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研究成果の概要（和文）：平成２４年度；（１）チロシン脱リン酸化されたParafibrominを機能模倣する（β-catenin
と複合体を形成し、Wnt経路を活性化する）がん症例由来のParafibromin点変異を同定した。（２）Parafibrominのチ
ロシンリン酸化を亢進する核内チロシンキナーゼを同定した。
平成２５年度；（３）SHP2がHippo経路の転写共役分子であるYAPおよびTAZと細胞内で複合体を形成することを見出し
た。Parafibrominのチロシン脱リン酸化を介してWnt経路の活性化を促進するSHP2の核内集積は、細胞密度依存的に制
御を受けるYAP/TAZによって調節されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In the 1st fiscal year ended March 2013, (1) We found a cancer-derived point mutan
t of parafibromin functionally mimicking the tyrosine-dephosphorylated parafibromin, which promotes the Wn
t signaling pathway through forming a complex with beta-catenin. (2) We identified a nuclear tyrosine kina
se that can elevate the tyrosine-phosphorylation of parafibromin.
In the 2nd fiscal year ended March 2014, (3) We found that SHP2 physically interacts with transcriptional 
co-activators YAP and TAZ, components of the cell-density sensing Hippo signaling pathway. We revealed the
 YAP/TAZ-dependent regulatory mechanism of the nuclear accumulation of SHP2, which promotes the Wnt signal
ing pathway through tyrosine-dephosphorylation of parafibromin.
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１．研究開始当初の背景 
SHP2 (SH2 domain-containing protein 

tyrosine phosphatase 2)は動物種間で進化
的に保存された全身性に発現するチロシン
ホスファターゼであり、哺乳動物細胞では
細胞質および核内に分布する。細胞質にお
いて SHP2 は、増殖因子受容体等によって活
性化され、RAS-ERK シグナル経路(細胞増殖)
の亢進ならびに細胞運動・細胞骨格の制御
に関与する。一方で、核内に分布する SHP2
の生物活性は不明とされていた。機能獲得
型のPTPN11(SHP2をコードする遺伝子)変異
による SHP2 の異常活性化が、易発がん性の
先天性発達障害Noonan症候群の過半数の症
例で報告されている。さらに、散発性の悪
性腫瘍においても機能獲得型PTPN11変異が
単離される事実に加えて、ピロリ菌の慢性
感染が引き起こす胃がんの発症にSHP2の活
性化が密接に関わることから、SHP2 は脱制
御された活性亢進が発がんを促す「がんタ
ンパク質」として理解されてきた。 
我々は、SHP2 の基質分子を網羅的に同定
するスクリーニング法を開発し、核内に局
在する Parafibromin/Cdc73 を SHP2 の新規
基質タンパク質 と し て 同 定 し た 。
Parafibromin は広範な遺伝子発現制御に関
わる RNA polymerase II-associated factor 
(PAF) 複合体の主要構成分子であり、副甲
状腺がん症例において機能欠損変異が単離
される「がん抑制タンパク質」として報告
されている。我々は、SHP2 が Parafibromin
分子内のチロシンリン酸化部位(チロシン
290 番, 293 番, 315 番)を脱リン酸化するこ
とを明らかにし、チロシン脱リン酸化され
た Parafibromin が β-catenin と細胞内で
複合体を形成することを見出した。
Parafibromin/β-catenin 複合体の形成は、
Wnt 経路標的遺伝子の転写活性化に不可欠
な役割を担うことが知られており、SHP2 は
核内でParafibrominをチロシン脱リン酸化
することで、Wnt 経路標的遺伝子の転写を促
進することが示された。Wnt 経路は RAS-ERK
経路と同様に細胞増殖および細胞分化の制
御に関わり、多様ながんにおいて脱制御が
報告される細胞内シグナル伝達経路である。
SHP2 は RAS-ERK 経路に加えて Wnt 経路の脱
制御を引き起こすことで発がんを促進する
ことが示唆された。 
 
(1)Parafibromin をコードする HRPT2 遺伝
子は、副甲状腺がんにおいてナンセンス変
異による機能欠損が報告されていることか
ら、副甲状腺における「がん抑制遺伝子」
として理解されている。一方で、がんを含
めた疾患症例において HRPT2 のミスセンス
変異の存在も報告されているが、それぞれ
の点変異がParafibrominの細胞内機能に及
ぼす影響は不明なままとされていた。 
(2)Parafibromin が持つ Wnt 経路活性化能
は、Parafibromin のチロシンリン酸化状態

に依存して厳密に制御されることから、チ
ロシンホスファターゼSHP2と拮抗的に働く
Parafibromin のチロシンリン酸化を担う核
内チロシンキナーゼの重要性が推察される。
今日まで我々は、Parafibromin のリン酸化
を担うチロシンキナーゼとして Abl の同定
に成功している。しかしながら、Abl に加え
た他のチロシンキナーゼのParafibrominリ
ン酸化への寄与は明らかにされていなかっ
た。 
(3)Parafibromin は核内に局在するタンパ
ク質であることから、 SHP2 に よる
Parafibromin のチロシン脱リン酸化を介し
た Wnt 経路の活性化には、SHP2 の細胞質か
ら核内への移行が必須な役割を担うと考え
られる。SHP2 は、細胞密度が低く細胞増殖
が促進される状況では核内に集積する一方
で、細胞密度が高く細胞増殖が抑制される
状況では、主に細胞質に存在する。このよ
うな背景から、SHP2 の細胞内分布の制御に
は、細胞密度ならびに細胞増殖に関わるシ
グナル伝達経路の寄与が推察されていたが、
その調節機序の本態となる分子機構は明ら
かにされていなかった。 

 
２．研究の目的 
(1)SHP2 によりチロシン脱リン酸化された
Parafibromin を機能模倣する疾患由来の
HRPT2 遺伝子変異を探索する。 
(2)Parafibromin のチロシンリン酸化を担
う核内チロシンキナーゼを同定する。 
(3)SHP2 の核内分布を制御する細胞内シグ
ナル伝達系を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)がんを含めた疾患症例で単離された
HRPT2 ミスセンス変異に着目した(Newey et 
al, Hum. Mut.,31,295-307,2010)。それぞ
れ の 変 異 型 HRPT2 が コ ー ド す る
Parafibromin 点変異体の cDNA を部位特異
的変異導入法によって作製し、得られた
cDNA を用いて点変異型 Parafibromin 発現
する哺乳動物細胞用ベクターをクローニン
グした。一連の Parafibromin 点変異体発現
ベクターを哺乳動物細胞に遺伝子導入し、
野生型 Parafibromin を対照試料として、
Parafibromin 点変異体の発現量および細胞
内分布を解析した。また、同様に遺伝子導
入した細胞から細胞溶解液を作製し、これ
を用いて免疫沈降実験を行うことで、点変
異型 Parafibromin/β-catenin 複合体の形
成を解析した。同様に、細胞溶解液を試料
としてルシフェラーゼ・レポーター試験を
行い、一連の点変異型 Parafibromin の発現
による Wnt 経路標的遺伝子の転写活性化を
解析した。リン酸化部位のチロシン残基を
フェニルアラニン残基に置換したチロシン
リン酸抵抗型 Parafibromin(非リン酸化状
態の Parafibromin を機能模倣する)と同様
に 、 野 生 型 Parafibromin を 上 回 る



β-catenin 結合能および Wnt 経路活性化能
を持つ Parafibromin 点変異体を選抜し、機
能獲得型の HRPT2 変異とした。 
(2)Parafibromin は核内に局在することか
ら、核内での分布が報告されているチロシ
ンキナーゼ群をParafibrominをリン酸化す
るキナーゼの候補として考えた。候補キナ
ーゼの野生型分子ならびに構成的活性化型
改変分子およびキナーゼ活性欠失型改変分
子を野生型Parafibrominあるいはチロシン
リン酸化抵抗型Parafibrominと哺乳動物細
胞内に共発現させ、Parafibromin のチロシ
ンリン酸化レベルを定量した。候補キナー
ゼを異所性に発現した哺乳動物細胞に SHP2
を共発現し、Parafibromin のチロシンリン
酸化レベルの変化を解析した。内因性に発
現する候補キナーゼの細胞内分布を観察し、
核におけるParafibrominとの細胞内共局在
を検討した。RNA 干渉により候補キナーゼの
細胞内発現を特異的に抑制した条件で、
Parafibromin のチロシンリン酸化レベルの
定量、Parafibromin/β-catenin 複合体の形
成および Wnt 経路標的遺伝子の転写活性化
を検討した。 
(3)SHP2 の細胞内分布の制御に関わるシグ
ナル伝達経路の候補として、細胞密度に応
答した細胞増殖の調節を担う Hippo シグナ
ル経路に着目した。細胞密度の変化ならび
に Hippo 経路構成分子(LATS, YAP, TAZ)の
機能修飾によって Hippo シグナルがオン／
オフとなる実験条件を作製し、それぞれの
条件において SHP2 の細胞内分布、および
SHP2 による Parafibromin のチロシン脱リ
ン酸化、ならびに SHP2-Parafibromin を介
した Wnt 標的遺伝子の転写活性化を解析し
た。Hippo 経路の転写共役因子 YAP および
TAZ は低細胞密度条件下で細胞質から核内
に移行することが知られており、YAP/TAZ
がSHP2の核内移行キャリアーとして機能す
る可能性が考えられた。哺乳動物細胞に
SHP2 および YAP/TAZ を異所性に共発現させ、
細胞内でSHP2-YAP/TAZ複合体が形成される
か検討した。各種改変型 SHP2 または改変型
YAP/TAZ を用いた免疫沈降実験を行い、
SHP2-YAP/TAZ 複合体形成に不可欠な SHP2
分子内領域および YAP/TAZ 分子内領域を特
定した。SHP2-YAP/TAZ 複合体の形成能を欠
損した改変型SHP2および改変型YAP/TAZを
哺乳動物細胞内に異所性に発現し、SHP2 の
細胞内分布ならびに SHP2-Parafibromin を
介した Wnt 標的遺伝子の転写活性化を解析
した。 
 
４．研究成果 
(1)がんを含む疾患症例を由来とする機能
未知の HRPT2 ミスセンス変異を選択した
(Newey et al, Hum. Mut.,31,295-307,2010)。
そ れ ぞれの点変異体をコードする
Parafibromin cDNA を作製し、5’末端に
Flag タグ配列を付加した Parafibromin 点

変異体を発現する哺乳動物細胞用ベクター
(pcDNA3/Flag-Parafibromin)を作製した。
Parafibromin 点変異体発現ベクターをヒト
胃上皮由来AGS細胞に遺伝子導入した結果、
Parafibromin 点変異体の発現量ならびに細
胞内分布は、野生型およびチロシンリン酸
化抵抗型 Parafibromin と同様だった。
Parafibromin 点変異体を HEK293 細胞(ヒト
胎児腎細胞)に発現させ、細胞溶解液を用い
て免疫沈降実験を行った結果、野生型
Parafibromin と 比較して著しく強い
β-catenin 結合能を持つ Parafibromin 点
変異体(Parafibromin 変異体 X：がん症例由
来)を同定した。Parafibromin 点変異体 X
を AGS 細胞に異所性に発現させ、転写因子
TCF/LEF に依存した転写の活性化をルシフ
ェラーゼ・レポーター試験によって解析し
た結果、Parafibromin 点変異体 Xはチロシ
ンリン酸化抵抗型Parafibrominと同様に野
生型Parafibrominよりも強くWnt標的遺伝
子の転写活性化を誘導した。以上より、チ
ロシン脱リン酸化されたParafibrominを機
能模倣し、Wnt 経路の活性化を引き起こす
「がん症例由来 Parafibromin 点変異体」を
同定することに成功した。 
(2)核内での分布が報告されているチロシ
ンキナーゼ Y の発現ベクターを AGS 細胞に
遺伝子導入した。その結果、チロシンキナ
ー ゼ Y の 発 現 に よ っ て 、 野 生 型
Parafibromin のチロシンリン酸化レベルが
顕著に亢進した一方で、チロシンリン酸化
抵抗型 Parafibromin はチロシンキナーゼ Y
非発現時と同様にチロシンリン酸化は検出
されなかった。チロシンキナーゼ Y の構成
的活性化型改変分子を同様に発現させると、
野生型チロシンキナーゼ Y の発現時と比較
して、より強い Parafibromin のチロシンリ
ン酸化の亢進が検出された。一方、キナー
ゼ活性欠失型の Y 改変分子の発現は、
Parafibromin のチロシンリン酸化を亢進し
なかった。AGS 細胞にチロシンキナーゼ Y
を異所性に発現させることで得られる
Parafibromin のチロシンリン酸化の上昇は、
構成的活性化型 SHP2 変異体(SHP2 E76K)の
共発現によって減少した。AGS 細胞の蛍光免
疫染色を行い、内因性に発現するチロシン
キナーゼYがParafibrominと核内で共局在
することを示した。AGS 細胞内の内因性に発
現するチロシンキナーゼ Y を siRNA 処理に
よって特異的に発現抑制した結果、
Parafibromin のチロシンリン酸化レベルの
低下ならびに Parafibromin/β-catenin 複
合体形成が増加した。また、チロシンキナ
ーゼ Y を発現抑制した AGS 細胞を試料とし
て同様にルシフェラーゼ・レポーター試験
を行った結果、チロシンキナーゼ Y の発現
抑制により Wnt 経路標的遺伝子の転写が活
性化した。以上より、核内チロシンキナー
ゼ Yは、Parafibromin のチロシンリン酸化
を促進し、Parafibromin/β-catenin 複合体



形成の抑制を介して、Wnt 経路標的遺伝子の
転写を抑制することが示唆され、
Parafibromin のチロシンリン酸化に関して
SHP2 と拮抗的に作用することが示された。 
(3)複数種の哺乳動物細胞(AGS, A549, 
COS-7, HeLa, MDCK, MKN28, HEK293T, 
NIH3T3)を試料として、抗 SHP2 抗体を用い
た蛍光免疫染色を行った。いずれの細胞に
おいても、SHP2 は高密度培養条件では細胞
質に分布する一方で、低密度培養条件では
核内に分布した。低密度培養下の AGS 細胞
に、YAP/TAZ をリン酸化する LATS キナーゼ
を異所性に発現させると、YAP/TAZ および
SHP2 の核内分布が抑制された。TAZ 分子内
に存在する LATS によるリン酸化部位(セリ
ン 89 番)をアラニン残基に置換した TAZ(リ
ン酸化抵抗型 TAZ：TAZ-SA)を AGS 細胞内に
異所性に発現すると、TAZ-SA の核内局在お
よび SHP2 の核内集積が認められた。 
HEK293T 細胞に YAP/TAZ ならびに SHP2 を
異所性に発現させ、免疫沈降を行った結果、
SHP2 が YAP/TAZ と細胞内で複合体を形成す
ることが明らかになった。C末端尾部を欠失
した改変型SHP2ならびにWWドメイン／PDZ
結合部位を欠損した改変型 TAZ では
SHP2-TAZ 複合体の形成が減弱した。SHP2 の
C末端尾部ならびにTAZのWWドメイン／PDZ
結合部位が、SHP2-YAP/TAZ 複合体の形成を
促進することが示された。C末端尾部欠失型
SHP2 は、野生型 SHP2 とは対照的に、低細胞
密度の培養条件においても核内に集積しな
かった。 
RNA干渉によりAGS細胞内のYAP/TAZの発
現を抑制すると、低細胞密度の培養条件に
も関わらず、SHP2 の核内集積は見られなか
った。この AGS 細胞を用いてイムノブロッ
ト解析を行い、YAP/TAZ の発現抑制による
Parafibromin のチロシンリン酸化レベルの
亢進が検出された。SHP2 の異所性発現が引
き起こす Wnt 標的遺伝子の転写活性化は、
細胞内 YAP/TAZ の発現抑制によって阻害さ
れた。また、リン酸化抵抗型 TAZ の異所性
発現によって誘導される Wnt 標的遺伝子の
転写活性化は、RNA 干渉による SHP2 の発現
抑制により阻害された。この Wnt 標的遺伝
子の転写活性化の阻害は、RNA 干渉耐性型
SHP2 の一過性発現で阻止された一方で、
YAP/TAZ 結合能を欠損した改変型 SHP2 の発
現では阻止されなかった。 
以上より、細胞密度が低い条件で、SHP2
は Hippo シグナル依存的なリン酸化から逃
れた YAP/TAZ と複合体を形成することで、
YAP/TAZ を核内移行のキャリアーとして利
用する分子機構の存在が示された。
Parafibromin のチロシン脱リン酸化を介し
た Wnt 標的遺伝子の転写活性化は、Hippo
シグナル経路に依存して調節されるSHP2の
核内移行によって促進されることが明らか
になった。 
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