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研究成果の概要（和文）：乳癌の癌抑制遺伝子としてBRCA1がある。この機能は、リン酸化―脱リン酸化により制御さ
れる。この制御に関わる脱リン酸化酵素としてPP6の重要性が示唆された。PP6は、がん抑制作用があることが想像され
ていたが、その直接的な証拠はなかった。我々は、PP6の触媒サブユニット遺伝子を欠損させたマウスを作成し、PP6の
機能の欠失が皮膚腫瘍のプロモーションに働くことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：BRCA1 gene is identified as one of anti-cancer gene against breast cancer. The 
function of BRCA1 is regulated by its status of phosphorylation, and PP6 is thought to be involved in 
this regulation. In this experiment, we firstly showed that PP6 functions as anti-oncogene in vivo.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

 乳癌や卵巣癌に関連する癌抑制遺伝子と

して最も有名なのは、BRCA1 遺伝子である。

この遺伝子産物は、DNA 修復、チェックポイ

ント応答、ゲノムの安定性に関与すると考

えられる。BRCA1 は、リン酸化タンパクであ

る。BRCA1 の機能を DNA 損傷により活性化さ

れたキナーゼによるリン酸化によって制御

されているとされているが、その脱リン酸

化についてはほとんど解析が進んでいなか

った。 

 我々は、BRCA1 の脱リン酸化酵素が、乳が

んの発がんのメカニズムに深く関与する可

能性を考え、様々な脱リン酸化酵素を用いて、

その関係を調べてきた。その課程で、PP6 が

効率よくBRCA1と共沈することが明らかとな

ったのである。BRCA1 は、すでに多くの異な

ったタンパク質と結合することによって異

なった機能を発揮することが知られている。

その中でPP6の脱リン酸化のもつ意義を明ら

かにしたいと考えた。 

 発がん実験等で用いられる、発がんプロモ

ー タ ー の オ カ ダ 酸 は 、 minisatelite 

instability・ジフテリア毒素抵抗性変異体

誘導等のゲノム不安定性を誘導することが

知られている。PP6 は、オカダ酸高感受性と

いう最近の報告から、オカダ酸によるゲノム

不安定性の誘導機構において、PP6 の阻害→

BRCA1 または ɤH2AX の制御異常がその原因と

なる可能性が考えられた。 

 

２．研究の目的 

国外から重要な発見があった。悪性黒色腫の

全 exon シークエンスのデータから、プロテ

インホスファターゼ 6 型(PP6)の触媒サブユ

ニット(Ppp6c)の遺伝子変異が悪性黒色腫に

おいて高頻度に見出され、同ローカスに LOH

を伴うことから、PP6のloss of functionが、

ドライバー変異として働く可能性が示唆さ

れた。また最新の大規模ゲノム解析プロジェ

クトである TCGA(The Cancer Genome Atlas)

によると、PP6 遺伝子変異は、悪性黒色腫に

限らない。我々は、生体内でがん抑制遺伝子

として働く可能性を検証することを目的と

した。 

 

３．研究の方法 

当初は、Ppp6cヌルマウスを作成し、それ

を用いて乳がんの発がん実験を行うことを

考えたが、Ppp6c ヌルマウスは胎生致死であ

った。そこで、conditional に PP6 を欠損さ

せて発がん実験を行うことにした。実験法は、

最も頻用されている皮膚２段階発がん実験

を採用した。特異的に Ppp6cを欠損させ、実

験に供することを考えた。Ppp6cflox/floxマウス

（Ppp6c のホスファターゼ活性に必須なアミ

ノ酸をコードする exon4 が loxP 部位に挟み

込まれている）と K14-CreERtamを掛け合わせ

て、K14-CreERtam; Ppp6cflox/flox マウスを作製

した。ケラチン K14 は、表皮の基底細胞に発

現するので、K14-CreERtamシステムでは、K14

プロモーターにより、CreERtam は、表皮の基

底細胞に発現する。また、4HT 投与により核

へ移動し活性化され、loxP に挟み込まれた部

位を欠損させることが可能となる 

本システムにより、実際に Ppp6cの exon4

を欠損させることができるか確認するため、

4HT を皮膚に塗布し、K14 発現ケラチノサイ

トにおける Ppp6cの exon4 欠損状況を調べた。

K14-CreERtam; Ppp6cflox/flox マウスの背部に、

4HT を 5 日間連続投与し、その皮膚からケラ

チノサイトを精製した。PCR により得られた

flox アレルと欠損アレルの比により、5日間

の4HT投与により、ケラチノサイトにおいて、

flox アレルの約 7割が、exon4 を欠損する事

がわかった。このシステムを用いて、

TPA/DMBA または TPA/オカダ酸による２段階

発がん実験で調べた。 

 

４．研究成果 

(1) Ppp6c を欠損すると、2 段階発癌実験で

皮膚腫瘍形成が早まる。 

Ppp6c 欠損による発がんへの影響を、皮膚二

段階発がん実験で調べた。実験には 6〜7 週

齢の K14-CreERtam; Ppp6cflox/floxマウスを用い

た。あらかじめ 4HT を前処理し、ケラチノサ

イトから Ppp6c を欠損させたマウスと、4HT

無処理のコントロールマウスを用いた。コン

トロールマウスでは、15 週後にパピローマの

形成が認められた。その一方で、欠損マウス



では、パピローマ形成が著しく早くなり、５

週目から認められるようになった。この結果

は、DMBA/TPA 2 段階発がん実験において、

Ppp6c 欠損が腫瘍発生を著しく促進させると

いうことであった。次に、プロモーターとし

てオカダ酸を用いて、実 DMBA/オカダ酸 2 段

階発がん実験を行った。この場合でも腫瘍発

生の著しい促進が認められ、その程度は

DMBA/TPA 2段階発がん実験でのそれと同程度

であった。従って、2 段階発がん実験におい

て、TPA とオカダ酸という全く機構の異なる

プロモーターを用いて、Ppp6c 欠損はパピロ

ーマの腫瘍発生の形成を早めることが分か

った。 

 

(2) Ppp6c 欠損マウスでは、イニシエーター

のみで腫瘍形成が起こる。 

次には、化合物発がんプロモーターを使用

しないで、発がん実験を行った。驚いたこと

に、PP6 機能欠損皮膚においては、DMBA 単回

投与のみでパピローマ発生が認められた。従

って、PP6 機能消失状態では、腫瘍形成のた

めに、一般に腫瘍形成には必須と考えられて

いる発がんプロモーターの反復投与が不要

であったのである。興味のある事にコントロ

ールマウスでは、DMBA/TPA によるパピローマ

発生が 15〜16 週であったのに対し、Ppp6cを

欠損させたマウスでは、DMBA の投与のみでも

5週後にパピローマが発生したことである。

これらは、Ppp6c欠損の腫瘍プロモーション

作用が、TPA や OA による腫瘍プロモーション

作用に比べて遙かに強力であることを示し

ている。 

DMBA の投与は、H-rasのコドン 61 番にお

ける CAA (グルタミン)から CTA (ロイシン)

への遺伝子変異を起こすことが報告されて

いる。そこで、Ppp6cの機能欠損マウスに発

生したパピローマの遺伝子解析を行ったと

ころ、exon4 の欠損と H-rasのコドン 61 番の

遺伝子変異が認められた。次に、各群の腫瘍

における各種遺伝子発現を調べた、GROは、

増殖作用とケラチノサイトのプログレッシ

ョン作用を持ち、rasによって制御されてい

ることが明らかとなっている重要なケモカ

インの一つである。これらの腫瘍中では、正

常な皮膚に比べて GROの発現が著しく高値

となっていた。さらに、細胞増殖のマーカー

の一つである cyclin D1 もまた、正常な皮膚

に比べて高値となっていた。これらの結果は、

Ppp6cの機能が欠損し、H-rasのコドン 61 番

の遺伝子変異を持つケラチノサイトが、増殖

優位性を得て腫瘍形成になっていることを

示している。 

Hodis らは、悪性黒色腫の全 exon シークエ

ンスの結果より、「Ppp6c の loss of function

が、変異 B-rafまたは変異 N-ras遺伝子によ

る癌発生をさらにドライブさせる。」という

仮説を提唱したが、我々の本研究結果は、こ

れらの仮説を支持するものと考える。GROは

好中球を遊走させることで炎症を引き起こ

し、血管新生を促進することで腫瘍の成長を

加速させることが報告されている。Ppp6c機

能欠損ケラチノサイト由来のパピローマに

おいて、長期間にわたり GRO や cyclinD1

が顕著に上昇し続けることが、さらなる腫瘍

の増大に働くと考えられる。 

 

(3) Ppp6c欠損皮膚では、DMBA 投与により強

い炎症像を呈する。 

 DMBA 塗布後の組織学的な観察を行った。

DMBA 投与 48 時間後、Ppp6c の機能が欠損し

た皮膚では、①表皮の肥厚、②真皮への細胞

浸潤、③皮下組織への細胞浸潤が見られ、増

殖性所見と炎症性の所見が認められた。 

 Ppp6c 機能欠損が、DMBA に起因する増殖

や炎症とどのように関わっているのか検討

するため、皮膚組織中の増殖および炎症と関

連する遺伝子について検討を行った。先ず。

DMBA/TPAによる2段階発がんに必須とされて

いるサイトカイン TNF-の遺伝子発現を調べ

た。DMBA 処理により 6 時間および 24 時間で

上昇が認められた。しかし、Ppp6c 機能欠損

皮膚 とコントロール皮膚とでは著明な差は

見られなかった。 

 炎症は、腫瘍のプロモ－ション/プログレ

ッション作用を促進させることが報告され

ている。大きく３つのグループに分類される

炎症・増殖関連遺伝子の発現が、Ppp6c 欠損

組織において、コントロールより上昇する傾

向にあることがわかった。 



①前炎症性サイトカインである IL-1や IL-6

の発現は、Ppp6c 機能欠損皮膚において著し

く上昇していた。IL-1は、急性期の炎症時

に単球やマクロファージから放出され、IL-6

の発現を上昇させることが知られている 15)。

また、IL-1と同じファミリーである IL-1

は、真皮への好中球浸潤を引き起こすことが

報告されている。従って、Ppp6c の機能が欠

損している皮膚において、IL-1 、IL-6の発

現が上昇し、著しい炎症が起きることでプロ

モーションを促進すると考える。②炎症関連

遺伝子である GM-CSF、GRO、MMP-3の発現も

上昇していた。白血球の成長と生存を促す

GM-CSFと、細胞浸潤を活性化させる働きを持

つ MMP-3による炎症性微小環境の構築も、早

期のパピローマ形成に与したと考えられる。

③Ppp6c機能欠損皮膚において、DMBA 処理後

6時間後で、Immediate early gene として知

られる c-junと c-fosの遺伝子発現が上昇し

た。この 2つは AP-1 の構成因子であり、AP-1

を介した増殖シグナルが入っていると考え

られる。 
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