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研究成果の概要（和文）： 
（１）プロテインホスファターゼによる、mRNAスプライシング、KIF3モーターを介した細
胞内輸送、および細胞増殖（ERK）経路におけう制御機構に関して重要な知見を得た。 
（２）肺癌サンプルにおけるプロテインホスファターゼ遺伝子発現の異常に関して重要な知見

を得た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
(1) Regulation of mRNA splicing, intracellular transport using KID3 motor, and ERK 
activation by protein phosphatases has been revealed. 
(2) Expression of protein phosphatase genes in lung tumor tissues has been analyzed. 
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１．研究開始当初の背景 

タンパクのリン酸化レベルは、キナーゼ

（リン酸化酵素）と、ホスファターゼ（脱リ

ン酸化酵素）の拮抗する作用によって調節さ

れる。キナーゼに対する阻害剤として開発さ

れた抗癌剤の、グリベック（BCR/ABL阻害剤）

やイレッサ（EGFレセプター阻害剤）の登場

で、細胞内タンパク質のリン酸化制御による

癌治療は、極めて有望かつ現実的な治療法と

なった。 

肺癌におけるキナーゼの研究は先行して

おり、例えば非小細胞癌でEGFレセプターの
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増幅や変異が認められ、イレッサ治療が現実

となった。一方ホスファターゼ側からの研究

は、その重要性にも関わらず、基礎研究その

ものが遅れていたこともあり、肺癌の発生や

悪性化に関して、その詳細はほとんど不明で

あった。 

現在主に開発されている分子標的抗癌剤

がキナーゼに対する阻害剤であとから、次の

世代の抗癌剤の標的が、ホスファターゼとな

ることは自明の理である。現在、世界中の基

礎研究者や製薬会社が、この新しいこの分野

に参入しつつある。 

 

２．研究の目的 

本研究は以下の４つの研究からなる。このう

ち（１）（２）（３）はホスファターゼの基礎

研究を癌診断・治療への発展させる試みであ

る。一方（４）は、臨床サンプルを用いて肺

癌組織におけるホスファターゼの異常の有

無を調べる研究である。これら４つの研究に

より、ホスファターゼを標的とした全く新し

い診断および治療の開発を目的としている。 

 

（１）ホスファターゼによるスプライシン

グの制御を標的とした新規癌治療法の開発 

 我々は、以前マイクロアレイの手法を用

いて、肺癌細胞培養株においてスプライシ

ングの異常があることを報告した。最近の

他のグループからの報告も含めると、スプ

ライシングは、新たな治療標的としての可

能性が高いと考える。 

 我々は、主要なPP1（セリンスレオニンホ

スファターゼ１型）とその制御タンパク

NIPP1からなるPP1/NIPP1複合体が、遺伝子

発現におけるスプライシング調節に、重要

な役割を果たすことを示唆するデータを得

ていた。本研究においては、PP1/NIPP1によ

るスプライシング制御機構に関して、新た

な治療標的としての可能性を探る。 

 

（２）ホスファターゼによる細胞内輸送制

御を標的とした新規癌治療・診断法の開発 

 我々は、酵母 2 ハイブリッドスクリーニ

ングにより、DUSP26（２重基質ホスファタ

ーゼ26）がKif3A(キネシンモータータンパ

ク)と結合することを見出していた。本研究

においては、DUSP26によるKif3Aの制御機

構、およびその異常と癌化との関係を明ら

かにする。 

 

（３）ホスファターゼによる、増殖制御の新

しい分子機構の解明 

 MKP７(MAPK ホスファターゼ７)は、我々が

同定したJNK特異的ホスファターゼである

が、他方でERKとも強い結合活性をもつこと

がわかっていた。本研究においては、基質で

はないERKとの結合のもつ意義を明らかに

し、新たな増殖制御機構および発癌との関係

を解明する。 

 

（４）肺癌組織における、ホスファターゼ分

子の異常の有無の検討 

癌におけるタンパクのリン酸化に関して、

初期の段階では、キナーゼ=癌化因子、ホス

ファターゼ＝癌化抑制因子、と想定されてい

た。しかし、個々のホスファターゼ分子の機

能が明らかにされ、むしろ悪性化に働く場合

があることも示されてきた。 

本研究では、先ず、宮城県立がんセンター

において肺癌組織バンクおよび肺癌の cDNA

バンクを作製する。次に、我々の過去約 20

年の基礎研究によって癌との関係が示唆さ

れた PTP(ホスホチロシンホスファターゼ)、

DSP（２重基質性ホスファターゼ）および PP

（セリン／スレオニンホスファターゼ）、そ

れに加えて、文献的に報告された癌関連

PTP,DSP,PP から選んだ分子種に焦点を当て、

肺癌 cDNA バンクにおける、これら分子の異

常の有無を体系的に調べる。 

 

３．研究の方法 

（１）ホスファターゼによるスプライシング

の制御を標的とした新規癌治療法の開発 

① PP1/NIPP1 複合体と結合するタンパク質

を同定する。 

② PP1の新規基質タンパクを同定する。 

③ NIPP1の過剰発現・発現抑制により、スプ

ライシングあるいは翻訳に異常を示す遺伝



子を同定する。 

④ 複合体に含まれるmRNAの種類、他のタン

パク質の同定を行う。NIPP1 のノックダウン

によりリン酸化状態の変化するタンパクの

同定を行う。 

 

（２）ホスファターゼによる細胞内輸送制

御を標的とした新規癌治療・診断法の開発 

①DUSP26 が結合する、 KIF モーター

（Kif3A/KIF3B/KAP3）複合体に含まれるタン

パクとして、APC、フォドリン、SmgGDS、PAR3、

N-カドヘリン、β-カテニンがある。我々の

見いだした LDP4 ダイマーとこれらのタンパ

クとの関係・他の未知の構成タンパクの有無

を解析する。 

② DUSP26の基質を明らかにする。 

③ DUSP26 の活性を持たない変異体を細胞内

に発現させ、細胞―細胞の接着、細胞の運動

への影響を解析する。 

 

（３）ホスファターゼによる、増殖制御の新

しい分子機構の解明 

MKP７存在下による、ERKのリン酸化・局在の

変化、転写活性（SREとAP1依存性）への影

響を調べる。 

 

（４）肺癌組織における、ホスファターゼ分

子の異常の有無の検討 

① リアルタイムPCRでPTP,DSP,PPに属す

る各種ホスファターゼ遺伝子群の発現量

（mRNAレベル）を定量的に測定する。 

② HRM を用いて、上記の遺伝子の変異の有

無を調べる。 

③ 特に記したもの（タンパクの安定性が癌

によって異常になっている可能性があるも

の）に関しては、特異的抗体により、タンパ

ク量をウエスタンブロットで解析する。 

 

４．研究成果 

 

基礎研究 ̶我々が見出したホスファターゼ

と癌との新しい接点̶ 

（１）ホスファターゼによるスプライシン

グの制御を標的とした新規癌治療法の開発 

① PP1 が、NIPP1 により核内（特にスプラ

イシングのマシナリー）にターゲットされる

ことを見出した。 

② 「PP1／NIPP1」酵素が、SAP155を脱リン

酸化することを明らかにした。 

③ 「PP1／NIPP1」酵素が、共発現させたベ

ータグロビン遺伝子のスプライシングを阻

害することを見出した。NIPP1の C末端欠損

体を用いるとこの阻害作用が著しく増大す

ることがわかった。 

④ 「PP1／NIPP1」酵素の脱リン酸化活性を

増強させることにより、スプライシングを阻

害し、細胞死を誘導することが明らかとなっ

た。 

⑤ SAP155 のリン酸化サイトにうち、

PP1/NIPP1 によって脱リン酸化される残基の

一部の同定に成功した。 

以上の研究は、「PP1／NIPP1」という脱リ

ン酸化酵素がスプライシングに重要である

こと、またこの「PP1／NIPP1」酵素の働きを

人為的に変化させることによりスプライシ

ングが止まり、がん細胞が自ら死ぬように仕

向ける事、即ちこの作用を用いた新しい癌治

療の可能性が示された。一連の仕事は論文 7 

に発表された。 

 

（２）ホスファターゼによる細胞内輸送制

御を標的とした新規癌治療・診断法の開発 

① 低分子量２重基質性ホスファターゼの

新しい分子種である DUSP26 の機能を探るた

めに 2 ハイブリッドスクリーニングをし、

KIF3Aを結合することを明らかとした 

② DUSP26が KIF3複合体に含まれることが

わかった。 

③ DUSP26 が、KAP3 が脱リン酸化されこと

を明らかとした。即ち、Dusp26が、KIF3Aを

介してKAP3Aと結合しかつ脱リン酸化するこ

とを見いだした。 

④ KIF3A の脱リン酸化により、N-cadherin、

βcatenin の細胞膜への輸送が障害され、細

胞接着が抑えられることを見いだした。 

以上の結果は、Dusp26は、細胞接着に重要

なホスファターゼであり、その発現低下によ

り細胞の播種や転移につながることが示唆

された。Dusp26の発現低下は様々な癌組織で



認められることから、Dusp26の発現制御、ま

たは KAP3 のリン酸化制御を標的とした新し

い治療への開発がつながることが期待され

た。この研究は論文２として発表された。 

 

（３）ホスファターゼによる、増殖制御の新

しい分子機構の解明 

① MKP7存在下において、細胞のERKの活性

化はむしろ増大し遅延することがわかった。

さらに、この現象は MKP7 のホスファターゼ

活性に依存しないことがわかった。 

② MKP7は、リン酸化したERKの核移行を阻

害し、細胞質の留めておく働きがあることが

わかった。 

③ MKP7 は、AP-1 を介した転写活性は、酵

素活性依存性に、SRE を介した酵素活性非依

存的に阻害することを明らかとした。 

 以上の所見は、ホスファターゼが、タンパ

クータンパク結合を介してシグナル伝達を

負に制御する稀有な例であった。従来ストレ

ス制御にみに働くと考えられていた MKP7 が

細胞増殖制御にも働くことを始めて報告し

た（論文1）。 

 

（４）肺癌組織における、ホスファターゼ分

子の異常の有無の検討 

① 前癌病変、早期肺癌、進行癌の生検、手

術検体、胸水、気管ブラシ洗浄液に関して、

凍結保存を行った。 

② 上記サンプルからトータルRNAの抽出を

行い、cDNAのバンク化を行った。サンプルは、

匿名化され、組織バンクとして管理するシス

テムを作製した。 

③  PTP, DSP, PPに属する全部で 50のホス

ファターゼ遺伝子発現の解析のため、TaqMan 

プローブを用いてのリアルタイムPCRの条件

を設定した。 

④ 遺伝子変異を簡便・安価・短時間にスク

リーニングするために、high resolution 

melting (HRM)システムを導入することとし

た。注目している分子に関する条件設定を行

った。 

 以上の解析により、ホスファターゼ遺伝子

のうち、肺癌でその発現の異常亢進が認めら

得るもの、異常減少が認められるものがある

ことがわかった。現在、さらに症例数を増や

してその普遍性を検討しているところであ

る。EGFRを脱リン酸化し、その活性を負に制

御するホスファターゼである PTPRT, PTPRZ, 

LAR, PTPN13, PTPN18 の活性ドメインにおけ

る変異の有無をスクリーニングしたが、50の

症例において、変異は認められなかった。 
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