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研究成果の概要（和文）：CUL3はCullin-RING型ユビキチン（Ub）リガーゼ複合体の足場タンパク質であり、
KCTD10と複合体を形成し、RhoBをUb化しタンパク質分解に導く。CUL3/KCTD10によるRhoBのタンパク質分解は
HER2陽性乳癌細胞の細胞増殖に必須であり、この研究ではその詳細な細胞増殖機構を分子レベルで解明した。コ
ムギ無細胞タンパク質合成系により整備されたヒトプロテインアレイの中から、RhoBにより制御される足場タン
パク質CNKSR1とEGFR phosphataseであるPTPRHの同定に成功し、HER2陽性乳癌における新規分子標的薬の可能性
を見出した。

研究成果の概要（英文）：CUL3 is a scaffold protein of the Cullin-RING type ubiquitin (Ub) ligase 
complex, which forms a complex with KCTD10 and leads to ubiquitination and proteolysis of RhoB. In 
this study, the detailed mechanism of cell proliferation was elucidated at the molecular level. 
Using human protein arrays prepared by wheat cell-free protein synthesis system, we succeeded in 
identifying CNKSR1, a scaffold protein regulated by RhoB, and PTPRH, an EGFR phosphatase. We 
identified the potential of novel molecular targeted drugs in HER2-positive breast cancer.

研究分野： 乳腺外科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
乳癌のうち約20%はHER2陽性乳癌であり、HER2陽性乳癌は一般的に増殖能が高く予後不良である。抗HER2薬の開
発によりその予後は改善しているが、長期使用に伴う薬剤の耐性化などは未だ問題となっている。我々の研究に
おいて、HER2陽性乳癌における新規な増殖メカニズムを分子レベルで解明した。これらの分子を標的とした薬剤
は、HER2陽性乳癌におけるHER2以外を標的とした新しい治療戦略となり得る。

※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 

乳癌に対する既存の分子標的薬は初期投与では著効するものの、薬剤耐性や副作用の問題が依
然としてあるため、乳癌特異的な分子標的薬の開発標的となる新しい細胞増殖制御機構の導出
が急務である。また、HER2 は HER ファミリーに属する受容体型チロシンキナーゼであり、他
の HER ファミリーと hetero dimer を形成し transactivation されることで細胞内ドメインがリ
ン酸化され、下流へと増殖シグナルを伝達する。我々の研究において、HER2 陽性乳癌細胞に特
異的に CUL3/KCTD10/RhoB 複合体が細胞増殖制御マシナリーとして機能する事を見出した。
具体的には、HER2 陽性乳癌細胞株である SKBR3 において、CUL3/KCTD10 を発現抑制する
と RhoB が蓄積し、EGFR/HER2 を始めとした増殖シグナル関連分子のリン酸化が著明に低下
することを見出した。細胞増殖実験においても、CUL3/KCTD10 を発現抑制すると細胞増殖も
著明に阻害されることから、CUL3/KCTD10/RhoB 複合体による細胞増殖制御の分子基盤が、
HER2 以外を標的とした新規な HER2 陽性乳癌の分子標的薬の開発標的となると結論づけた。 

 

２．研究の目的 

CUL3/KCTD10 により分解を受ける RhoB が標的とする protein kinase および protein 

phosphatase を同定し、当該分子基盤を標的とした新規な乳癌治療薬のシーズ化合物を導出す
る。 

 

３．研究の方法 

(1)我々が所属する愛媛大学が保有するヒト protein array から、RhoB と結合する protein 
kinase および protein phosphatase を探索する。具体的には、コムギ無細胞タンパク質合成系
によりビオチンを付加した RhoB のリコンビナントタンパクを合成し、アルファスクリーンシス
テムを利用して、FLAG タグが付加され 384 well plate に 1 分子ずつ分注された protein array
から RhoB に結合する protein kinase および protein phosphatase を同定する。 
 
(2)上記にて同定した protein kinase および protein phosphatase について、細胞レベルでも
RhoB と結合することを免疫沈降法で確認する。さらに、CUL3/KCTD10 を発現抑制した HER2 陽性
乳癌細胞に対し、上記 kinase を過剰発現、または phosphatase を発現抑制し、EGFR/HER2 のリ
ン酸化レベルの低下と、細胞増殖抑制が回復することを細胞レベルで確認する。 
 
４．研究成果 
(1)HER2 陽性乳癌細胞株である SKBR3 において、CUL3/KCTD10 
を発現抑制すると、EGFR/HER2 のリン酸化が著明に低下し 
細胞増殖が阻害された。さらに、CUL3/KCTD10 を発現抑制した 
SKBR3 において、RhoB を発現抑制すると EGFR/HER2 のリン酸 
化が部分的に回復した。また、活性型として機能する 
RhoB-GTP が CUL3/KCTD10 発現抑制した細胞にて蓄積して 
いた。以上より、CUL3/KCTD10 による RhoB の分解は 
EGFR/HER2 のリン酸化および細胞増殖に不可欠であり、 
RhoB-GTP の蓄積が EGFR/HER2 のリン酸化を阻害することが 
示唆された。 
 
(2)RhoB-GTP と直接相互作用し、SKBR3 の EGFR/HER2リン酸化を 
制御するタンパク質を特定するために、コムギ無細胞タンパク質 
合成系を用いて、Constitutively active RhoB 変異体(Q63L)を 
始めとした RhoB のリコンビナントタンパクを精製した。 
ビオチン化 RhoB（bait protein）を、384 well plate11 枚に分注 
した FLAG-GST タグ付き 4.121 ヒト protein array と反応させ、 
続いて AlphaScreen システムで相互作用をスクリーニングした。 
その中から RhoB(Q63L)変異体と強く相互作用を示す CNKSR1 に 
焦点を当てた。CNKSR1 は、アミノ酸配列に 5 つのドメインを持ち 
細胞増殖シグナルを正に調節する足場タンパク質である。 
CNKSR1 のドメイン欠損変異体を用いたアルファスクリーンでは、 
RhoB(Q63L)は CNKSR1 の PHドメインに結合することが判明した。 
また、CNKSR1 の PH ドメインの W493A 変異体も同様に RhoB(Q63L) 
との結合力を失い、CNKSR1の Trp493 が CNKSR1 と RhoB-GTP の 
相互作用にとって重要であると結論付けた。 
 



 

 

(3)SKBR3 細胞における RhoB-GTP と CNKSR1 の相互作用を検証した。 
CNKSR1 を過剰発現した SKBR3 細胞において、CNKSR1は細胞質と細胞の 
ラッフル膜に存在していた。CUL3/KCTD10 を発現抑制し RhoB-GTP を 
蓄積すると、RhoB-GTP と CNKSR1 は細胞膜で共局在した。対照的に、 
PH ドメイン欠損または W493A 変異体の CNKSR1 を過剰発現した SKBR3 に 
おいては、CNKSR1 は細胞質に局在し、RhoB-GTP との共局在が減少した。 
これらのデータから、CUL3/KCTD10 を発現抑制すると、CNKSR1 は 
PH ドメイン依存的に RhoB-GTP と相互作用することが示唆された。 
CNKSR1 を SKBR3 で発現抑制すると、EGFR/HER2 のリン酸化が低下し、 
細胞増殖も著明に阻害された。EGFR/HER2 シグナル伝達の下流にある 
Akt のリン酸化や、別の HER ファミリーである HER3 のリン酸化も、 
CUL3/KCTD10 発現抑制時と同様に、CNKSR1 の発現抑制により低下することを確認した。 
 
(4)様々な乳癌細胞株における CNKSR1 の発現を調べた。CNKSR1 は HER2 陽性乳癌 
細胞株 SKBR3 で高発現しており、MCF-7、MDA-MB-231、MDA-MB-453 細胞で発現は 
低かった。EGFR/HER2 のリン酸化についても、SKBR3以外の細胞株では 
EGFR/HER2 のリン酸化を認めなかった。これらのデータから RhoB/CNKSR1 軸が 
EGFR/HER2 double positive な乳癌細胞の増殖に関与していると考えられた。 
RhoB の発現レベルとヒト HER2/EGFR 陽性乳癌の予後との 
相関を METABRIC 解析にて行った。EGFR 高発現/HER2陽性 
乳癌患者において、RhoB の低 mRNA 発現は予後不良と有意に 
相関していたのに対し、EGFR 低発現/HER2 陽性乳癌患者では 
RhoB の高 mRNA 発現が予後不良と有意に相関していた。 
これらのデータから、RhoB が EGFR/HER2 double positive な 
乳癌の腫瘍抑制因子として機能する可能性があることが示唆 
された。 
HER2 陽性のヒト乳癌組織における CNKSR1 のタンパク発現を調べたところ、CNKSR1 は HER2 陽性
乳癌組織の 80%で高発現していた。また、転移再発を伴う HER2 陽性乳癌の原発巣は全て CNKSR1
陽性であった。これらのデータは、CNKSR1 の高発現が、HER2 陽性乳癌の細胞増殖シグナル伝達
を増強することを示唆している。 
 
(5)CNKSR1 は PH ドメイン依存的に EGFR/HER2 のリン酸化を増強する 
機能を有しており、RhoB-GTP が蓄積するとその機能が失われることから、 
RhoB-GTP と CNKSR1 に相互排他的に結合する EGFR/HER2 phosphatase が 
存在すると推測した。この phosphatase を同定するために、コムギ無細胞 
タンパク質合成系によって合成された 171 個の FLAG-GST タグ付きヒト 
phosphatase array を調製し、ビオチン化 CNKSR1(WT, W493A mutant)を 
ベイトタンパクとして結合を評価した。アルファスクリーンにより 15 個 
の phosphatase を同定し、個々の siRNA を用いて発現抑制することで 
リン酸化の回復を評価した。15 個の phosphatase のうち、 
PTPRH の発現抑制が最も EGFR のリン酸化を回復することを 
発見した。また、PTPRH の発現抑制によって、KCTD10を 
発現抑制した SKBR3 細胞の細胞増殖阻害を部分的に回復した。 

一方で、CNKSR1 の発現抑制は HER2 のリン酸化レベルの低下を 

回復せず、HER2 リン酸化における phosphatase の冗長性を 

示唆している。 

また、アルファスクリーンにおいて CNKSR1 の W493A変異体と 

PTPRH はシグナルを認めず、CNKSR1 の Trp493 が PTPRH と 

RhoB-GTP との相互作用に関与していることが確認された。 

これらの全てのデータから、 

CUL3/KCTD10 E3 複合体による 

RhoB の分解により、CNKSR1 が 

PTPRH と相互作用しており、 

PTPRH の EGFR phosphatase 活性が 

低下していると結論づけた。 

CUL3/KCTD10 を発現抑制する事で 

RhoB-GTP が細胞膜で CNKSR1 と 

相互作用し、PTPRH が放出および 

活性化され、EGFR の脱リン酸化をもたらしている。今後、CNKSR1 と PTPRH の阻害剤の開発は、

HER2 陽性乳癌の新規治療薬となる可能性がある。 
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