
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３９０１

基盤研究(C)

2014～2012

肺構成細胞間葉系形質転換に対するＰＴＥＮＣ末端リン酸化を標的とした新規治療戦略

New therapeutic strategy targeting phosphorylation sites of the PTEN C-terminus for 
lung epithelial/endothelial-mesenchymal transition

３０３７８０２０研究者番号：

橋本　直純（Hashimoto, Naozumi）

名古屋大学・医学部附属病院・病院講師

研究期間：

２４５９１１６２

平成 年 月 日現在２７   ５ １５

円     4,200,000

研究成果の概要（和文）：上皮間葉系移行(EMT)誘導因子がPTENのC末端リン酸化亢進を介して脱リン酸化活性化を減弱
させることに着目して、PTENC末端リン酸化部位修飾(PTEN4A)発現誘導がPTENの脱リン酸化活性化を保持してTGFβ誘導
EMTを抑制することを明らかにした。外的PTEN4A遺伝子導入効果を評価するためにadenovirusを用いて外的PTEN4A遺伝
子導入を行い、TGFβ誘導EMTを抑制することの知見を得ることができた。さらに、PTENC末端部位自体はPTENの脱リン
酸化活性を示さないが、PTENのphosphatase domainとC2 domainの相互作用が重要で有ることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Although many pathways in the tumor microenvironment are negatively regulated by 
the concerted lipid and protein phosphatase activities of PTEN, pulmonary fibrosis and lung cancers often 
show hyperactivation of these pathways. We recently showed that TGFβ and other factors stimulation 
modifies both phosphorylation of PTEN on its C-terminus (p-PTEN) and total PTEN levels in lung cancer 
cells, and consequently leads to the loss of PTEN activities. Unphosphorylated PTEN with four alanine 
(Ala) substitution of the phosphorylation sites in the PTEN C-terminus (PTEN4A) rescues cells from 
TGFβ-induced loss of PTEN activities and the acquisition of EMT phenotypes. In this project, we 
demonstrated that exogenous induction of adenovirus carrying PTEN4A repressed TGFβ-induced EMT in 
alveolar cells. Furthermore, by structural and function analysis of PTEN, we showed that the phosphatase 
activity of PTEN4A depended on an essential association between the C2 and phosphatase domains.

研究分野：呼吸器内科学
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１．研究開始当初の背景 
特発性間質性肺炎（IIPs）は、臓器不全の終

末症状として呼吸不全をもたらす予後不良

な疾患であるが有効な治療法は確立されて

おらず対策が急務な疾患であると認識され

ている。肺線維症の線維化病変に存在する多

様な表現型を有する線維芽細胞とその線維

化経路自体への関与が示唆され、骨髄由来線

維芽細胞や肺上皮細胞および肺血管内皮細

胞による肺構成細胞間葉系形質転換(Lung 

Cells-Mesenchymal transition; EMT)を介した

さまざまな細胞起源由来線維芽細胞の存在

が証明された。組織微小環境である線維化病

変は EMT を誘導して更なる線維化病変の過

剰形成をもたらすとともに、間質性肺炎が高

率に肺癌を合併するという臨床知見と合わ

せて過剰形成された線維化病変が腫瘍微小

環境として高率に肺癌の発症母地となると

いう認識に至った。PTEN は脂質および蛋白

に対する脱リン酸化酵素活性を示し、組織微

小環境下で活性化される種々のリン酸化シ

グナルを脱リン酸化することにより負の制

御機構を担っている。PTEN C末端に存在す

る４つのリン酸化部位のリン酸化によって

PTEN の”Opened”構造から”Closed”構造

への立体構造変化が起こり、PTEN の脱リン

酸化作用が負の制御を受けることが示され

た。 

 
２．研究の目的 
組織微小環境由来EMT誘導因子であるTGFβ

および低酸素刺激を標的とする PTEN C末端

リン酸化部位リン酸化制御を用いた肺線維

症の新規治療戦略を構築することを目的と

した。 

(1) 非リン酸化 C末端を有する PTENを含む

アデノウイルス作成 

我々は、PTEN C末端の 4つのリン酸化部位

に対してアラニン残基置換を行い、非リン酸

化 C 末端を有する PTEN を作成した

(PTEN4A)。 

(2) アデノウイルス PTEN4A外的遺伝子導入

による EMT制御効果の検証 

内因性 PTEN4Aが TGFβ誘導 EMTの表現型

獲得を抑制する知見を得ているので、アデノ

ウイルスを用いた PTEN4A の外的導入が

TGFβ誘導EMTの表現型獲得するかどうかを

評価した。 

(3) PTEN4Aによる EMT制御の直接作用機序

の同定のための PTEN構造機能解析 

PTENは phosphtatase ドメイン、C2 ドメイン、

そして、C末端部位から構成されている。今

回 PTEN C末端のリン酸化部位修飾を行うこ

とによって、TGFβ誘導 EMTの表現型獲得を

抑制する知見を得たが、しかしながら、PTEN 

C末端リン酸化部位が、直接この効果を示す

のかどうかは明らかではない。これらにより

組織微小環境としての線維化病変を直接標

的とした肺線維症の治療戦略の構築を行な

うことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) PTEN4A 遺伝子導入アデノウイルス作成

及びアデノウイルス PTEN4A 外的遺伝子導

入による EMT制御効果の検証 

我々は PTEN C末端の４つのリン酸化部位に

リン酸化不応型遺伝子置換を行なった

GFP-PTEN4A 、 GFP 、 GFP-PTENwild 

(GFP-PTENWt)を作成した。標的遺伝子発現

が外的遺伝子導入によって効率的もたらす

ことを肺上皮細胞株である H358 細胞に

Adeno virus 感染を行って発現を確認した 

(Figure1)。 

 

Figure1 
次に、TGFβ誘導 EMTへの抑制効果を評価し



た。Adeno virus導入遺伝子発現は TGFβ刺激
によって発現は影響されないことが確認さ
れた(Figure2)。 

Figure2 
Adeno virus導入遺伝子発現による TGFβ誘導
EMT は GFP-PTENWt 導入では間葉系表現型
である Fibronectinの TGFβ誘導亢進を抑制す
ることはできず、上皮表現型である
E-cadherin の TGFβ 誘導抑制を回復すること
はできなかった。一方、GFP-PTEN4A 導入で
は、TGFβ 誘導外的遺伝子導入によって有意
に抑制された(Figure3)。 

Figure3 
 
(2) PTEN4Aによる EMT制御の直接作用機序

の同定のための PTEN構造機能解析 
PTENC 末端リン酸化修飾が PTEN 活性化に
重要である知見を得た。そこで、PTEN4Aの
C 末端の欠損遺伝子(Tail Del)と C 末端のみ
(Tail only)を作成した(Figure4)。Tail Delのア

デノウイルスの遺伝子導入はTGFβ誘導EMT
を抑制した。一方、Tail onlyのアデノウイル
スの遺伝子導入は TGFβ 誘導 EMT の抑制を
誘導しなかった(Figure5)。 

Figure4 

Figure5 
 
PTEN 活性が 2 つの domains の phosphatase 
domainとC2 domainの相互作用に依るかどう
かを評価するために、phosphatase domain 
deletion (Δ phosphatase)と C2 domain deletion 
(ΔC2)とC2 domain onlyを作成した(Figure6)。
Δ phosphatase、ΔC2、および、C2 domain only
の外的遺伝子導入は TGFβ 誘導 EMT を抑制
することができなかった(Figure7)。 

 
Figure6 

 
 
 
 
 
 



Figure7 
 
４．研究成果 
PTEN は脂質および蛋白に対する脱リン酸化
酵素活性を示し、組織微小環境下で活性化さ
れる種々のリン酸化シグナルを脱リン酸化
することにより負の制御機構を担っている
が、肺線維症や肺癌では、PTEN 活性の減弱
が報告されている。我々は、微小環境で形成
される EMT誘導因子が PTENの C末端リン
酸化亢進を介して脱リン酸化活性化を減弱
させることを示している。さらに、PTENC
末端リン酸化部位修飾(PTEN4A)発現誘導が
TGFβ誘導EMTを抑制することも明らかにし
た。そうした知見に基づき、PTENC末端リン
酸化部位を治療標的とした治療戦略を構築
することが重要であると考えるに至った。し
かしながら、外的 PTEN4A遺伝子導入が細胞
内発現誘導と同様の効果を示すかどうかの
知見は得られていなかった。また、我々は、
adenovirusを用いて外的 PTEN4A遺伝子導入
を行い、細胞内発現誘導と同様に TGFβ誘導
EMT を抑制することの知見を得ることがで
きた。さらに、外的遺伝子導入を具現化する
にはできる限り最小限の機能を有した遺伝
子導入を行うことが予想外の免疫応答を及
ぼす可能性を最小化するために重要である
と考えるに至った。PTEN の機能解析で、
PTENC 末端部位自体は PTEN の脱リン酸化
活性を示さないが、PTENC末端部位が存在し
なくても PTEN4Aが示す EMT制御効果を示
すことを確認した。この知見は、PTENC末端
がリン酸化されないことが重要であること
を示唆している。また、PTENの phosphatase 
domainは単独でPTEN活性を示すかどうかを
検証したが、PTEN 活性を示すためには、
phosphataseドメインとC2 ドメインの相互作
用が重要で有ることが明らかになった。これ
らの結果は、PTEN の外的導入を推進するた
めに極めて重要な知見であり、PTEN 機能を
示す最小単位を明らかにしたことが有意義
であると考えるに至った。 
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