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要旨  

 

Wnt経路-Hedgehog (Hh) 経路-Notch経路間の連関した制御を司る分子機構の本

態は未だ不明である。本研究では、核内タンパク質 parafibromin が Wnt、Hh、

Notch シグナルにより共有される転写コアクチベーターとして機能することを

示す。さらに、各シグナル経路のエフェクター転写因子との複合体形成を分子

基盤として、parafibrominがWnt-Hh経路間の競合ならびにWnt-Notch経路間の

協調を担うことを示す。parafibromin による Wnt-Hh-Notch シグナルの連関制御

機構は腸管上皮組織の維持を初めとする多様な生命現象に重要な役割を果たす

と考えられる。 
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序文  

 

細胞内シグナル伝達経路とシグナルクロストーク  

	 生物は、外部環境から受ける様々な刺激を認識・処理し、適切に応答するこ

とによって内部の状態を一定に保ちながら生命活動を維持している。このこと

は、個体としての生物ならびに個体を形成する基本単位である細胞レベルにお

いても同様に営まれている。細胞は、細胞膜表面に発現した受容体分子により

細胞外からの刺激を感知する。この受容体刺激を引き金として下流細胞内分子

が連続的に活性化され、様々な細胞内情報シグナルが生成される。細胞内シグ

ナルは最終的に遺伝子情報発現調節の場である核内へと伝えられ、各シグナル

経路に特異的な転写因子の活性化による標的遺伝子群の発現制御がなされる。

こうした細胞内シグナル伝達のプロセスを経て、増殖、分化、運動、細胞死な

ど多様な細胞応答が誘導される。 

	 細胞内に加え、細胞間の情報交換がその形成ならびに恒常性（ホメオスタシ

ス）維持に必須となる多細胞生物には、進化的に高度に保存された比較的少数

の細胞内シグナル伝達経路が存在する。具体的な経路として、Wnt 経路、

Hedgehog (Hh) 経路、Notch 経路、Transforming growth factor-β (TGF-β)/Bone 
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morphogenetic protein (BMP) 経路、Receptor tyrosine kinase (RTK)-RAS経路、Janus 

kinase (JAK)-Signal transducer and activator of transcription (STAT) 経路、Hippo経

路などが挙げられる。これら種を超えて高度に保存されているシグナル経路は、

胚発生から成体組織の再生にいたるまでの広範な生命現象に必須の役割を担う

と同時に、シグナル経路を構成する分子の異常な活性化や不活性化により引き

起こされるシグナル制御の破綻はがんを初めとする多様なヒトの疾患発症に深

く関与する。 

	 系統進化的に高度に保存されたシグナル伝達経路は、様々な生命現象を担う

上で各々が独立してシグナルを伝えるばかりでなく、複数の経路が互いに連動

して相互のシグナル強度を調節し合うこと（シグナルクロストーク）が知られ

る。例えば、脊椎動物の初期発生における背腹軸に沿った神経管のパターン化

は Wnt シグナルと Hh シグナル間の競合的なクロストークにより厳密に制御さ

れることが知られる［1］。この過程において、分泌性シグナル分子である Wnt

は神経管背側の蓋板より分泌されて背側から腹側にかけた濃度勾配を生み出す

一方、Hhシグナル活性化の液性リガンド因子である Sonic hedgehog (Shh) は腹

側の脊索や底板から分泌され腹側から背側にかけた濃度勾配を生み出す。これ

らシグナル分子群の時空間的な濃度勾配の変動に応じ、未分化神経上皮細胞内
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において Wnt シグナルと Hh シグナルが互いのシグナル活性化強度を競合的に

抑制し合うことで背側特異的な遺伝子（Pax6 など）や腹側特異的な遺伝子

（Nkx2.2 など）がそれぞれ誘導され、神経管の各部位に応じた神経細胞の秩序

だった分化が誘導される。このように、細胞内シグナルクロストークを司る分

子機構の詳細を明らかにすることは多細胞生物の発生・分化・恒常性維持やそ

の破綻としての疾患発症を理解する上できわめて重要な意義を有することに異

論の余地はない。しかしながら、2種類以上の細胞内シグナル経路間を統合的に

調節・制御する分子機構ならびにその機構を司る制御因子の存在等はこれまで

のところ全く明らかにされていない。 

 

parafibromin/Cdc73 

	 parafibromin/Cdc73 (以下 parafibromin) は HRPT2 (hyperparathyroidism type 2) 

遺伝子にコードされ、主に細胞核内に局在する核内タンパク質である［2］。

HRPT2 は、その不活性化型変異が遺伝性の副甲状腺機能亢進症-顎腫瘍症候群 

(hyperparathyroidism-jaw tumor syndrome; HPT-JT) の原因となる遺伝子として

2002年に最初に単離・同定された［3, 4］。 

	 HRPT2 遺伝子配列から、その遺伝子産物である parafibromin は酵母において
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発見された RNA polymerase II-associated factor (PAF) 複合体の構成因子の 1つで

ある cdc73タンパク質のヒトのオーソログであることが明らかとなった。さらに、

酵母 cdc73の場合と同様に、parafibrominはヒト細胞内で PAF複合体を構成する

因子であることも明らかとなった［5］。ヒトの PAF 複合体は、parafibromin、

Paf1、Ctr9、Leo1、Rtf1、Ski8の 6つの構成因子から構築され、RNA polymerase 

IIやその他の転写調節因子と相互作用することで転写の開始、転写の伸長、RNA

プロセシング、ヒストン修飾など多様な機構を介して核内における遺伝子の発

現調節機構に関わっていると考えられている［6-8］。 

	 ヒト（哺乳動物）parafibromin と酵母 cdc73 はそのカルボキシ (C) 末端側に

「cdc73コアホモロジードメイン」とよばれる配列相同性を有する領域を共有す

る一方、parafibrominのアミノ (N) 末端側には酵母の cdc73には存在しない特有

のドメインが存在することが明らかとなった (序図 1)［2, 9］。興味深いことに、

この N末端側ドメインは後生動物 (Metazoan、いわゆる多細胞動物) の間におい

ては線虫からヒトにいたるまで広く進化的に保存されている［2］。この事実か

ら、系統進化の過程において、parafibrominは N末側ドメインを付加することで

後生動物に特異的な何らかの新規機能を獲得したものと推察される。 
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序図 1 parafibrominの分子構造   

parafibrominは全長 531アミノ酸残基からなり、そのカルボキシ (C) 末端側 (ア

ミノ酸残基 357番-531番目) に酵母の cdc73タンパク質 (yeast cdc73) との間で

配列相同性のある「cdc73コアホモロジードメイン」と呼ばれる領域を保有する。

一方、そのアミノ (N) 末端側 (アミノ酸残基 1 番-357 番目) には、酵母には存

在しない後生動物に特有の配列を有する。 

 

parafibrominによるシグナル伝達経路の制御  

	 2006 年に Mosimann らは、ショウジョウバエを用いた遺伝学的研究からショ

ウジョウバエの parafibromin オーソログである Hyrax が Wnt シグナル経路の伝

達に重要な役割を果たすことを報告した［9］。 

	 細胞内 Wnt シグナルの伝達には、同経路の主要エフェクターである転写のコ

アクチベーター分子 β-cateninの機能制御が重要な鍵を握る［10］。Wntシグナ

ルが非活性化状態にある細胞では、β-catenin は Axin、APC、GSK3β、CKI から

なる細胞質分解複合体によって細胞質において構成的に分解され、細胞内には
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わずかしか存在できない。一方、分泌性のリガンド分子である Wnt が細胞膜上

の Frizzled 受容体に結合し Wnt シグナルが活性化されると、細胞質分解複合体

による β-catenin の分解が抑制され、細胞質で β-catenin が安定化される。安定

化された β-cateninは核内へと移行し、DNA結合因子 TCF/LEFと複合体を形成

してWntシグナル標的遺伝子を転写活性化する。このWntシグナル伝達機構の

うちで、parafibromin は安定化された β-catenin と核内で直接的に複合体を形成

し、転写コアクチベーターとして機能することで Wnt シグナル標的遺伝子の転

写活性化を促進することが明らかとなった。この発見に引き続き、2009 年には

parafibromin が Hh シグナル経路の制御にも関わっていることが明らかにされた

［11］。 

	 細胞外に分泌されるシグナル分子である Hhは、哺乳動物では Sonic hedgehog 

(Shh)、Desert hedgehog (Dhh)、Indian hedgehog (Ihh) の 3種類のホモログが同定

されている［12］。これら Hhリガンドの非存在下では、細胞膜に発現した Patched

受容体 (Ptch) が 7 回膜貫通タンパク質 Smoothened (Smo) を持続的に抑制する

ことで細胞内シグナルは抑制された状態にある。これに対し、Hhリガンドが結

合した Ptchは Smoへの抑制効果を失い、Smo依存的な細胞内シグナル経路活性

化を介して Hh シグナルのエフェクター転写因子 GLI1 が核内へと移行し、Hh
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シグナル標的遺伝子群の転写活性化が誘導される。この過程において、

parafibrominは核内でGLI1と直接結合しHhシグナル標的遺伝子転写のコアクチ

ベーターとして機能することが明らかにされた［11］。 

	 また、2011 年に発表された当研究室の高橋らによる先行研究において、チロ

シンホスファターゼ SHP2 の細胞内基質分子の網羅的探索が行われ、新規の

SHP2基質として parafibrominが同定された［13］。 

	 SHP2 は細胞増殖を促す RAS/MAPK シグナル経路の活性化に関与する非受容

体型チロシンホスファターゼとして知られている［14, 15］。SHP2 をコードす

る PTPN11 遺伝子の機能獲得型遺伝子変異が多様なヒトのがんにおいて見出さ

れることから、SHP2はその異常活性化が細胞のがん化を促す「がんタンパク質」

として理解されている［14-19］。高橋らは、SHP2 が細胞質に加えて核内にも

存在することを示すとともに、核内 SHP2が parafibrominをチロシン脱リン酸化

すること、そして parafibromin はチロシン脱リン酸化依存的に β-catenin と複合

体を形成する能力を獲得し細胞増殖あるいは発がんに促進的な Wnt シグナルの

活性化を誘導することを明らかにした。この発見により、SHP2は細胞質で RAS

経路の活性化を促進する一方、核内で parafibromin の脱リン酸化を介して Wnt

経路の活性化を誘導することが明らかとなり、機能獲得型 SHP2はこれら 2つの
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主要発がん関連経路を同時に脱制御することで細胞のがん化を加速させること

が示唆された。 

	 上述の知見を統合すると、parafibromin は、Wnt シグナル、Hh シグナル、

RTK-RASシグナルなどの複数の細胞内シグナル伝達経路と機能的に相互作用す

ることで、後生動物に特徴的な生命活動をコーディネートする分子として機能

している可能性が強く示唆される。このことは同時に、parafibrominが異なる複

数の細胞内シグナル伝達経路の協調的制御に重要な役割を果たしている可能性

を浮かび上がらせる。しかしながら、parafibrominがそのようなシグナル・コー

ディネーターとしての役割を実際に果たしうるのかという謎は全く明らかにさ

れていない。そこで本研究では、哺乳動物細胞内に共存する複数のシグナル経

路の入力を統合・制御し、個々の細胞あるいは組織の文脈に依存したシグナル

活性制御を担う分子として parafibrominが果たす役割の解明を目指した。 
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方法  

 

細胞培養  

	 ヒト胎児腎細胞由来 HEK293T細胞、ヒト肺腺がん由来 A549細胞ならびにヒ

ト乳がん由来MCF7細胞は、10% ウシ胎児血清 (FBS) を添加した DMEM培地 

(日水製薬株式会社) を用いて培養した。ヒト胃上皮由来 AGS 細胞の培養には

10% FBSを添加した RPMI-1640培地 (日水製薬株式会社) を、ヒト Ewing肉腫

由来 SKES細胞の培養には 15% FBSを添加したMcCoy’s 5a培地 (GIBCO) をそ

れぞれ用いた。内因性の Wnt シグナル活性化のためには、HEK293T 細胞を

GSK3βの阻害剤である LiCl (最終濃度 25 mM) で 24時間処理した。 

 

プラスミド  

	 野生型 parafibrominを発現するベクターは、ヒト HRPT2遺伝子をコードする

cDNAの 5’末端に Flagタグあるいは HAタグをコードする配列を付加した後、

哺乳動物細胞用発現ベクターpcDNA3 (Invitrogen) のマルチクローニングサイト

内に挿入することで作製した。チロシンリン酸化抵抗性 parafibromin 

(Y290/293/315F) 発現ベクターは野生型 parafibromin 発現ベクターを基に
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Chameleon Site Directed Mutagenesisキット (Stratagene) を用いて作製した。GLI1

発現ベクターは、ヒト GLI1遺伝子をコードする cDNA配列の 5’末端に HAタグ

をコードする配列を付加し、pcDNA3のマルチクローニングサイト内に挿入して

作製した。SHP2発現ベクターは、ヒト PTPN11遺伝子をコードする cDNA配列

の 3’末端にMycタグをコードする配列を付加し、哺乳動物細胞用発現ベクター 

pSP65SRaのマルチクローニングサイト内に挿入したものを用いた。Notch 細胞

内ドメイン (Notch intracellular domain; NICD) 発現ベクターは、マウス Notch1

タンパク質の細胞内領域 (アミノ酸残基 1,733番-2,813番目) の C末端にMycタ

グの 6 回繰り返し配列を付加したものを pcDNA3 のマルチクローニングサイト

内に組み込むことで作製した。β-catenin S33Y 発現ベクターは、マウス Ctnnb1

遺伝子をコードする cDNA配列のうち 33番目のセリン残基をコードする塩基配

列をチロシン残基をコードするものに置換した後に 5’末端に HA タグをコード

する配列を付加して、哺乳動物細胞用発現ベクターpCGNにクローニングしたも

のを用いた。Ptk6 発現ベクターは、ヒト PTK6 遺伝子をコードする cDNA 配列

の 3’末端に Flagタグをコードする配列を付加した後に哺乳動物細胞用発現ベク

ターpRC/CMV のマルチクローニングサイト内にクローニングしたものを用い

た。parafibromin を標的とする shRNA 発現ベクターは、報告されている標的配
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列［20］を含む DNA断片を pSUPERベクター (OligoEngine) に組み込むことに

より作製した。また、RNA干渉耐性型 parafibrominは野生型 parafibromin発現ベ

クターを基に shRNA の標的配列を別の配列へと置換することにより作製した。

Hhシグナル反応性のルシフェラーゼレポータープラスミド［21］、Notch反応性

ルシフェラーゼレポータープラスミド［22］、およびWnt反応性ルシフェラーゼ

レポータープラスミド［23］は、過去の報告と同様のものを実験に用いた。 

 

細胞への遺伝子導入  

	 HEK293T 細胞への遺伝子導入は Lipofectamine reagent (Invitrogen) と Plus 

reagent (Invitrogen) を用いて行った。A549細胞、MCF7細胞、および AGS細胞

への遺伝子導入には Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen) を用いた。遺伝子導

入の操作は各製品の推奨プロトコールに準拠して行った。 
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抗体  

	 抗 Flag抗体 (M2、SIGMA)、抗 HA抗体 (3F10、Roche)、抗Myc抗体 (9E10、

Santa Cruz)、抗 β-Actin抗体 (C-11、Santa Cruz)、抗 parafibromin抗体 (A300-170A、

Bethyl Lab.)、抗 β-catenin抗体 (H102、Santa Cruz)、Cleaved Notch1 (NICD) 抗体 

(#2421、Cell Signaling)、抗 Sox9抗体 (AB5535、Millipore)、ならびに抗 GLI1抗

体 (L42B10、Cell Signaling) をイムノブロットおよび蛍光免疫染色における 1次

抗体として用いた。免疫組織化学染色の 1 次抗体には、抗 parafibromin 抗体 

(A300-170A、Bethyl Lab.)、抗 CD44抗体 (550538、BD Biosciences)、Cleaved Notch1

抗体 (#2421、Cell Signaling)、抗 β-catenin 抗体 (610154、BD Biosciences)、抗

HES1抗体 (H-20、Santa Cruz)、抗 Ki-67抗体 (TEC3、Dako)、および抗 Villin抗

体 (C-19、Santa Cruz) を用いた。 

 

免疫沈降とイムノブロット  

	 培養細胞に各種発現ベクターを一過性に遺伝子導入し、24時間あるいは 48時

間後に細胞を回収した後に溶解バッファー (250 mM NaCl、50 mM Tris-HCl (pH 

8.0)、5 mM EDTA、0.5% NP-40、2 mM Na3VO4、10 mg/ml leupeptin、10 mg/ml trypsin 

inhibitor、10 mg/ml aprotinin、2 mM PMSF) を用いて溶解し、細胞抽出液を各種
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抗体による免疫沈降に供した。得られた免疫沈降物は溶解バッファーを用いて 6

回希釈洗浄した。 

	 得られた免疫沈降物を SDS-PAGEで分離した後に、イムノブロットを行った。

イムノブロットの 2 次抗体反応には、HRP 付加した抗マウス、ウサギ、ラット

IgG抗体 (GE Healthcare)、ならびに抗ヤギ IgG抗体 (Santa Cruz) を用いた。イ

ムノブロットフィルターを Western blot chemiluminescence reagent (PerkinElmer 

Life sciences) によって化学発光させ、Hyper Film (Amersham Biosciences) に現像

した。 

 

ルシフェラーゼレポーターアッセイ  

	 ルシフェラーゼレポーターアッセイは、Dual-Luciferase reporter assay kit 

(Promega) を用いて推奨プロトコールに従って行った。pRL/CMV あるいは

pRL/TKウミシイタケルシフェラーゼ活性を 2ndルシフェラーゼレポーターとし

て用いることで標準化を行い、得られた相対値を実験結果として示した。 
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siRNA 

	 β-catenin特異的 siRNAはHs_CTNNB1_5 FlexiTube siRNA (QIAGEN) を用いた。

Ptk6特異的 siRNAならびにコントロール siRNAは以下の配列のものを合成して

実験に用いた。 

si-Ptk6: 5’- GCGACUCUGAUGAGAAAGUTT -3’ 

Control siRNA: 5’-GCGGAGAGUCAUUUGAUUATT -3’ 

細胞への siRNAの導入は Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen) を用いて行った。 

 

定量的 RT-PCR解析  

	 細胞からの Total RNAの精製は TRIzol Reagent (Invitrogen) を用いて推奨プロ

トコールに従って行った。cDNA はランダムヘキサマープライマーおよび

SuperScript II reverse transcriptase (Invitrogen) を用いてTotal RNAより逆転写合成

した。 

	 逆転写により得られた cDNAサンプルを、SYBR Premix Ex Taq (Perfect Real 

Time) (TaKaRa) を使用して StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied 

Biosystem) により適切なアニーリング温度でリアルタイム PCR 解析を行った。

内部標準コントロールには TBP を用いることで標準化を行い、得られた相対値
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を実験結果として示した。定量的 RT-PCR 解析に用いたプライマーの配列を以

下に示す。 

HES1 forward プライマー: 5’- CCAAAGACAGCATCTGAGCA -3’ 

HES1 reverse プライマー: 5’- CCGCGAGCTATCTTTCTTCA -3’ 

HEY1 forward プライマー: 5’- GAGACCATCGAGGTGGAGAA -3’ 

HEY1 reverse プライマー: 5’- TCGGCGCTTCTCAATTATTC -3’ 

TBP forward プライマー: 5’- GCTCACCCACCAACAATTTAGTAG -3’ 

TBP reverse プライマー: 5’- CTGCTCTGACTTTAGCACCTGTTA -3’ 

 

マウス  

	 Hrpt2flox/floxマウス［24］、CAG-Cre-ER トランスジェニックマウス［25］、およ

び Villin-Creトランスジェニックマウス［26］を本研究では使用した。Hrpt2flox/flox

マウスと CAG-Cre-ERマウスあるいは Villin-Creマウスを交配させることにより、

parafibrominコンディショナルノックアウトマウス CAG-CreER; Hrpt2flox/floxなら

びに Villin-Cre; Hrpt2flox/floxをそれぞれ作製し、実験に用いた。成体マウスにおけ

る parafibrominコンディショナルノックアウト実験では、4-6週齢の CAG-CreER; 

Hrpt2flox/flox マウスならびにその同腹仔にコーン油に溶解したタモキシフェンを
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マウス体重 40 gあたり 4 mg腹腔内投与し、投与 5日後にマウスを安楽死させて

解析を行った。なお、本研究で実施した全ての動物実験は、本学大学院医学系

研究科における動物実験倫理委員会が規定する実験プロトコールに準拠して行

った。 

 

腸管上皮オルガノイド培養  

	 マウス腸陰窩の精製ならびに腸管上皮オルガノイド培養は、過去の報告［27］

に記載されるプロトコールに準拠して行った。parafibrominのコンディショナル

ノックアウト誘導は、4-ヒドロキシタモキシフェン (4-OHT) を培地中に最終濃

度 500 nMで添加することにより行った。 

 

免疫組織化学染色  

	 マウスから得た新鮮な組織を氷冷 PBS で洗浄した後、4% パラホルムアルデ

ヒド/PBS 溶液中に一晩 4ºCで浸して組織の固定を行った。固定後、組織の脱水

処理・パラフィン包埋を行って、ミクロトームにより 4 µmの厚さで薄切し切片

とした。得られた切片を脱パラフィン処理し、再水和した。内因性のペルオキ

シダーゼ活性を阻害するため、切片を 0.3% 過酸化水素/メタノール溶液で 30分



 22 

間室温で処理した。抗原の賦活化はクエン酸バッファー (pH 6.0) あるいは

Tris-EDTA (pH 9.0) 溶液中に浸した状態で電子レンジを用いて 15分間組織切片

を煮沸することにより行った。免疫組織化学染色の 1 次抗体反応は、以下の抗

体および希釈倍率で組織切片を一晩 4ºC で反応させることにより行った: 抗

parafibromin 抗体 (1:250)、抗 NICD 抗体 (1:50)、抗 β-catenin 抗体 (1:500)、抗

CD44抗体 (1:500)、抗 Sox9抗体 (1:5000)、抗 HES1抗体 (1:50)、抗 Ki-67抗体 

(1:25)、抗 Villin抗体 (1:50)。染色は Vectastain ABC-Elite kit (Vector Labs) なら

びに Dako Liquid DAB+ Substrate (Dako) を用いて推奨プロトコールに従って行

った。蛍光免疫染色の検出には 2 次抗体として抗マウス IgG Alexa-Fluor 488 

(Invitrogen) ならびに抗ウサギ IgG Alexa-Fluor 546 (Invitrogen) を用いて、共焦点

蛍光顕微鏡によりシグナルを検出した。 
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In situ proximal ligation assay 

	 HEK293T細胞をポリ D-リジンをコートしたガラススリップ (IWAKI) 上に播

種し、その 16時間後に遺伝子導入をした。4% パラホルムアルデヒド/PBS 溶液

で細胞を固定した後、TritonX-100 を用いて易透化し、1 次抗体反応を行った。

その後、Duolink In situ PLA kit (Olink Bioscience) の推奨プロトコールに従って

In situ proximal ligation assay (PLA) を行った。 

 

統計処理  

	 各実験データに対する統計学的処理は、パラメトリックな 2 群間の比較には

Student’s t-test を、パラメトリックな多群間の比較には ANOVA (Bonferroni’s 

post-test) を、ノンパラメトリックな群間の比較にはWilcoxon rank sum testをそ

れぞれ用いて行った。 
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結果  

 

parafibrominによる Hhシグナル経路制御機構  

	 ショウジョウバエを用いた研究から、parafibromin は GLI1 との直接的な複合

体形成を介して Hh 経路標的遺伝子の転写活性化に関与することが報告されて

いる［11］。そこで本研究では、哺乳動物細胞において parafibromin が Hh 経路

の制御に果たす役割を確認するために、ヒト胎児腎上皮細胞由来 HEK293T細胞

に parafibromin 特異的な shRNA を発現させて内因性 parafibromin の発現を抑制

し、Hh シグナル標的遺伝子の転写活性化に及ぼす影響を Hh シグナル反応性の

ルシフェラーゼレポーターアッセイを用いて評価した。その結果、shRNA を介

した内因性 parafibromin の発現抑制により、Hh シグナル反応性のルシフェラー

ゼレポーター活性は有意に減少した (図 1)。一方、Hhレポーター活性の低下は

RNA干渉耐性型 parafibromin (RNAi-resistant Flag-parafibromin) の異所性発現に

よって解消された (図 1)。これらの観察より、哺乳動物細胞において内因性

parafibromin は Hh シグナル標的遺伝子の転写活性化に寄与していることが確認

された。 
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図 1 内在性 parafibrominによる Hhシグナル標的遺伝子の転写活性化  

HEK293T細胞に parafibromin特異的 shRNA (sh-parafibromin) 発現ベクターおよ

び Flag タグを付加した RNA 干渉耐性型 parafibromin (RNAi-resistant 

Flag-parafibromin) 発現ベクターを Hh シグナル反応性のルシフェラーゼレポー

ターと共に一過性に導入し、72 時間後に調製した細胞抽出液を試料としてレポ

ーター活性の測定およびイムノブロット解析を行った。グラフは 3 回の実験の

平均値を示す。エラーバーは標準偏差を示す。 **p < 0.01。  
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	 次に、細胞内における parafibromin-GLI1複合体の形成を調べるため、Hhシグ

ナルの恒常的活性化が報告されている［28］ヒト Ewing 肉腫由来細胞株 SKES

の細胞抽出液を用い、抗 parafibromin抗体を用いた免疫沈降を行ったところ、内

因性 GLI1ならびに parafibrominの共免疫沈降が観察された (図 2)。このことか

ら、parafibromin と GLI1 は細胞内で物理的な複合体を形成して存在することが

示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2内因性 parafibromin-GLI1複合体の共免疫沈降  

SKES細胞由来の細胞抽出液 (TCL) を用いてコントロールウサギ IgG抗体ある

いは抗 parafibromin 抗体による免疫沈降を行い、得られた免疫沈降物 (IP) およ

び TCLを SDS-PAGEにより展開し、イムノブロット解析を行った。 

 

 



 27 

	 当研究室におけるこれまでの先行研究により、parafibromin分子内の主たるチ

ロシンリン酸化部位は 290番、293番、および 315番目の 3つのチロシン残基で

あり、またこれらの３つの残基が SHP2によるチロシン脱リン酸化の標的残基で

あることが明らかとなっている［13］。さらに、SHP2 によりこれら残基がチロ

シン脱リン酸化された parafibromin は β-catenin と安定的に結合する能力を獲得

し、Wntシグナル標的遺伝子の転写活性化を促進することが示されている［13］。

一方、parafibrominのチロシンリン酸化/脱リン酸化調節と Hhシグナル制御との

関連は不明である。そこで、parafibromin分子内のチロシン残基-290, -293, -315

を全てフェニルアラニン残基に置換したチロシンリン酸化抵抗性 parafibromin 

(Flag-PR-parafibromin) を用い、parafibrominのチロシンリン酸化/脱リン酸化調節

が Hh シグナルの制御に果たす役割を検討した。まず、parafibromin のチロシン

脱リン酸化が Hh シグナル標的遺伝子の転写活性化に与える影響を調べるため

に、HEK293T 細胞に野生型あるいはチロシンリン酸化抵抗性 parafibromin を発

現させて Hhシグナル反応性のルシフェラーゼレポーター活性を検討した。その

結果、野生型 parafibrominもしくはリン酸化抵抗性 parafibrominの異所性発現に

より、Hh レポーター活性がコントロールと比較してそれぞれ 1.6 倍および 7.0

倍に有意に上昇した (図 3A)。また、parafibromin と共に GLI1 を共発現させ同
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様の実験を行ったところ、リン酸化抵抗性 parafibrominは野生型と比較して著し

く強力な Hhレポーター活性化を誘導した (図 3B)。さらに、parafibrominの脱リ

ン酸化を担う SHP2によりHhシグナルの転写活性化が促進されるか否かを検討

するため、Hh シグナルが恒常的に活性化されているヒト肺腺がん由来 A549 細

胞に SHP2を異所性発現させてHhシグナルレポーターアッセイを行ったところ、

SHP2 発現増大により Hh レポーター活性が有意に増強することが示された (図

3C)。 

	 以上の結果から、SHP2によってチロシン脱リン酸化された parafibrominが Hh

シグナル標的遺伝子の転写活性化を特異的に促進することが示唆された。 
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図 3 parafibromin のチロシン脱リン酸化依存的な Hh シグナル標的遺伝子

の転写活性化  

(A, B) HEK293T細胞に図中に示した各発現ベクターを Hhシグナル反応性のル

シフェラーゼレポーターと共に一過性に導入し、36 時間後に調製した細胞抽出

液を試料としてレポーター活性の測定およびイムノブロット解析を行った。(C) 

A549 細胞にコントロールベクターあるいは Myc タグを付加した SHP2 

(SHP2-Myc) 発現ベクターを Hhシグナル反応性のルシフェラーゼレポーターと

共に一過性に導入し、36 時間後に調製した細胞抽出液を試料としてレポーター

活性の測定およびイムノブロット解析を行った。 (A-C) グラフは 3回の実験の

平均値を示す。エラーバーは標準偏差を示す。 **p < 0.01。  
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	 次に、チロシン脱リン酸化 parafibrominによって Hhシグナル標的遺伝子が転

写活性化される分子機構の解明を試みた。parafibromin-GLI1 間の複合体形成に

必要となる parafibromin分子内のGLI結合領域 (アミノ酸残基 200番から 343番

の領域 ) は、上記の実験結果で Hh シグナル活性化への関与が示された

parafibromin のチロシンリン酸化/脱リン酸化部位 (Y290、Y293、Y315) の近傍

に位置する［11］。このことから、これら残基における parafibromin のチロシン

脱リン酸化状態に依存して parafibromin-GLI1 間の複合体形成が制御される可能

性が考えられた。この可能性を検証するため、HEK293T 細胞に野生型

parafibrominもしくはリン酸化抵抗性 parafibrominをGLI1と共に一過性に発現さ

せ、parafibromin/GLI1複合体形成を共免疫沈降実験により解析した。その結果、

リン酸化抵抗性 parafibrominを用いた場合、野生型と比較して parafibromin/GLI1

複合体形成量の著明な増加が観察された  (図 4)。このことから、

parafibromin/GLI1 複合体形成は、parafibromin/β-catenin 複合体形成と同様、

parafibromin の Y290/Y293/Y315 チロシン脱リン酸化依存的に制御されることが

示唆された。また、リン酸化抵抗性 parafibrominを共発現させた場合には、イム

ノブロットの結果において GLI1 のバンドがスメア状にシフトアップすること

が観察された (図 4)。GLI1は細胞内においてリン酸化修飾ならびにそれに続く
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ユビキチン化-プロテアソーム系によるタンパク質分解の制御を受けることが知

られるため［29, 30］、脱リン酸化依存的に GLI1に結合した parafibrominは GLI1

のプロテアソーム依存的分解を抑制し、リン酸化/ユビキチン化された GLI1 の

細胞内蓄積を促進する可能性が推察される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 parafibrominのチロシン脱リン酸化依存的な parafibromin/GLI1複合体

形成  

HEK293T細胞にGLI1および Flagタグを付加した野生型 parafibromin (WT) もし

くはチロシンリン酸化抵抗性 parafibromin (PR) を発現させ、48時間後に細胞抽

出液 (TCL) を調製して抗 Flag抗体による免疫沈降を行った。得られた免疫沈降

物 (IP) およびTCLを SDS-PAGEにより展開し、イムノブロット解析を行った。 
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	 以上の結果から、parafibromin は SHP2 によるチロシン脱リン酸化依存的に

GLI1と複合体形成し、Hhシグナル標的遺伝子転写のコアクチベーターとして機

能することで Hhシグナルの活性化を促進する機能を有することが示唆された。 

 

parafibrominによる Notchシグナル経路制御機構  

	 Notchシグナルは、胚発生や細胞運命の決定など様々な生命現象に重要な役割

を果たすシグナル伝達経路である。序文にて列挙した多細胞生物に保存される

種々のシグナル経路の中で、Notchシグナルは隣接した細胞間の物理的な接触を

介した情報伝達を行う点が特徴的である。膜一回貫通型受容体である Notchは、

隣接した細胞の細胞外領域に提示された Delta/Jagged リガンドとの結合により

活性化される。活性化された Notch は細胞膜近傍で ADAM (a disintegrin and 

metaloprotease) ならびに γ-secretase による連続的な切断を受ける。切断された

Notchの細胞内領域 (Notch intracellular domain; NICD) は核へ移行し、DNA結合

因子 CSLと直接的に結合したのちに転写調節因子として Notchシグナル標的遺

伝子の発現を制御する。 

	 興味深いことに、2007 年に報告されたゼブラフィッシュを用いた遺伝学的研

究において、PAF複合体の構成タンパク質である Rtf1ならびに Ctr9が胚発生に
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おける Notchシグナル経路の制御に重要な役割を担うことが示された［16］。こ

の事実は、parafibrominを含む PAF複合体が Notchシグナルの制御にも深く関与

している可能性を示唆している。しかしながら、現時点では Notch シグナルへ

の parafibrominの関与は全く明らかにされていない。 

	 そこで、Notchシグナル標的遺伝子の転写制御に parafibrominが関与している

か否かを検討するために、293T細胞において Notchシグナル反応性プロモータ

ーを用いたルシフェラーゼレポーターアッセイ (Notchレポーターアッセイ) を

行った。parafibromin 特異的な shRNA を単独発現させた場合、あるいは NICD

と共発現させた場合のいずれでも、内因性 parafibrominの発現抑制により Notch

レポーター活性の減少が認められた (図 5A)。一方、このレポーター活性の減少

は RNA干渉耐性型 parafibromin (RNAi-resistant Flag-parafibromin) をさらに発現

させることにより解消された (図 5B)。これらの結果から、内因性 parafibromin

は Notchシグナル標的遺伝子の転写活性化に促進的に働くことが示唆された。 
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図 5 内因性 parafibrominによる Notch標的遺伝子の転写活性化  

(A) HEK293T細胞にparafibromin特異的 shRNA (sh-parafibromin) 発現ベクターお

よび Mycタグを付加した NICD (NICD-Myc) 発現ベクターを Notchシグナル反

応性のルシフェラーゼレポーターと共に一過性に導入し、72 時間後に調製した

細胞抽出液を試料としてレポーター活性の測定およびイムノブロット解析を行

った。 (B) HEK293T細胞に parafibromin特異的 shRNA (sh-parafibromin) 発現ベ

クターおよび Flagタグを付加した RNA干渉耐性型 parafibromin (RNAi-resistant 

Flag-parafibromin) 発現ベクターを Notch シグナル反応性のルシフェラーゼレポ

ーターと共に一過性に導入し、72 時間後に調製した細胞抽出液を試料としてレ

ポーター活性の測定およびイムノブロット解析を行った。 (A, B) グラフは 3回

の実験の平均値を示す。エラーバーは標準偏差を示す。 **p < 0.01。 
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	 そこで次に、parafibrominは Notchシグナルの転写複合体と物理的に相互作用

し Notch シグナル標的遺伝子の転写活性化を促進する転写コアクチベーターと

して機能する、という作業仮説を立てた。この仮説を検証するため、Notchシグ

ナルが恒常的に活性化されている［31］ヒト乳がん由来細胞株MCF7を用いて、

parafibrominとNotch細胞内領域 (NICD) との複合体形成を共免疫沈降実験によ

り検討したところ、内因性の NICDと parafibrominとの共免疫沈降が観察された 

(図 6)。この結果から、parafibrominは Notchシグナルの転写複合体と物理的に相

互作用することで転写コアクチベーターとして機能することが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 内因性 parafibromin-NICD複合体の共免疫沈降  

MCF7細胞由来の細胞抽出液 (TCL) を用いてコントロールウサギ IgG抗体ある

いは抗 parafibromin 抗体による免疫沈降を行い、得られた免疫沈降物 (IP) およ

び TCLを SDS-PAGEにより展開し、イムノブロット解析を行った。 
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	 次に、parafibrominのチロシンリン酸化/脱リン酸化が Notchシグナルに影響を

与えるか否かを検討するため、HEK293T 細胞に野生型 parafibromin もしくはリ

ン酸化抵抗性 parafibromin を NICD と共発現させ、共免疫沈降実験により

parafibromin-NICD相互作用を検討した。その結果、リン酸化抵抗性 parafibromin

は野生型と比較して著しく強い NICD 結合能を示すことが明らかになった (図

7A)。このことから、parafibromin はチロシン脱リン酸化依存的に NICD と相互

作用することが示唆された。また、野生型およびリン酸化抵抗性 parafibrominの

共発現に伴って、細胞内における NICD タンパク質の量が増加し、イムノブロ

ットのバンドがスメア状になることが観察された (図 7A)。上述した GLI1の場

合と同様に、NICD もユビキチン化-プロテアソーム系による制御を受けること

が知られるため［32］、parafibromin は複合体形成を介して NICD のタンパク質

分解を抑制する可能性が推察された。次に、parafibrominのリン酸化調節が Notch

シグナルの転写活性化に及ぼす影響を検討するために、HEK293T細胞を用いて

Notchレポーターアッセイを行ったところ、リン酸化抵抗性 parafibrominの異所

性発現は野生型と比較して著明な Notch シグナルの活性化を誘導した (図 7B)。

さらに、MCF7 細胞にリン酸化抵抗性 parafibromin を異所性発現させて定量的

RT-PCR解析を行ったところ、Notchシグナルの標的遺伝子である HES1遺伝子
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ならびに HEY1 遺伝子の発現上昇が認められた (図 7C)。以上の結果より、

parafibrominはその脱リン酸化依存的に NICDと相互作用し、転写コアクチベー

ターとして機能することで Notch シグナル標的遺伝子の転写活性化を促進する

ことが示唆された。 
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図 7 チロシン脱リン酸化型 parafibrominによる Notchシグナル活性化  

(A) HEK293T細胞にMycタグを付加した NICD (NICD-Myc) および Flagタグを

付加した野生型 parafibromin (WT) もしくはチロシンリン酸化抵抗性

parafibromin (PR) を発現させ、細胞抽出液 (TCL) を調製して抗 Flag抗体による

免疫沈降を行った。得られた免疫沈降物 (IP) および TCLを SDS-PAGEにより

展開し、イムノブロット解析を行った。 (B) HEK293T細胞に図中に示した各発

現ベクターを Notch シグナル反応性のルシフェラーゼレポーターと共に一過性

に導入し、調製した細胞抽出液を試料としてレポーター活性の測定およびイム

ノブロット解析を行った。グラフは 3 回の実験の平均値を示す。エラーバーは

標準偏差を示す。 **p < 0.01。 (C) MCF7 細胞にリン酸化抵抗性 parafibromin 

(Flag-PR-parafibromin) を異所性発現させて細胞から RNA を抽出した後、HES1

および HEY1に対する定量的 RT-PCR解析を行った。グラフは 4回の実験の平均

値を示す。エラーバーは標準偏差を示す。*p < 0.05、**p < 0.01。 
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parafibrominを介した Wntシグナル-Hhシグナル間の競合機構  

	 これまでに得られた実験結果から、parafibromin は Wnt シグナル、Hh シグナ

ル、Notchシグナルそれぞれのエフェクター分子との直接的な相互作用を介して

これら 3 つのシグナル伝達経路に共通する転写コアクチベーターとして機能す

ることが明らかとなった。この結論から、細胞、組織、個体レベルにおいて観

察される Wnt 経路-Hh 経路-Notch 経路間のシグナルの協調あるいは競合・抑制

において parafibrominが重要な役割を担う可能性が考えられた。 

	 このきわめて興味深い可能性を検証するため、初めに parafibromin 依存的な

Hh シグナルの活性化に対する Wnt シグナルの影響を検討した。HEK293T 細胞

に野生型あるいはリン酸化抵抗性 parafibromin、GLI1、およびタンパク質分解抵

抗性を示す恒常的活性化型 β-catenin (β-catenin S33Y) を一過性に遺伝子導入し、

parafibromin依存的なHhシグナルの活性化に対する β-catenin共発現の効果を検

討した。その結果、parafibromin の発現依存的に上昇した Hh シグナル反応性ル

シフェラーゼレポーターの活性は β-catenin S33Y の共発現により著明に減少す

ることがわかった (図 8A)。次に、β-catenin の分解を促進する GSK3β の阻害剤

である LiCl を用いて内因性 Wnt シグナルの活性化が parafibromin 依存的な Hh

シグナルの制御に与える影響を検討したところ、parafibromin 依存的な Hh シグ
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ナルの活性化は LiCl 処理によって著しく抑制された (図 8B)。一方、LiCl 処理

を行った HEK293T 細胞に β-catenin 特異的 siRNA を導入し内因性 β-catenin の

発現を抑制したところ、Hhシグナルレポーター活性の上昇が観察された (図 8C)。

以上の結果から、Wnt シグナル経路の活性化ならびにそれに伴って誘導される

β-cateninの核内蓄積は、parafibromin依存的な Hhシグナルの活性化を競合的に

抑制することが示された。続いて、parafibrominに依存したWntシグナルならび

に Hh シグナルの活性化が相互に競合し合うか否かを検討するため、HEK293T

細胞に Wnt レポーターを遺伝子導入し、parafibromin/β-catenin 依存的な Wnt シ

グナルの活性化に GLI1 の異所性発現が及ぼす影響を検討した。GLI1 の異所性

発現により、parafibromin/β-catenin依存的なWnt反応性レポーターの活性上昇は

有意に抑制された (図 8D)。この結果から、Hhシグナルの活性化は parafibromin

依存的なWntシグナルの活性化を競合的に抑制することが示され、parafibromin

を介した Wnt シグナルならびに Hh シグナルの活性化は相互抑制的な関係にあ

ることが明らかになった。 
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図 8 parafibromin依存的な Wntシグナルと Hhシグナルの競合的抑制  

(A) HEK293T細胞に図中に示した各発現ベクターをHhシグナル反応性のルシフ

ェラーゼレポーターと共に一過性に導入し、レポーター活性の測定およびイム

ノブロット解析を行った。 (B) HEK293T細胞に図中に示した各発現ベクターを

Hhシグナル反応性レポーターと共に一過性に導入し、12時間後に25 mMのNaCl

もしくは LiClを含む培地による培地交換を行った。さらにその 24時間後に細胞

を回収し、レポーター活性の測定およびイムノブロット解析を行った。 (C) 

HEK293T 細胞に Flag タグを付加した parafibromin (WT) 発現ベクターおよび

β-catenin 特異的 siRNA を Hh シグナル反応性のレポーターと共に一過性に導入

し、その 24時間後に 25 mMの NaClもしくは LiClを含む培地による培地交換を

行った。さらにその 24時間後に細胞を回収し、レポーター活性の測定およびイ

ムノブロット解析を行った。 (D) HEK293T細胞に図中に示した各発現ベクター

を Wnt シグナル反応性のルシフェラーゼレポーターと共に一過性に導入し、レ

ポーター活性の測定およびイムノブロット解析を行った。 (A-D) グラフは 3回

の実験の平均値を示す。エラーバーは標準偏差を示す。 **p < 0.01。 
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	 次に、parafibromin依存的なWntシグナルと Hhシグナルが相互抑制的に制御

される分子機構の解明を試みた。既に報告されている parafibromin 分子上の

β-catenin結合領域 (アミノ酸残基 218番から 263番の領域) とGLI結合領域 (ア

ミノ酸残基 200番から 343番の領域) は重複して存在する［9, 11］。このことか

ら、parafibrominとの複合体形成において β-cateninと GLI1が結合部位を互いに

競合しあうことが両シグナルの相互排他的な抑制基盤となっている可能性が考

えられた。この可能性を検証するため、HEK293T細胞に parafibromin、GLI1お

よび  β-catenin S33Y を一過性に共発現させ、免疫沈降実験によって

parafibromin/GLI1 複合体形成に対する β-catenin の阻害効果を調べたところ、

β-catenin S33Yの発現により parafibromin/β-catenin複合体形成の増加が見られる

と同時に、parafibromin/GLI1 複合体形成は減少した (図 9A)。さらに、細胞の

LiCl処理によって内因性 Wntシグナルを人為的に活性増強させた細胞を用いた

実験においても、LiCl処理細胞では parafibrominと内因性 β-cateninとの複合体

形成の増加が誘導された一方で、parafibromin/GLI1 複合体形成は減少した (図

9B)。これらの結果から、Wntシグナル活性化によって核内に蓄積した β-catenin

は parafibromin-GLI1 間の複合体形成を競合的に阻害し、parafibromin/GLI1 依存

的な Hhシグナル標的遺伝子の転写を抑制することが示唆された。 
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	 次に、核内に蓄積した GLI1が parafibromin/β-catenin相互作用を競合的に抑制

するか否かを検討するために、HEK293T 細胞を LiCl 処理して内因性 Wnt シグ

ナルを活性化した後に GLI1 を異所性発現させ、In situ proximal ligation assay 

(PLA) 法を用いて、GLI1 の発現が内因性の parafibromin/β-catenin タンパク質間

相互作用に及ぼす影響を検討した。その結果、GLI1発現細胞ではコントロール

細胞と比較して内因性の parafibromin/β-catenin複合体形成を示す PL spot数が有

意に減少した (図 9C)。この結果から、Hh シグナルの活性化によって核内に蓄

積する GLI1 は、parafibromin/β-catenin 複合体形成を競合的に阻害することが示

唆された。 

	 これら一連の成果を通して、parafibromin との複合体形成における β-catenin

とGLI1間の競合がWnt経路-Hh経路間のシグナル競合の分子基盤であることが

示唆された。 
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図 9 parafibrominとの複合体形成における  β-catenin-GLI1間の競合  

(A) HEK293T細胞に図中に示した各発現ベクターを一過性に導入し、48時間後

に細胞抽出液 (TCL) を調製して抗 Flag抗体による免疫沈降を行った。得られた

免疫沈降物 (IP) および TCLを SDS-PAGEにより展開し、イムノブロット解析

を行った。 (B) HEK293T細胞に図中に示した各発現ベクターを一過性に導入し、

24時間後に 25 mMの NaClもしくは LiClを含む培地による培地交換を行った。

さらにその 24時間後に細胞を回収し、細胞抽出液 (TCL) を抗 Flag抗体による

免疫沈降に供した。得られた免疫沈降物 (IP) および TCLを SDS-PAGEにより

展開し、イムノブロット解析を行った。 (C) In situ proximal ligation assay (PLA) 

による内因性 parafibromin/β-catenin 相互作用の解析。HEK293T 細胞にコントロ

ールベクターまたはHAタグを付加したGLI1 (HA-GLI1) 発現ベクターを一過性

に導入し、25 mMの LiClを含む培地で培養した。左図中の赤い点 (PL spot) は

parafibromin/β-catenin相互作用を示す。青色の染色は DAPIによる核染色を、緑

色の染色ならびに図中の矢頭は HA-GLI1発現細胞をそれぞれ示す。コントロー

ル細胞ならびに HA-GLI1発現細胞１個あたりの PL spot数を計数した結果を右

グラフに示す。n=17。**p < 0.01。 
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parafibrominを介した Wntシグナル-Notchシグナル間の協調機構  

	 様々な生命現象において、WntシグナルとNotchシグナルは密接な相互連関のもとに

協調的な機能制御を受けることが知られる。例えば、哺乳動物の腸管上皮組織にお

いては、腸管上皮幹細胞の維持ならびに細胞増殖の制御に Wnt シグナル-Notch

シグナル間の協調的な活性化が必須の役割を担うことが報告されている［33, 

34］。しかし、これら 2つのシグナル経路間の協調的な活性化を担う分子機構の

詳細は未だ明らかにされていない。そこで本研究では次に、Wntならびに Notch

両シグナルの標的遺伝子群活性化に関わるコアクチベーターとしての機能が明

らかとなった parafibrominがこれら 2つのシグナル間の協調的な制御に関与して

いる可能性を考えた。この可能性を検証するため、初めに parafibromin依存的な

Notchシグナルの活性化に対するWntシグナルの影響を検討した。HEK293T細

胞に parafibromin、NICD、および β-catenin S33Yを共発現させ、Notchレポータ

ーの活性変動を測定したところ、 β-catenin S33Y との共発現によって

parafibromin/NICDに依存した Notchシグナルの活性化は増強された (図 10A)。

次に、parafibromin依存的なWntシグナルに対する Notchシグナルの影響を同様

の実験により検討したところ、parafibromin/β-cateninを介したWntシグナルの活

性化は NICD との共発現により有意に促進された (図 10B)。以上の観察から、
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parafibromin を介した Wnt シグナルと Notch シグナル間の相互作用は、Wnt-Hh

シグナル間で観察された相互抑制的なものではなく、互いの機能を促進し合う

関係にあることが示唆された。 
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図 10 parafibromin依存的なWntシグナルと Notchシグナルの協調的活性化  

(A, B) HEK293T細胞に図中に示した各発現ベクターを Notchシグナル反応性の

ルシフェラーゼレポーター (A) もしくはWnt反応性のルシフェラーゼレポータ

ー (B) と共に一過性に導入し、細胞抽出液を試料としてレポーター活性の測定

およびイムノブロット解析を行った。グラフは 3 回の実験の平均値を示す。エ

ラーバーは標準偏差を示す。 **p < 0.01。 
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	 次に、parafibrominを介したWntシグナル-Notchシグナル間の相互機能増強を

担う分子機構を明らかにするため、parafibromin、β-catenin、および NICD 間の

タンパク質相互作用の解析を進めた。HEK293T細胞を用いた共免疫沈降実験の

結果、β-cateninの共発現による parafibromin/β-catenin複合体形成の増大にともな

い、parafibromin/NICD複合体形成が増大することがわかった (図 11A)。従って、

Wnt シグナルの活性化により核内に蓄積した β-catenin が parafibromin/NICD 複

合体形成の安定化を誘導し、その結果として Notch シグナル標的遺伝子の転写

活性化を促進することが示唆された。加えてこのデータは、parafibrominとの結

合において β-cateninと NICDは互いに競合しないことを示唆している。よって、

β-cateninと NICDは parafibrominに同時に結合可能であり、これら 3つのタンパ

ク質はタンパク質ヘテロ三量体を形成するというモデルが考えられた。このモ

デルを検証するため、HEK293T 細胞にリン酸化抵抗性 parafibromin、β-catenin 

S33Y、NICD を共発現し、これら 3 分子間におけるヘテロ三量体形成の有無を

解析したところ、parafibrominあるいは NICDに対する抗体を用いた免疫沈降実

験のいずれの場合においても、残る 2 種類のタンパク質が共免疫沈降すること

が観察された (図 11B)。この結果より、parafibromin は β-catenin および NICD

と共にタンパク質ヘテロ三量体複合体を形成することが示唆され、この三量体
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形成を介して Wnt 経路-Notch 経路間の協調的な活性化が促進されることが推察

された。 
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図 11 parafibromin/β-catenin/NICDへテロ三量体複合体の形成  

(A) HEK293T細胞に図中に示した各発現ベクターを一過性に導入し、48時間後

に細胞抽出液 (TCL) を調製して抗 Flag抗体による免疫沈降を行った。得られた

免疫沈降物 (IP) および TCLを SDS-PAGEにより展開し、イムノブロット解析

を行った。 (B) HEK293T細胞に図中に示した各発現ベクターを一過性に導入し、

細胞抽出液 (TCL) を調製してコントロールマウス IgG抗体、抗 Flag抗体、また

は抗 Myc 抗体による免疫沈降を行った。得られた免疫沈降物 (IP) および TCL

を SDS-PAGEにより展開し、イムノブロット解析を行った。 
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腸管上皮における parafibrominならびに Wntシグナル・Notchシグナル関

連分子の発現解析  

	 これまでの実験結果により示唆されたparafibrominによるWntシグナル・Notch

シグナルの機能制御機構は実際に生体内 (in vivo) において役割を果たしている

のかを調べるため、次にマウス腸管上皮組織における parafibrominならびにWnt

シグナル・Notchシグナル関連分子の発現解析を行った。マウス大腸組織を試料

とした免疫組織化学染色を行ったところ、腸管上皮幹細胞ならびに増殖性の一

時増幅細胞 (transient amplifying cells) が存在する［35］腸管陰窩 (intestinal crypts) 

底部領域の細胞群において、Wnt標的遺伝子 CD44、Sox9ならびに Notch標的遺

伝子 Hes1の発現が認められた (図 12A)。このことより、陰窩底部のこれら腸管

上皮細胞において Wnt シグナルならびに Notch シグナルは活性化状態にあるこ

とが示唆された。次に、parafibromin、NICD、β-cateninの免疫組織化学染色なら

びにヘマトキシリン・エオジン染色を行った結果、上述したWnt・Notch両シグ

ナルの活性化が見られた陰窩底部領域の細胞において、parafibromin、NICD、

β-catenin の陽性染色がそれぞれ観察された (図 12B)。さらに、同試料を用いて

多重蛍光免疫染色を行ったところ、陰窩底部の細胞核内において parafibrominと 

β-cateninの共染色 (図 13A) ならびに β-cateninとNICDの共染色 (図 13B) が見
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られた。これらの観察から、parafibromin、β-catenin ならびに NICD は陰窩底部

の腸管上皮細胞内で共発現していることが示唆された。これまでの報告により、

腸管上皮幹細胞の維持ならびに一時増幅細胞の細胞増殖制御には Wnt シグナル

-Notch シグナル間の協調的な活性化が重要な役割を担うことが知られる［36］。

本項で得られた一連の結果から、parafibromin は腸管上皮細胞内で β-catenin、

NICDと共発現し、Wntシグナル-Notchシグナル間の協調的な制御に役割を演じ

ている可能性が考えられた。 
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図 12 マウス大腸上皮組織における parafibrominならびに Wntシグナル・

Notchシグナル関連分子の発現解析  

マウス大腸上皮組織における (A) CD44、Sox9、Hes1の免疫組織化学染色像 (B) 

parafibromin、NICD、β-cateninの免疫組織化学染色像ならびにヘマトキシリン・

エオジン (H&E) 染色像を示す。右側のパネルは大腸陰窩底部の拡大像を示す。

(B) 図中の矢頭は大腸陰窩底部に存在する細胞の核内における陽性染色を示す。 
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	 	 	 A	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 13 マウス大腸上皮組織における parafibromin、β-catenin、NICDの多重

蛍光免疫染色  

マウス腸管陰窩底部における (A) β-cateninならびに parafibromin (B) β-cateninな

らびに NICDの多重蛍光免疫染色像を示す。青色の染色は DAPIによる核染色を

示す。図中の矢頭は２分子の共発現が観察された細胞を示す。 
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parafibrominによるシグナル制御を介した腸管上皮の恒常性維持機構  

	 In vivoにおける parafibrominの役割をさらに解析するため、parafibromin/Hrpt2

遺伝子のコンディショナルノックアウト  (cKO) マウス  (CAG-CreER; 

Hrpt2flox/floxマウス［24, 25］) を用いた研究を次に進めた。この cKOマウスでは、

タモキシフェンの腹腔内投与によって β-actin プロモーターの制御下で全身性

に発現したタモキシフェン誘導型 Cre リコンビナーゼが活性化し、parafibromin

遺伝子のノックアウトが誘導される。このマウスを使って、初めにタモキシフ

ェンの投与によって腸管上皮細胞で parafibromin の発現消失が起こるか否かを

免疫組織化学染色により検討した。タモキシフェン投与開始 5 日後において、

コントロールマウスの腸管上皮細胞核内に観察される parafibromin 陽性染色が

parafibromin cKOマウスでは顕著に減弱していることが明らかとなった (図14)。

この観察から、本研究実験条件下で、マウス腸管上皮細胞における parafibromin

の効率的な欠損が誘導されることが示された。 
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図 14 parafibrominコンディショナルノックアウトマウス大腸上皮組織にお

ける parafibrominの免疫組織化学染色  

野生型同腹仔コントロールマウス (Control) および parafibrominコンディショナ

ルノックアウトマウス (cKO) のタモキシフェン投与後 5日目の大腸上皮組織に

おける parafibrominの免疫組織化学染色像を示す。右側のパネルは大腸陰窩の頂

端部および底部の拡大像を示す。Control の腸管上皮細胞で観察される細胞核内

の parafibromin陽性染色が cKOでは著しく喪失していた。 
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	 WntシグナルとNotchシグナルの協調的活性化における parafibrominの役割を

個体レベルで検証するため、parafibromin cKO マウスの腸管上皮における Wnt

シグナルならびに Notch シグナルの活性化状態を免疫組織化学染色により検討

したところ、コントロールマウスの陰窩基底部に陽性染色が観察される Wnt 標

的遺伝子 CD44、Sox9、ならびに Notch 標的遺伝子 Hes1 が、parafibromin cKO

マウスでは著しく発現低下していることが明らかとなった (図 15A、B、C)。こ

れらの観察により、parafibrominはマウス腸管上皮におけるWntシグナルならび

に Notch シグナル活性化に必須の役割を担うことが示唆された。また、

parafibromin cKOマウスの腸管上皮においては、parafibrominの欠失誘導にとも

ない細胞増殖マーカーである Ki-67 の陽性細胞が著明に減少した (図 15D)。こ

の結果は、parafibrominの喪失によりWnt/Notchシグナルが制御する腸管上皮の

細胞増殖制御が破綻したことを示唆しており、Wnt-Notch制御に parafibrominが

必須の役割を果たすという本研究のモデルを支持する。 
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図 15 parafibrominコンディショナルノックアウトマウス大腸上皮組織にお

ける Wnt標的遺伝子、Notch標的遺伝子、ならびに細胞増殖マーカーの免

疫染色  

(A-D) 野生型同腹仔コントロールマウス (Control) および parafibrominコンディ

ショナルノックアウトマウス (CAG-CreER; Hrpt2flox/flox、cKO) のタモキシフェン

投与後 5 日目の大腸上皮組織における (A) CD44 の免疫組織化学染色像、(B) 

Sox9の免疫蛍光染色像、(C) Hes1 および (D) 細胞増殖マーカーKi-67の免疫組

織化学染色像をそれぞれ示す。各図右側のパネルは大腸陰窩底部の拡大像を示

す。図 (B) 中の白い破線は腸陰窩底部の輪郭を示す。 
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	 加えて、parafibromin cKOマウスでは腸管上皮細胞の興味深い形態学的変化が

観察された。コントロールマウスの大腸陰窩頂端部には高度に分化し極性化し

た円柱状の形態を示す吸収上皮細胞 (enterocytes) が観察され (図 16A)、実際に

これら吸収上皮細胞の頂端 (apical) 部には免疫染色により微繊毛 (microvilli) 

のマーカータンパク質 Villin が検出された (図 16B)。これに対し、parafibromin

を cKOしたマウスの大腸陰窩頂端部構成細胞は正常な吸収上皮細胞の形態を喪

失しており (図 16A)、Villin陽性の微繊毛構造も欠失していた (図 16B)。腸管上

皮における吸収上皮細胞の分化には間葉系細胞における Hh シグナルの活性化

が必須の役割を担うと考えられていることから［37, 38］、parafibrominのノック

アウトにより引き起こされた間葉系細胞における Hh シグナルの異常不活化を

介して、吸収上皮細胞への分化が阻害された可能性が考えられた。 
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図 16 parafibrominコンディショナルノックアウトマウスにおける腸管上皮

細胞の形態・分化異常  

野生型同腹仔コントロールマウス (Control) および parafibrominコンディショナ

ルノックアウトマウス (CAG-CreER; Hrpt2flox/flox、cKO) 大腸上皮組織の (A) ヘ

マトキシリン・エオジン染色像および (B) Villinの免疫組織化学染色像を示す。

図 (B) 中の黒矢頭は吸収上皮細胞頂端部に存在する微絨毛を示す。cKOの細胞

では白矢頭で示すように微絨毛の喪失が観察された。 

 

	 腸管上皮細胞系列における parafibromin の役割をさらに解明するため、

Hrpt2flox/floxマウスと Villin-Creマウス［26］を交配した parafibromin cKOマウス 

(Villin-Cre; Hrpt2flox/floxマウス) を作製した。この Villin-Cre; Hrpt2flox/floxマウスで

は、胎生期 E9より腸管上皮細胞系列特異的な parafibrominのノックアウトが誘

導される。興味深いことに、この Villin-Cre; Hrpt2flox/floxマウス胚の腸管上皮組織

をヘマトキシリン・エオジン染色により観察したところ、コントロールマウス
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では胎生期 E16.5 までに形成される腸管上皮構造がノックアウトマウスでは形

成されないことが明らかとなった (図 17)。この観察から、parafibrominはマウス

胚発生における腸管上皮組織の形成に必須であることが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 17 腸管上皮特異的 parafibromin コンディショナルノックアウトマウス

における胚性腸管上皮の形成不全  

野生型同腹仔コントロールマウス (Control) および腸管上皮特異的 parafibromin

コンディショナルノックアウトマウス (Villin-Cre; Hrpt2flox/flox、cKO) の胎生期

E16.5 における胚性腸管組織のヘマトキシリン・エオジン染色像を示す。 
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	 次に、マウス腸管上皮幹細胞の 3次元オルガノイド培養法 (intestinal organoid 

culture)［27］ を用いて、腸管上皮細胞の維持に parafibrominが果たす役割を解

析した。コントロールマウスもしくは parafibromin cKO マウス (CAG-CreER; 

Hrpt2flox/flox マウス) のそれぞれから精製した腸管陰窩を用いてオルガノイド培

養を開始し、オルガノイドが形成された後に培地中に 4-ヒドロキシタモキシフ

ェン (4-OHT) を添加することで parafibrominのコンディショナルノックアウト

を誘導した。その結果、parafibromin cKOマウスの腸管陰窩から形成されたオル

ガノイドは 4-OHTの添加後に成長が著しく抑制され、オルガノイド構造の崩壊

が観察された  (図 18A)。さらに、4-OHT 添加後におけるコントロールと

parafibromin cKO それぞれのオルガノイド数を定量したところ、parafibromin 

cKO ではオルガノイド数の著しい減少が認められた  (図 18B)。よって、

parafibrominはマウス腸管上皮細胞のオルガノイド形成と維持に必要不可欠な分

子と考えられる。 
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図 18 マウス腸管上皮 3次元オルガノイド培養における parafibromin ノッ

クアウトの影響  

(A) 野生型同腹仔コントロールマウス (Control) および parafibrominコンディシ

ョナルノックアウトマウス (CAG-CreER; Hrpt2flox/flox、cKO) の腸管陰窩から形成

されたオルガノイド培養の様子を示す。培養開始 8 日目に培地中に 4-ヒドロキ

シタモキシフェン (4-OHT) を添加し、その後単一オルガノイドの経時観察を行

った。 (B) 4-OHT添加後 1日目、2日目、3日目における Controlと cKOそれぞ

れのオルガノイド数を定量した結果をグラフで示す。グラフは 3 回の実験の平

均値を示す。エラーバーは標準偏差を示す。 **p < 0.01。 
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	 以上の一連の研究成果から、parafibrominは腸管上皮におけるシグナル経路の

制御を通して腸管上皮組織の恒常性維持ならびに胚発生における腸管上皮の形

成に必須の役割を果たしていることが示唆された。このことは、parafibrominの

質的・量的異常が消化器がんを含む多様な疾患の発症につながる可能性を示し

ている。 

 

Ptk6による parafibromin依存的シグナル活性化の抑制機構  

	 parafibromin は Wntシグナル、Notch シグナルならびに Hhシグナルにより複

雑に制御される腸管上皮の陰窩-繊毛軸 (crypt-villus axis) に沿った細胞の増

殖・分化制御に重要な役割を担う。しかしながら、parafibrominを介して腸管上

皮の陰窩-繊毛構造に依存した細胞増殖-分化の制御を支配する上位機構の本態

は不明である。この問題に迫るべく、本研究最後の課題として parafibromin/Wnt

シグナル/Notch シグナル依存的な細胞増殖制御を抑制する分子機構の解明を試

みた。その結果、parafibrominの機能制御を介してWnt/Notchシグナルの活性化

を抑制しうる興味深い候補分子として Protein tyrosine kinase 6 (Ptk6) を見出した。 

	 Ptk6は非受容体型のタンパク質チロシンキナーゼであり、そのアミノ (N) 末

端側から順に SH3ドメイン、SH2ドメイン、タンパク質チロシンキナーゼドメ
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イン、そしてカルボキシ (C) 末端尾部から構成される［39］。この全体構造は、

Srcファミリーキナーゼときわめて類似するが、細胞膜局在に必須となる N末端

側ミリストイル化サイトを保有しないこと、ならびにアミノ酸配列相同性の低

さから、Ptk6 は Src ファミリーキナーゼとは異なるチロシンキナーゼファミリ

ーに分類される。Ptk6 はヒトのメラノサイトならびに乳がん細胞から最初に単

離された［40, 41］。興味深いことに、マウスの正常組織では、Ptk6 は分化した

非増殖性の腸管上皮細胞特異的に発現している［42, 43］。これらの知見に基づ

き、本研究では「腸管上皮細胞に発現するチロシンキナーゼである Ptk6 が

parafibrominをチロシンリン酸化することにより parafibromin依存的なWntシグ

ナルならびに Notch シグナルの活性化を抑制し腸管上皮細胞の増殖を負性制御

する」という作業仮説を立てた。この仮説を検証するために、初めにマウス小

腸腸管上皮における Ptk6 ならびに parafibromin の発現を免疫組織化学染色によ

り解析したところ、Ptk6 と parafibromin は、腸管上皮の陰窩 (crypt) と繊毛 

(villus) の境界部 (crypt-villus border) から繊毛の先端にかけて存在する分化し

た非増殖性の腸管上皮細胞の核内に共発現していることが明らかとなった (図

19)。この観察により、これら腸管上皮細胞内で Ptk6が parafibrominをチロシン

リン酸化するという上述の作業仮説に当てはまる状況証拠が得られた。 
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図 19 マウス小腸上皮組織における Ptk6および parafibrominの免疫組織化

学染色  

マウス小腸上皮組織における Ptk6 および parafibromin の免疫組織化学染色像を

示す。右側のパネルは小腸上皮絨毛部における拡大像を示す。 

 

	 次に、Ptk6が parafibrominを実際にチロシンリン酸化するか否かを検討するた

め、ヒト胃上皮由来細胞株 AGSに parafibrominならびに Ptk6を異所性に共発現

させ、parafibromin のチロシンリン酸化状態をイムノブロットにより解析した。

その結果、Ptk6の共発現により parafibrominのチロシンリン酸化レベルは著しく

増加した (図 20A)。さらに、AGS 細胞の内因性 Ptk6 を特異的な siRNA により

発現抑制したところ、内因性 parafibrominのチロシンリン酸化レベルの減少が観
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察された (図 20B)。これらのことから、Ptk6は細胞内で parafibrominのチロシン

リン酸化を実際に担う責任キナーゼであることが強く示唆された。 
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図 20 Ptk6による parafibrominのチロシンリン酸化調節  

(A) AGS細胞にFlagタグをそれぞれ付加したparafibrominとPtk6を共発現させ、

細胞抽出液 (TCL) を調製して抗 parafibromin 抗体による免疫沈降を行った。得

られた免疫沈降物 (IP) および TCLを SDS-PAGEにより展開し、イムノブロッ

ト解析を行った。 (B) AGS細胞に Ptk6特異的 siRNAを一過性に遺伝子導入し、

細胞抽出液 (TCL) を調製して抗 parafibromin 抗体による免疫沈降を行った。得

られた免疫沈降物 (IP) および TCLを SDS-PAGEにより展開し、イムノブロッ

ト解析を行った。 
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	 次に、Ptk6が SHP2による parafibrominのチロシン脱リン酸化部位と同一のチ

ロシン残基をリン酸化することで parafibromin の脱リン酸化依存的な活性を拮

抗的に抑制する可能性を考えた。この可能性を検証するために、野生型

parafibrominもしくは SHP2の標的部位となるチロシン残基 (Y290、Y293、Y315) 

をフェニルアラニンに置換したチロシンリン酸化抵抗性 parafibromin を Ptk6 と

共に AGS細胞内に共発現させたところ、Ptk6による野生型 parafibrominのリン

酸化は観察された一方、チロシンリン酸化抵抗性 parafibrominのリン酸化は観察

されなかった (図 21)。このことより、Ptk6 は SHP2 による標的部位と同じ

parafibrominの 290番、293番、および 315番目の 3つのチロシン残基をリン酸

化することが示唆され、Ptk6 はそれら標的チロシン残基のリン酸化を介して

parafibrominのチロシン脱リン酸化依存的なシグナルの活性化を抑制することが

考えられた。 
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図 21 Ptk6による parafibrominのチロシンリン酸化部位の解析  

AGS細胞にHAタグを付加した野生型 parafibromin (WT) もしくはチロシンリン

酸化抵抗性 parafibromin (PR) を Flagタグを付加した Ptk6と共発現させ、細胞抽

出液 (TCL) を調製して抗 HA抗体による免疫沈降を行った。得られた免疫沈降

物 (IP) およびTCLを SDS-PAGEにより展開し、イムノブロット解析を行った。 

 

	 Ptk6 が細胞内で parafibromin の機能を直接制御しているのか否かを検討する

ために、AGS細胞に Ptk6特異的 siRNAを導入し、Wntシグナルの活性変化を測

定した。その結果、siRNAによる内因性 Ptk6の発現低下に反比例する形でWnt

レポーターの有意な活性上昇が観察された (図 22A)。加えて、siRNAによる Ptk6

の発現抑制は、AGS 細胞内の内因性 parafibromin/β-catenin 複合体形成を促進し

た  (図 22B)。従って、Ptk6 は parafibromin のチロシンリン酸化を介して
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parafibromin 依存的な parafibromin/β-catenin 複合体形成を拮抗的に阻害し、Wnt

シグナル活性化の抑制に機能することが示唆された。 
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図 22 Ptk6による parafibromin依存的な Wntシグナル活性化の抑制  

(A) AGS細胞に Ptk6特異的 siRNAをWntシグナル反応性のルシフェラーゼレポ

ーターと共に一過性に導入した細胞抽出液を試料としてレポーター活性の測定 

およびイムノブロット解析を行った。グラフは 3 回の実験の平均値を示す。エ

ラーバーは標準偏差を示す。 **p < 0.01。 (B) AGS細胞に Ptk6特異的 siRNAを

一過性に遺伝子導入し、細胞抽出液 (TCL) を調製してコントロールウサギ IgG

抗体あるいは抗 parafibromin 抗体による免疫沈降を行い、得られた免疫沈降物 

(IP) および TCLを SDS-PAGEにより展開し、イムノブロット解析を行った。 
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	 以上の実験結果より、腸管上皮の crypt-villus borderを超えた増殖性の細胞 (一

時増幅細胞、transient amplifying cells) では、核内に発現する Ptk6 を介した

parafibrominのチロシンリン酸化によりWntシグナルが抑制され、細胞増殖が抑

制される、という腸管上皮における新規の増殖・分化制御モデルが考えられた。 
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考察  

 

	 本研究から、parafibrominはWnt経路、Hh経路、Notch経路という 3つの細胞

内シグナル経路の標的遺伝子活性化に共通して関与する分子であることが明ら

かとなった。細胞外リガンド分子による受容体の刺激によって生成され、細胞

質内を並走したWnt、Hh、Notch各シグナルは、核内に入り parafibrominを足場

タンパク質とする遺伝子転写制御複合体の構築に関わる。この複合体構築にお

いて、parafibrominは各シグナル経路の最終エフェクターとなる転写制御因子間

の競合的あるいは協調的な複合体形成を促し、各シグナルの遮断、選択、増強

をもたらす。本研究で明らかにした parafibrominによる Wnt-Hh-Notchシグナル

連関の制御機構の模式図を以下に示す (図 23)。 
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図 23 parafibrominによる Wnt-Hh-Notchシグナル連関の制御機構  

細胞外リガンド分子による受容体刺激によって活性化された Wnt、Hh、Notch

各シグナル経路はそれぞれのシグナルのエフェクター分子 (β-catenin、GLI1、な

らびに NICD) の核内移行を誘導する。核内に集積したそれらエフェクター分子

は、SHP2 ならびに Ptk6 により調節されるチロシン脱リン酸化依存的に

parafibrominと複合体形成し、parafibrominはWnt、Hh、Notch各経路の標的遺伝

子転写活性化における転写コアクチベーターとして機能する。しかしここで、

β-cateninと GLI1は parafibrominとの複合体形成において互いに競合し合う関係

にあり、下流のWntシグナルと Hhシグナルは parafibrominを介して相互抑制的

に制御される。一方、parafibromin は β-catenin ならびに NICD とタンパク質へ

テロ三量体複合体を形成し、Wnt シグナル-Notch シグナル間の協調的な活性化

を促進する。この parafibrominによる Wnt-Hh-Notchシグナルの連関制御機構は

腸管上皮の維持を初めとする多様な生命現象に重要な役割を果たしていること

が本研究成果から示唆される。 
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核内足場タンパク質としての parafibromin 

	 本研究により、parafibrominはWnt、Hh、Notch各シグナル経路のエフェクタ

ー転写制御因子 (β-catenin、GLI1、NICD) と複合体形成し、これらシグナル経

路間の連動した制御に働く分子であることが明らかとなった。1つのタンパク質

が複数のシグナル伝達分子と物理的に相互作用し、時空間的にそれら分子を関

連づけることで機能的な相互作用を媒介するという点において、parafibrominは

核内における一種の「足場タンパク質」として捉えられる。ただし、他の既知

の足場タンパク質と比較して、parafibrominはきわめてユニークな性質ならびに

生物学的機能を有する足場タンパク質であると考えられる。これまでに知られ

る足場タンパク質の多くは、同一のシグナル伝達経路に属する複数の分子群を

空間的に近場に繋ぎ止めることによりシグナルの効率的な伝達を媒介する働き

を持つ（例えば、哺乳動物 RAS/MAPK シグナル伝達に機能する KSR 足場タン

パク質など）［44］。これに対し parafibrominは、異なるシグナル伝達経路に属

する分子群が各々のシグナル伝達の終着点として行き着く共通のプラットフォ

ームになると考えられる。そのうえで、Wntシグナルと Hhシグナルの伝達が同

時に行き着いた場合には、両シグナルの相対的強度や β-catenin・GLI1の細胞内

濃度に応じて、parafibrominはどちらか一方のシグナル分子に優先的にそのプラ
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ットフォームを占有させ、他方は排斥してしまう。一方、Wntシグナルと Notch

シグナルのペアの場合には、両シグナルの転写制御因子を同時にプラットフォ

ーム上にとどめ、協調的なシグナル活性化を促進する。このような複雑かつ巧

妙な核内足場タンパク質としての機能により、parafibrominは細胞文脈に依存し

た多様なシグナルの入力を統合・制御し、最終的に出力すべき情報を決定する

「細胞のロジックボード」のように機能する分子である可能性が考えられる。

このシグナル統合のためのロジックボードとしての parafibromin の機能は、増

殖・分化といった細胞レベルの現象から、組織・臓器の発生・構築・維持・再

生といった生体現象にいたるまでの多くの生物学的イベントの制御に深く関与

していることが本研究から推察される。 

 

parafibrominによるシグナル制御における PAF複合体の関与  

	 本研究により、チロシン脱リン酸化 parafibrominは、これまで明らかとなって

いたWntシグナルの転写制御に加え、Hhシグナルならびに Notchシグナル標的

遺伝子群の転写活性化にも働くことが明らかとなった。しかし、parafibrominに

よるシグナル制御機構について、現状では解決されていない重要な課題もある。

それは、「parafibrominによるWnt・Hh・Notchシグナルの転写活性化制御は、
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PAF 複合体の機能に依存したものか否か」という点である。当研究室の先行研

究において、PAF複合体構成因子 (Paf1, Ctr9) の発現が抑制された細胞において

も parafibrominの異所性発現がWntシグナルの転写活性化を誘導したことから、

「parafibrominは PAF複合体非依存的に（あるいは単独に）Wntシグナル標的遺

伝子の転写活性化に機能しうる」というモデルが提起されている［13］。しか

しながら、このモデルは parafibromin が PAF 複合体依存的にシグナル制御に働

く可能性を必ずしも否定するものではない。生理的条件下において細胞内

parafibromin の大部分は PAF 複合体を形成して存在することを示唆する化学量

論的な実験結果 (未発表データ) や、Notchシグナルの制御に PAF複合体の構成

因子 (Ctr9 ならびに Rtf1) が関与することを示す遺伝学的知見［16］、ならびに

PAF複合体の構成因子 Leo1と β-cateninが相互作用することを示す知見［9］な

どに鑑みるに、parafibrominによるシグナル活性化に PAF複合体の機能が関与し

ている可能性は依然として十分に考えられる。そこで、この可能性を検証する

ため、細胞内で PAF複合体構成因子を発現抑制させる実験や、各シグナルの標

的遺伝子 DNAと parafibromin・PAF複合体間の相互作用を解析するクロマチン

免疫沈降 (ChIP) 実験等を行うことにより、parafibromin 依存的なシグナル制御

における PAF複合体の役割を明らかにしていきたいと考えている。また、本研
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究で観察された parafibromin関連の表現型は、PAF複合体が担う基本的な転写制

御の破綻によるものであるか、という点について明確にすることも重要な課題

である。本研究で行ったルシフェラーゼレポーターアッセイの結果では、特定

のシグナルに依存しない非特異的なレポーター (内部標準レポーター) の活性

は parafibromin の発現量やリン酸化状態に依らずほぼ一定であったことから、

parafibrominは基本的な転写制御よりもむしろ特異的なシグナル制御に機能して

いることが現状では考えられる。この点についてさらに検討を深めていくため

に、腸管上皮オルガノイド培養実験で parafibromin または他の PAF 複合体構成

因子の発現抑制または亢進を行い、表現型を比較する実験などを今後は進めて

いきたい。 

 

parafibrominを介した Wnt-Hhシグナル連関機構  

	 本研究ではまず、Wntシグナルと Hhシグナルの両者に共通して役割を担う分

子である parafibrominに着目することで、単一の細胞内でこれら 2つのシグナル

が相互排他的な活性調節を受ける機構の本態について解明を試みた。そして、

parafibrominとの複合体形成における β-catenin-GLI1間の競合が起きることによ

り、その下流の Wnt 標的遺伝子ならびに Hh 標的遺伝子発現が相互排他な発現
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制御を受けることを見出した。この新たな知見は、生体内やヒト疾患において

観察される Wnt シグナル-Hh シグナル間の二律排他的調節を分子レベルで説明

しうるものである。 

	 ヒトの大腸がん［45, 46］や胃がん［47, 48］において、核内に β-cateninを高

発現しているがん組織では GLI1の発現が低く、逆に GLI1を高発現しているが

ん組織では β-cateninの発現が低い、という β-catenin-GLI1間の発現パターンの

逆相関が報告されている。またマウス中脳におけるドーパミンニューロンの分

化調節には、Wntシグナルが Hhシグナルに対して拮抗的に作用することで前駆

細胞からのドーパミンニューロンの産生を抑制することが知られている［49］。

本研究で行った in vitroの実験結果から、これらの発がん過程や神経系で観察さ

れる現象の背景にはparafibrominを介した β-catenin-GLI1間の競合が分子基盤と

して存在している可能性が強く示唆される。従って今後の展望として、個体内

での生理的な働きとして単一細胞内での parafibrominを介したWnt-Hh間の拮抗

的相互作用が実際に機能しているのかを知ることは重要である。この問題を追

求するため、大腸がん細胞や胃がん細胞を用いた発がんモデル実験における

parafibromin の役割のさらなる検討や、マウス中枢神経系の発生に対して

parafibrominのノックアウトが及ぼす影響の解析などを行っていく予定である。 
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	 また、本研究における parafibrominを介したWntシグナル-Hhシグナル間の競

合的制御モデルを考えると、細胞内における parafibrominの発現量やリン酸化状

態がシグナル間競合の度合いを決定する重要な要素となりうる可能性が推察さ

れるが、parafibromin 遺伝子の片アリル性の機能喪失を保有する家族性 HPT-JT

症候群患者や parafibrominのヘテロKOマウスにおいてはハプロ不全による明確

な表現型が観察されない［24］ということは大きな疑問であり、興味深い。従

って今後の課題として、細胞内における parafibrominの発現量やリン酸化状態の

変化が Wnt シグナル-Hh シグナル間の制御モードに及ぼす影響の定量的あるい

はシステム生物学的な解析にも取り組んでいきたい。 

 

parafibrominを介した Wnt-Notchシグナル連関機構  

	 本研究の実験結果から、parafibromin は β-catenin ならびに NICD とタンパク

質ヘテロ三量体複合体を形成し、Wnt シグナル-Notch シグナル間の協調的な活

性化を促すことが示唆された。β-cateninと NICDは parafibrominとの複合体形成

においても下流のシグナル伝達においても互いに競合しないという事実は、

β-cateninとGLI1が互いに競合関係にあるという事実と好対照を示す興味深い現

象である。β-catenin と GLI1 の場合、parafibromin 上の結合責任領域が重複して
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いたため複合体形成において互いに競合したことを考えると、parafibromin上の

β-catenin と NICD の結合責任領域は異なる可能性が考えられる。しかし、

parafibromin 上の  β-catenin 結合責任領域は既に同定されているものの、

parafibromin上の NICD結合責任領域は未だ不明である。そこで今後の課題とし

て、parafibromin 上の NICD 結合責任領域を明らかにするために、種々の

parafibrominの領域欠損変異体と NICDとの結合を解析していきたいと考えてい

る。また、本研究における免疫沈降実験の結果  (図 11A, B) から

parafibromin/β-catenin/NICD 三量体の存在が示唆されたものの、その存在のより

厳密な証明のためには、連続的 (sequential) な免疫沈降 (例えば、抗 parafibromin

抗体で免疫沈降した後に得られた免疫沈降物に対してさらに抗β-catenin 抗体を

用いた免疫沈降を行い、NICDの共免疫沈降を検出する実験) による解析を行う

必要があると考えられる。これに加え、三量体が実際にシグナル標的遺伝子ク

ロマチン上に存在するか否かをクロマチン免疫沈降実験やゲルシフトアッセイ 

(EMSA) により解析することも重要である。さらに、三量体形成の生物学的な

意義を明らかにするために、マウス腸管上皮試料を用いた三量体形成の解析や、

parafibromin ノックアウトマウス腸管上皮組織でのβ-catenin/NICD タンパク質発

現量の変化ならびに細胞内局在への影響を今後解析していきたい。 
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	 本研究の parafibrominノックアウトマウスを用いた in vivoの実験から、実際

に parafibrominは腸管上皮におけるWnt/Notchシグナルの活性化や腸管上皮組織

の形成・維持に必須の分子であることが明らかとなった。これまでの報告から、

Wnt-Notch シグナル間の協調的な活性化は腸管上皮組織幹細胞の維持や細胞増

殖の制御のみならず、消化管腫瘍の発生にも関与していることが明らかにされ

ている［33, 34］。従って、本研究で見出した parafibromin-Wnt-Notchシグナル間

の制御機構は腸管上皮の発がん過程にも寄与している可能性は十分考えられる。

そこで、腸管上皮における腫瘍形成に parafibrominが果たす役割の解明を今後の

研究課題の一つとして取り組んでいきたい。具体的には、がん抑制遺伝子 APC

の機能喪失型変異を保有し、自発的に腸管上皮に多数の腺腫を形成する腸管上

皮がんモデルマウス Apc minマウス［50, 51］と parafibrominノックアウトマウ

スとを交配し、parafibrominの喪失が腸管上皮発がんに及ぼす影響の解析を行い

たいと考えている。 

 

 

 

 



 80 

SHP2の脱制御によるシグナル経路の異常活性化  

	 parafibrominチロシン脱リン酸化の責任ホスファターゼである SHP2は、増殖

因子による受容体キナーゼの刺激を起点としたRAS/MAPK経路の活性化を増強

する正の制御因子として知られており、その脱制御は様々なヒト疾患に深く関

与する［14, 15, 17-19］。顔面形態の異常や先天性の心臓機能の欠陥などの発達

性の障害、および若年性骨髄単球性白血病 (juvenile myelomonocytic leukemia; 

JMML) に代表される血液がんの発症リスクの増加により特徴づけられる 

Noonan症候群の約半数において、生殖系列細胞での SHP2をコードする PTPN11

遺伝子の機能獲得型変異が見出されている［52］。また、体細胞レベルでの

PTPN11 遺伝子の機能獲得型変異も JMML を主体とする悪性血液腫瘍において

観察される［53］。さらに、SHP2はヒトの胃に棲息するヘリコバクター・ピロ

リ菌 (Helicobacter pylori) が保有する細菌性がんタンパク質 CagAの宿主細胞内

標的タンパク質であることが明らかになっており、CagAが持つ発がん活性には

CagA による SHP2 の異常活性化が中心的な役割を担うことが示されている

［54-56］。以上の事実より、SHP2 はその脱制御・活性亢進がヒトの種々のが

んの発がんを促す「がんタンパク質」として理解されている。 

	 本研究の結果より、SHP2 は RAS/MAPK 経路を活性化するのみならず、
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parafibromin の脱リン酸化を介して Hh シグナルおよび Notch シグナルの活性化

にも関与しうることが示唆された。このことから、SHP2の脱制御を原因とした

病態形成には、RAS経路に加え、SHP2-parafibromin経路を介した Hhシグナル・

Notchシグナルの異常活性化も寄与している可能性が新たに浮かび上がる。 

	 事実、この可能性はこれまでの多くの知見からも支持される。例えば、Noonan

症候群のモデルマウスである機能獲得型 SHP2 D61Gノックインマウスの新生脳

では、野生型と比較して神経細胞数が増加する一方で、星状膠細胞が減少する

ことが報告されている［57］。興味深いことに、中枢神経系の発生においては

Hhファミリーの 1つである Shhが神経前駆細胞から神経細胞への分化を促すこ

とが示されていることから［58, 59］、上述の Noonan症候群モデルマウスで見

られた新生脳の異常には parafibrominの脱リン酸化亢進を介した Hhシグナルの

異常活性化が寄与している可能性が考えられる。また、Hhシグナルは頭蓋顔面

の正常な形態形成に不可欠な役割を担うことが知られているため［60］、Noonan

症候群で見られる顔面形成異常の病態形成にも SHP2下流の parafibromin依存的

な Hh シグナル活性化が関与している可能性がある。さらに、Hh シグナルおよ

び Notch シグナルは正常の造血幹細胞ならびに骨髄性白血病のがん幹細胞の維

持に必須の役割を果たすことが近年報告されている［61, 62］。このことから、
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JMML に代表される SHP2 の機能獲得型変異を原因とした悪性血液腫瘍の発症

における SHP2-parafibromin経路を介した Hhシグナル・Notchシグナルの活性制

御異常の関与が推察される。 

	 以上のように、本研究により明らかにされた parafibrominによる細胞内シグナ

ルの統合的制御機構の破綻は SHP2 の脱制御を起点としたヒト疾患の発症に主

たる役割を担う可能性が考えられる。従って、parafibrominを介したシグナル制

御機構を標的とすること (例えば parafibrominと GLI1の結合を阻害する薬剤な

ど) により、SHP2異常を起点とするヒト疾患に対する新規の治療法・予防法を

確立しうると考えられる。 

 

今後の展望  

	 現在までに、parafibromin は Wnt、Hh 、Notch の少なくとも 3 つの細胞内シ

グナル伝達経路に関与することが明らかとなっている。この現状に立ち、「こ

れら 3つのシグナル加えて、parafibrominはさらに他のシグナル経路にも役割を

果たしているのか？」という問いかけは大変興味深い。 

	 当研究室の最近の研究により、細胞密度を感知するシグナル伝達系である

Hippo経路が、核内での SHP2ならびに parafibrominの機能制御に重要な役割を
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果たすことが示された［63］。SHP2 は Hippo 経路のエフェクター分子である

YAP/TAZ と複合体を形成し、上流の Hippo シグナルの不活性化に伴って

YAP/TAZと共に細胞質から核内へと移行する。そして核内に集積した SHP2は

parafibromin のチロシン脱リン酸化を介して Wnt シグナル標的遺伝子ならびに

Hippo シグナル標的遺伝子を転写誘導することが明らかとなった。さらに、

YAP/TAZが β-cateninと相互作用して Wntシグナルの転写活性化に機能すると

いうWnt-Hippoシグナル間のクロストークも近年報告されている［64-66］。こ

れらの知見と、parafibromin もまた β-catenin と相互作用するという事実とを合

わせて考えると、parafibrominが YAP/TAZとの相互作用を介して Hippoシグナ

ル経路の制御にも関与している可能性が考えられる。 

	 さらに、質量分析装置を用いた parafibromin相互作用タンパク質の網羅的探索

やChIP-chip法によるparafibromin-DNA相互作用のゲノムスケールの解析を行う

ことで、parafibrominが関与する細胞内シグナルネットワークの全容を明らかに

する試みも今後における挑戦的な研究課題として重要であろう。 

	 以上、本研究ならびに続く今後のさらなる研究を通じて、形態形成や組織恒

常性の維持など多様な生命現象に普遍的な役割を担う種々の細胞内シグナル制

御機構の包括的な理解を前進させていきたい。そして、そこから導き出される
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成果が、シグナル経路の破綻によって引き起こされる様々な疾患発症機構の解

明や、新規創薬標的の発見など医学への実践的応用につながっていくことを期

待したい。 
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