

 

２．研究の目的 

進行がんの有効な治療法の開発は喫緊の課題であるが、特に今後の高齢化社会にあっては、が

んの完全撲滅よりも、がんの病態をうまくコントロールし、「生活の質」を損なわずに意義のあ

る人生を送るような治療戦略がより重要性を増すものと考えられる。その際に必要になってく

るのは、がん細胞を殺すことを目的とするのではなく、細胞毒性は弱いが、がんの転移・浸潤を

効果的に抑制するような薬剤である。副作用の少ない＝細胞毒性の低い“制がん剤”開発の社会

的意義はまさにこの点にある。そのような新たな制がん戦略のための基礎研究として、本研究計

画においては、今般新たに見いだした CaMKP 阻害剤である gallic acid 及びその誘導体に関して、

カルボニル化を介するユニークな阻害機構を解明するとともに、これらが乳がん細胞の遊走に及ぼす効果、

並びにこれらの細胞毒性について検証した。また、既報のCaMKP阻害剤であるANS, ANDSについても、乳

がん細胞の遊走阻害効果と細胞毒性に関する報告はない。そこで、これらの阻害剤についても、乳がん細

胞の遊走阻害効果と細胞毒性に関して、論文発表に耐え得る定量的なデータを取得するとともに、CaMKP活

性との相関についても詳細な検討を行った。併せて遊走阻害の分子機構を検討するため、細胞極性との関

係を調べ、またCaMKPの細胞内基質の一つであると考えられるCaMKIに着目した研究も行った。 

 

３．研究の方法 

CaMKP 活性の測定には、リン酸化ペプチド pp10 を基質としたマラカイトグリーンアッセイ法

による吸光光度法を用いた。細胞抽出液中の CaMKP 活性の評価には、超音波破砕によって得られ

た細胞抽出液から、CaMKP を抗 CaMKP 抗体を用いて免疫沈降し、その免疫沈降物中の CaMKP 活性

を上記、マラカイトグリーン法によって測定した。同時に免疫沈降物中の CaMKP 量をウェスタン



ブロッティングによって評価した。タンパク質カルボニル化の検出にはビオチンヒドラジドを

使用したウェスタンブロッティングを用いた。阻害剤の乳がん細胞遊走阻害活性は、ボイデンチ

ャンバーを用いた Transwell migration assay により、阻害剤処理 22 時間後に遊走した細胞

をカウントして遊走率を求めた。細胞毒性は Cell Counting Kit-8 (同仁 CCK-8)を用いた方

法、及びトリパンブルー染色を用いた方法により評価した。細胞極性への影響は、乳がん細胞

を阻害剤で 22 時間処理した後、F-アクチンを免疫蛍光染色によって可視化し、その染色画像

から ImageJ で細胞の長径/短径を定量することにより評価した。 

 

４．研究成果 

1）gallic acid及びそのアルキルエステルによるCaMKPの特異的阻害について 

東大創薬機構から提供された化合物ライブラリーの大規模スクリーニングの結果、ピロガロ

ール骨格を持つ gallic acid が、近縁のPPM1Aを殆ど阻害せず、CaMKPを強く阻害することが判明した。

そこで細胞膜透過性がより高いと考えられるmethyl gallate, ethyl gallate, propyl gallateなどのア

ルキルエステルも併せて検討したところ、これらも同様にCaMKPを特異的に阻害することが分かった。次

にこれらの化合物を CaMKP と時間を変えてプレインキュベートし、酵素活性を測定したところ、

時間依存的に強く活性を阻害した。この時、ビオチンヒドラジドを用いウェスタンブロッティン

グで酵素タンパク質のカルボニル化を調べたところ、時間依存的に CaMKP が顕著にカルボニル

化されていたが、PPM1A のカルボニル化は殆ど認められなかった。SH 基を有するシステナミンや

2-メルカプトエタノールは、このカルボニル化を強く阻害したが、この時、カルボニル化の阻害

に伴って CaMKP 活性の阻害も強く抑制された。ピロガロール骨格の 4 位の水酸基をメチル化し

た化合物では、CaMKP のカルボニル化、酵素活性阻害が共に見られず、CaMKP の阻害には、ピロ

ガロール骨格の 4 位の水酸基が必須であることが示された。これらの結果から、gallic acid 及

びそのアルキルエステルによる CaMKP の阻害は、CaMKP タンパク質のカルボニル化反応を介するものであ

り、このカルボニル化には、何らかのラジカル反応が関与していることが示唆された。 

アスコルビン酸＋Fe2+によってタンパク質がカルボニル化されることはよく知られているので、この化学

的カルボニル化とethyl gallateによるカルボニル化を比較してみたところ、カルボニル化の程度は同程

度であるにも関わらず、前者では30％程度のCaMKP活性の低下が認められたに過ぎなかったのに対し、後

者ではCaMKP活性がほぼ完全に消失していた。従って、ethyl gallateによるカルボニル化は、アスコルビ

ン酸＋Fe2+による非特異的なカルボニル化とは異なり、特定の部位、恐らくは活性中心またはその近傍で起

こっているのであろうと推察された。酵素活性を失った変異酵素では全くカルボニル化が起こらな

いこと、基質リン酸化ペプチド存在下ではカルボニル化が顕著に亢進すること、このカルボニル

化反応には Mn2+や Fe2+, Co2+などの２価の金属イオンが必須であったことなどから、CaMKP の活

性中心の金属結合部位、基質ペプチド結合部位などの活性中心、またはその近傍に gallic acid

及びそのアルキルエステルが結合し、何らかのラジカル反応を介して近傍のアミノ酸側鎖をカルボニル化

する結果、CaMKP活性が不可逆的に阻害される機構が考えられた。老化などによってタンパク質がカルボニ

ル化され、生理機能に影響を及ぼす例はよく知られているが、阻害剤が酵素をカルボニル化する結果、特

異的阻害をもたらす例は、我々の知る限りこれまでに報告例はない。今後、化合物の合成展開をおこない、

このような新奇な阻害機構を利用した、より阻害特異性・阻害活性の高い阻害剤をデザインすることがで

きるかも知れない。（以上、第59回日本生化学会中四国支部例会・第91回日本生化学会大会発表、国際誌

論文投稿予定） 

更に興味深い点は、これらの化合物のうち、ethyl gallate, propyl gallateは既に酸化防止剤として

広く食品添加物に利用されており、その細胞毒性が極めて低いことが確立されているという点である。実

際、これらの化合物を用いて、乳がん細胞MDA-MB-231細胞の細胞遊走活性に対する影響を評価したところ、

細胞毒性を全く示さない濃度範囲で、乳がん細胞の遊走を強く阻害する効果を認めている。従って、今後、

これらの化合物の構造を元に、様々な化合物をデザインすることで改良を加え、より効果的な“低毒性が

ん転移抑制剤”を創製することができるかも知れない。 

 

2）アミノナフトール系 CaMKP 阻害剤(ANS/ANDS)による乳がん細胞遊走阻害効果について 

申請者らが CaMKP 特異的阻害剤として既に報告した ANS/ANDS について、乳がん細胞の遊走に

及ぼす効果を検証した。まず細胞遊走と CaMKP の関係を調べるため、遊走活性が異なる 3種のヒ



ト乳がん細胞株、MDA-MB-231, T47D, MCF-7 について、CaMKP の発現量をウェスタンブロッティ

ングで、活性を免疫沈降/CaMKP アッセイによって調べた。その結果、CaMKP 発現量・CaMKP 活性

が高い細胞株ほど、細胞遊走活性も高いことが分かった。次に遊走活性の高い MDA-MB-231 細胞

を用い、CaMKP 阻害剤 ANS 及び ANDS と、その構造類似体で CaMKP 阻害活性のないナフチオン酸

の細胞遊走に及ぼす効果を調べたところ、ANS 及び ANDS は細胞遊走を顕著に阻害したのに対し

（IC50 = 10-20 µM）、ナフチオン酸では殆ど阻害が認められなかった。また、この時、2種の異

なる手法で細胞毒性を調べたところ、細胞遊走を阻害する濃度範囲では、いずれも全く細胞毒性

は認められなかった。またこの時、CaMKP の細胞内基質の一つと考えられる CaMKI のリン酸化状

態をリン酸化特異的抗体によるウェスタンブロッティングによって調べたところ、ナフチオン

酸処理では、未処理の細胞と CaMKI のリン酸化状態は変化がなかったのに対し、ANS/ANDS 処理

の細胞では CaMKI のリン酸化状態が顕著に亢進していた。従って、ANS/ANDS は確かに細胞内の

CaMKP 活性を阻害していたものと考えられる。 

一方、CaMKP 発現を RNAi により抑制すると、細胞遊走が阻害されるとともに、細胞が極性を失

って丸い形のものが多くなることが報告されている。そこで、これら阻害剤の処理によっても同

等の変化が見られるかどうかを検証した。細胞の長径/短径比を画像解析によって算出し、比較

したところ、CaMKP 阻害活性のないナフチオン酸では未処理細胞と全く変化がなかったのに対し、

細胞遊走を顕著に阻害した 10 µM ANS では長径/短径比が有意に低下していた。CaMKP が細胞の

アクチン細胞骨格制御や中心体の位置制御に関わることが報告されているので、これらの CaMKP

阻害剤は CaMKP を阻害することで、細胞遊走に必要な細胞の突起/極性の形成を阻害し、それに

よって細胞遊走を阻害している可能性が考えられる。 

 このようにアミノナフトール系 CaMKP 阻害剤も、有意な毒性なくヒト乳がん細胞の遊走を顕

著に阻害することから、副作用の少ない“低毒性がん転移抑制剤”の候補化合物、或いはその創製に

繋がるリーディング化合物として有望であることが期待される。 

（以上、第 43 回日本分子生物学会年会オンライン発表、国際誌論文投稿予定） 

 

3）その他 

細胞分化や神経突起伸長などの様々な生命現象に関与するCa2+/カルモジュリン (CaM) 依存 

性プロテインキナーゼ I (CaMKI) は、Ca2+シグナリングの下流で働くSer/Thr キナーゼであ

り、細胞内におけるCaMKPの基質の一つであると考えられる。最近の研究ではアイソフォームの

一つであるCaMKIδと乳がん細胞の転移浸潤との関わりも示唆されている[Mol.Oncol. 2 (2008) 
327]。そこでCaMKP阻害剤の乳がん細胞遊走阻害の分子機構を解明するという観点からCaMKIδ

に関する検討も行っていたところ、S296 の自己リン酸化を介して活性化するという、これまで

知られている活性化ループのリン酸化部位のCaMKキナーゼによるリン酸化とは異なるユニーク

な活性化機構を見いだした[ABB 688 (2019) 29]。また、CaMKIδには4種の異なるアイソフォー

ムが存在することを偶々見いだし、それらの生化学的性質の違いを明らかにした[JB 169 (2021) 
445]。 

 この他、CaMKPと同じPPMファミリーに属するPPM1Hも膵臓がん細胞の転移浸潤の抑制、乳がん

における抗がん剤耐性の抑制に関わることが報告されているが[Cancer Discov.1 (2011) 326]、こ

のPPM1HがPKAとCaMKIによる二重のリン酸化制御を受けて、Smad1による転写制御を調節してい

る可能性を示した[BBRC 530 (2020) 513]。これらの知見は、今のところ乳がん細胞の遊走浸潤

との直接的関与は不明であるが、将来何らかの機能的意義が示唆される可能性もある。 

 

以上、記したような基礎研究の成果を元に、より毒性が低く、且つ効果的にがんの転移・浸

潤を抑制する薬剤をデザインすることが出来れば、がん細胞の完全撲滅ではなく、がんの転

移・浸潤を効果的に抑制して、がんと共存するという新しいコンセプトに基づくがん治療が可

能となる。新奇酵素の発見という申請者ら自身の手に成る最も基礎的な研究が端緒となって、

社会的にも意義のある新しい臨床応用が誕生するなら、本邦発の基礎科学の底力を世界に発信

することが出来る。これこそが本研究計画の究極の目標でもある。 
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