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研究成果の概要（和文）：核細胞質間をシャトルする p27 の T198 と T157 のリン酸化は浸潤に関

わる。小細胞肺癌の細胞株のウェスタンブロットで p27 の S10 と T198 及び T157 のリン酸化は

相関していたが、切除標本 30 例染色では 3部位ともリン酸化 p27 は高発現であった。線維芽細

胞と SCLC 細胞株で VP-16 や Amrubicine と Leptomycin B あるいは SiRNA による CRM1 阻害の併

用効果は相加的であった。トポイソメラーゼ II と核内移行に関わる RanBP2 の発現と抗がん剤

の感受性との間に相関はなかった。 

 
研究成果の概要（英文）：Cell cycle regulator p27 shuttles between the nucleus and the 
cytoplasm. Phosphorylation at threonine 198 (T198) and 157 (T157) increase cell motility. 
We showed S10 phosphorylation was associated with T198 and T157 phosphorylation in small 
cell lung cancer (SCLC) cell lines. In 30 surgically resected SCLC specimens, however, 
immunohistochemistry revealed high expression of phosphorylated p27 at T198 and T157. 
Leptomycin B or knockdown of cellular CRM1 by siRNA showed additive effects with 
topoisomerase II inhibitors (Etoposide and Amrubicine) in SCLC cell lines and a fibroblast 
cell line. There were no correlations between chemosensitivity of amrubicin and mRNA 
expression levels of the RanBP2, TopoII-alpha and TopoII-beta genes. 
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１．研究開始当初の背景 
腫瘍抑制遺伝子である p27は核細胞質間を

シャトル移行することが知られている(Chu 
IM, et al. Nature Rev Cancer 8, 253-267, 
2008)。小細胞肺癌において p27 蛋白の不活
化は①ユビキチン分解酵素 Skp2 の発現亢進

により核内 p27 の発現低下する場合と②p27
蛋白がリン酸化修飾を受け核外輸送担体
CRM1 を介して核外移行し細胞質で高発現す
ることの 2つがある。我々は小細胞肺癌にお
ける p27蛋白の発現亢進が高頻度であること
を報告しているが(Yatabe Y, et al. Cancer 



Res. 58, 1042-47, 1998)、細胞質内 p27 蛋
白の高発現の意義は、CDK 阻害機能が消失す
るだけでなく、浸潤性や転移能に関与すると
考えられている(Besson A, et al. Nature Rev 
Cancer 4, 948-955, 2004)。小細胞肺癌にお
ける p27の発現亢進の分子機序は不明であり、
その解析を行うことは新たな治療法の開発
につながることが期待される。 
また、小細胞肺癌の治療薬であるエトポシ

ドや塩酸アムルビシンの標的であるトポイ
ソメラーゼ II alpha も核細胞質間をシャト
ル移行し、その移行には核外輸送担体 CRM1
が関与している(Turner JG, et al. J Cell 
Science 117, 3061-3071, 2004)。従って、
核外輸送を阻害することでトポイソメラー
ゼ II 阻害剤の効果を増強することが期待さ
れる。 
 
２．研究の目的 
核内蛋白質の核外移行あるいは細胞質内

蛋白の核内移行に関与する分子は治療標的
として注目されているが(Kau TR, et al. 
Nature Rev Cancer 4, 106-117, 2004)、我々
は小細胞肺癌における p27蛋白の核外移行の
分子機序の解明と治療への応用を図る。核内
で CDK 阻害を行う p27 蛋白と細胞質内に存
在する p27 蛋白のリン酸化状態と Skp2 と
KPC1/KPC2 によるユビキチン化蛋白分解過
程の状態の検討および CRM1 を介して核外
移行阻害による p27 の核内量/細胞質内量
の変動、さらには p27 の T157、T198 のリン
酸化状態を制御する PI3K-AKT 系の関与の
検 討 を 行 い 、 p27 の 発 現 亢 進 と
mislocalization の原因探索を行い、CRM1
阻害による治療の可能性とリン酸化修飾を
阻害することによる治療の可能性を明らか
にする。 

トポイソメラーゼ II alpha の核外移行の
阻害により治療効果を増強できることを証
明する。小細胞肺癌の臨床では塩酸イリノテ
カン、エトポシドあるいは塩酸アムルビシン
などのトポイソメラーゼ阻害剤がキー・ドラ
ッグである。ポイソメラーゼ II 阻害剤の標
的であるトポイソメラーゼ II alpha の核細
胞質間シャトルを CRM1 のレベルで阻害する
ことによりエトポシドあるいは塩酸アムル
ビシンの治療効果が増強されることを明ら
かにする。 
 
３．研究の方法 
(1)腫瘍抑制遺伝子 p27は核内で KIS (Kinase 
Interacting stathmin) や DYRK (Dual 
tyrosine phosphorylation related Kinase)
により p27S10 のリン酸化を受け CRM1 を介し
て核外移行し、CyclinD/CDK4/6 との複合体と
して核内移行し核・細胞質間シャトルが成立
する。PI3K 系からのシグナルのより p27T157

のリン酸化は核内移行を阻害する。また、核
内では Skp2、細胞質内では KPC によりユビキ
チン化され蛋白分解を受ける。今回、p27 の
発現亢進と mislocalizationの原因探索とし
てp27のリン酸化状態の検討と核内でのSkp2、
細胞質内での KPCによりユビキチン化蛋白分
解の低下の有無の検討を行う。さらに、細胞
質内 p27 による Rho/ROCK 系を介する浸潤性
や転移能を亢進する分子機序についても検
討する。 
(2) 核・細胞質間シャトルするトポイソメラ
ーゼ II alpha の核外移行を Leptomycin B あ
るいは CRM1 に対する SiRNA で阻害し、トポ
イソメラーゼ II 阻害剤であるエトポシドや
塩酸アムルビシンとの併用効果を Chou と
Talalay 導き出された combination index 法
により解析する。 
 
４．研究成果 
(1)小細胞肺癌 5株を含む肺癌細胞株 20株に
おいて、p27、Skp2(2 つのアイソフォームを
含む)、CRM1 の 3 分子の遺伝子発現を RT-PCR
で検討したところ、基本的には正の相関を認
めた。Skp2 の高発現の ACC-LC-172 は例外で
あった。小細胞肺癌 5株において S10 のリン
酸化は ACC-LC-49 と 172 が低発現であった。
S10 リン酸化と相関して p27 の p27T198 と
p27T157 のリン酸化が認められた。臨床検体
での検討を行うために切除された小細胞肺
癌 30症例の組織を免疫組織学的に検討した。
予想したとは異なってすべての検体で、
p27S10とT157のリン酸化の強い発現を認め、
細胞質内リン酸化 p27発現と浸潤能や転移能
との関連の検討には至らなかった。培養細胞
と臨床検体との間の細胞質内 p27発現の乖離
の理由は明らかにできなかった。 
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(2) 核・細胞質間シャトルするトポイソメラ
ーゼ II alpha の核外移行を Leptomycin B あ
るいは CRM1 に対する SiRNA で阻害し、トポ
イソメラーゼ II 阻害剤であるエトポシドや
塩酸アムルビシンとの併用効果を Chou と
Talalay 導き出された combination index 法
で検討した。Leptomycin B とエトポシドあ
るいは塩酸アムルビシンの細胞増殖抑制効
果は、相加的で相乗効果は認められなかった。
CRM1に対するSiRNAで阻害に関しても相加的
で相乗効果は認められなかった。細胞株にお
けるエトポシドや塩酸アムルビシンの抗腫
瘍効果とトポイソメラーゼ II の核細胞質間
シャトル移行と機能発現に関与する RanBP2
やトポイソメラーゼ II の発現と 2 つの抗が
ん剤の効果には相関のないことに関しては
Cancer Chemother Pharmacol. 2010 に論文化
した。 
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