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研究成果の概要（和文）：この研究の目的は、動物細胞内で主要なSer/ThrホスファターゼであるPP1の調節タン
パク質であるPHI-1の機能とその細胞内での役割を理解することです。PHI-1はPP1と関連し、細胞内のプロセス
やシグナル伝達に重要な役割を果たすことが示唆されていましたが、その機能や相互作用はほとんど分かってい
ませんでした。本研究では、PHI-1の発現解析、遺伝子ノックダウン、EGFシグナル伝達経路との関連性、PHI-1
によるRaf-1調節機構の解析などの実験を行い、PHI-1の機能とその細胞内での役割に関する新たな知見を提供し
ました。加えて、新たな未知キナーゼ検出方法を開発しました。

研究成果の概要（英文）：The goal of this study was to understand the function of PHI-1, a regulatory
 protein of PP1, the major Ser/Thr phosphatase, and its role in the cell. PHI-1 has been suggested 
to play  important roles in cellular processes and signal transduction, although the function was 
largely unknown. In this study, we performed experiments including expression analysis of PHI-1, 
gene knockdown, association with the EGF signaling pathway, and analysis of Raf-1 regulation by 
PHI-1, providing new insights into the function of PHI-1 and its intracellular role. In addition, we
 developed a new unknown kinase detection method.

研究分野： Molecular physiology

キーワード： Cell signaling

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、PP1調節タンパク質であるPHI-1の機能解明に貢献しました。PHI-1の細胞内での役割が明らか
になることで、PP1を介した細胞のシグナル伝達や病理学的な変化に関与するメカニズムを理解する上で重要な
情報となります。さらに、PHI-1が関与する細胞増殖やアポトーシス制御などの生理的プロセスの理解は、がん
や他の疾患の発症や進行に関連することが示唆されました。したがって、本研究の成果は、細胞生物学や病態生
理学の研究分野において新たな知識を提供し、将来的には新しい治療法や治療標的の開発につながる可能性があ
ります。

※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 

  PP1 研究の意義：プロテインホスファターゼシグナルの不全が細胞の病的変化を引きおこす
証拠が集積してきている状況でした。PP1 は構造・機能が酵母からヒトまで保存されていて、そ
の細胞内発現量が２番目に多い Ser/Thr ホスファターゼです。細胞内において PP1 は、およそ
100 種類ほど報告されている PP1 調節タンパク質と会合し、様々な複合体や細胞内小器官の一部
に組み込まれて特定の機能を制御しています。従って、細胞内の PP1 シグナルを理解し、それら
が関与する病気の原因を突き止めその有効な治療方法を開発するためには、PP1 調節タンパク質
の細胞機能を明らかにする必要があります。しかしながら、現在までに解析が進んでいる PP1 調
節タンパク質は、DARRP32, Inihibtor-2, MYPT1, GADD34, PNUT, CPI-17 などに限られているの
が現状でした。 
 PHI-1 とは？：我々は PP1 に属するミオシンホスファターゼを制御する新しい調節タンパク質
CPI-17 を発見しました(Eto et al 1995, 1997)。現在までに、CPI-17 は平滑筋と神経細胞に発
現し、アゴニスト刺激に応じた PKC と ROCK 活性化をミオシンホスファターゼ阻害へと伝達し、
血圧調節や小脳運動記憶に働いていることが明らかとなっています（総説：Eto 2009, Eto & 
Brautigan 2014, Eto & Kitazawa 2017）。 
 PHI-1 は最初に同定された CPI-17 のアナログです(Eto et al 1999)。しかし、PHI-1 のミオ
シンホスファターゼに対する阻害活性は限定的で、その生理的な機能は CPI-17 とは区別できま
す(Kitazawa, Eto et al  2004)。ディープトランスクリプトームの結果、PHI-1 は HeLa 細胞に
おいて最も発現量の多いPP1調節タンパク質であることが報告されました(Nagaraj et al 2011)。
また、その一次構造は脊椎動物間で保存されており、発現はこれまで調べたほぼ全ての組織・細
胞に認められます（図 1）。従って、PHI-1 の細胞内機能を理解することで、脊椎動物細胞にプ
ログラムされた PP1 シグナルの中心的な役割を決定できると期待されます。しかし、PHI-1 の構
造・機能解析は十分に進んでおらず、細胞内標的は
全くわかっていませんでした。 
２．研究の目的 

 「なぜ、PHI-1 は全ての動物細胞に必要なのだろ
うか？」この点を明らかにするために、我々は予備
実験として PHI-1 をノックダウンした細胞のホスホ
プロテオム解析を行いました。その結果、PHI-1 の
発現量を抑えると①ERK1/2 のリン酸化(21 倍)、②
Raf-1 の発現量増加(7 倍)（、とそれに伴う③EGF 刺
激に対する細胞感受性上昇が観測されました。一方、Raf-1 mRNA 量の亢進は認められません。
以上の結果より、「PP1•PHI-1 シグナルが Raf-1 合成・分解(Proteostasis)を調節し、Raf-1 シ
グナルの強度(Robustness)を定義している」のではないかと考えました。 
 Raf-1は EGFなどの細胞増殖因子刺激を受けて細胞増殖を調節するだけではなく、ROCKや ASK、
BRaf との相互作用を介して細胞運動や細胞死シグナルを制御する多機能キナーゼです。本研究
では、未知の PP1•PHI-1 シグナルが Raf-1 proteostasis を介していかに細胞機能の調節に関わ
っているのかを明らかにすることで、動物細胞において PP1 シグナルが担う大事な役割の一つ
を分子・細胞レベルで理解することを目的としました。 
 本研究は以下の点に特に独自性・創造性があると考えています。 

 機能未知のタンパク質 PHI-1 シグナルを研究の切り口にして、新規のホスファターゼシ
グナルを解明できる点。 

 これまで行ってきた CPI-17 研究の経験と予備実験結果より設計された、未発表の機能
改変変異体などを用いた実験方法。 

 予想される研究成果より、全く新しいタイプの Raf-1 シグナル制御機構が明らかになる
であろう点。  

３．研究の方法 

PHI-1 の発現解析と機能解析: 
 HEK293 細胞を用いた PHI-1 の発現解析と発現レベルの評価 
 RNA 干渉による PHI-1 の発現抑制とその機能変化の調査 
 細胞増殖とアポトーシス制御の評価と caspase-3 の活性測定 
EGF シグナル伝達経路との関連性の研究: 

 PHI-1 発現抑制下での EGF による ERK1/2 のリン酸化状態の解析 
 Western blotting 法を用いた EG シグナル伝達経路の関連タンパク質の変化の検討 
PHI-1 と Raf-1 の相互作用解析: 

 PHI-1 と Raf-1 の結合の有無と機能的意義の解析 
 免疫沈降や共免疫染色法を用いた相互作用解析 
 PHI-1 の発現レベルが Raf-1 の発現に与える影響の評価 



４．研究成果 

 1）HEK293 細胞における PHI-1 の発
現解析を行いました。qRT-PCR を使用
してPHI-1の発現レベルを測定した結
果、HEK293 細胞での PHI-1 の発現が比
較的高いことが明らかになりました。
これは、PHI-1 が特定の細胞タイプで
重要な役割を果たしている可能性を
示唆しています。遺伝子データベース
を用いてPHI-1遺伝子の種間の相同性
を調べたところ、調べた全ての哺乳
類・魚類･両生類には PHI-1 の遺伝子
が確認できましたが、鳥類において限
られた種にのみPHI-1遺伝子が見つか
り、鳥類では何らかの補償が行われて
いることが推測されました（右図）。 
 2）PHI-1 の機能解明に向けた遺伝子
ノックダウン実験を行いました。
HEK293 細胞において PHI-1 の発現を
抑制することで、細胞増殖が促進され
ることが明らかになりました。また、
caspase-3 の活性が抑制されることも
観察されました。これらの結果から、PHI-1 が細胞の増殖とアポトーシス制御に関与している可
能性が示唆されました。 
 3）EGF シグナル伝達経路における PHI-1 の役割解明を試みました。PHI-1 の発現抑制下での
ERK1/2 のリン酸化の変化を観察しました。その結果、PHI-1 の発現抑制により、EGF による ERK1/2
のリン酸化が増強されることが明らかになりました。また、Raf-1 の上昇と MEK1/2 のリン酸化
の変化も PHI-1 と関連付けられました。これらの結果から、PHI-1 が EGF シグナル伝達経路にお
いて重要な役割を果たしている可能性が示唆されました。 
 4）PHI-1 と PP1 の相互作用について検討しました。リン酸化部位と PP1 結合モチーフに変異
を入れたリコンビナント PHI-1 を用いた PullDown 実験の結果、PHI-1 の Thr57 のリン酸化が PP1
との結合を亢進するのに対し、N末端領域の PP1 結合モチーフは PP1 結合に寄与しないことがわ
かりました。 
 5）Raf-1 の調節についても解析しました。PHI-1 の発現抑制により、Raf-1 のタンパク質安定
性が上昇し、逆に PHI-1 の存在下では Raf-1 が不安定化されることが明らかになりました。この
相互作用は、PHI-1 と Raf-1 の間で重要な制御機構が存在することを示唆しています。 
 6）この研究において、PHI-1を活性化するキナーゼを検証するために「Kinase Activity-Tagged 
westernblot 法」を開発しました（下図）。  

 

 以上の研究成果から、PHI-1 が細胞増殖、アポトーシス制御、EGF シグナル伝達経路、および
Raf-1 との相互作用に関与していることが明らかになりました。これらの結果は、PHI-1 ががん
や他の疾患の病態生理学において重要な役割を果たしている可能性を示唆しています。さらな
る研究により、PHI-1 の機能の解明とその応用の可能性について更なる知識が得られることが期
待されます。 
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