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緒　言

研究の背景：ヒト HRPT2 遺伝子によりコードされる Parafibromin（CDC73）は、遺伝子発現を制御する PAF（RNA
polymerase II-associated factor）複合体の主要構成分子であり、全身性に発現する核内タンパク質である。副甲状腺が
んを好発する遺伝性の副甲状腺機能亢進症−顎腫瘍症候群（Hyperparathyroidism-jaw tumor（HPT-JT）syndrome）
および弧発性副甲状腺がんの７割強の症例および小児腎臓がんにおいて、Parafibrominの C 端側欠失を生じる HRPT2
遺伝子変異が報告されている。しかしながら、Hrpt2 遺伝子のホモ接合型ノックアウトマウスが急性致死を引き起こす
ことから、Hrpt2 欠損の発がんにおける役割は未だマウスを用いて解析されていない。一方で、著者は、Parafibromin
が細胞内で Y290/Y293/Y315 にチロシンリン酸化修飾を受けることを見出し、がんタンパク質であるチロシンホスフ
ァターゼ SHP2 によって脱リン酸化されることを明らかにした。さらに、チロシン脱リン酸化された Parafibrominが
β-catenin と複合体を形成し、Wnt 経路の標的遺伝子を転写誘導することを明らかにし、がん抑制タンパク質として理
解されていた Parafibrominが、SHP2 によるチロシン脱リン酸化に依存して、発がん促進活性を獲得する機構を報告
した（図１）１）。しかしながら、「チロシン脱リン酸化による Parafibrominの機能転換」が発がんに果たす役割は不明
であり、Hrpt2/Parafibromin改変マウスによる in vivo 発がん解析が急務となっていた。

図 1． SHP2 チロシンホスファターゼによる Parafibrominの脱リン酸化を介した Wnt 経路標的遺伝子の転写活性化
PAF 複合体の主要構成分子である核内タンパク質 Parafibrominは SHP2 によりチロシン脱リン酸化され、β-
catenin と複合体を形成することで Wnt 経路の標的遺伝子の転写を活性化する。副甲状腺のがん抑制タンパク
質として知られる Parafibrominは、SHP2 および核内チロシンキナーゼによりチロシンリン酸化状態の調節を
受けることで、細胞内での機能が変化すると考えられる。SHP2 は細胞質で Ras-ERK 経路を活性化するチロシ
ンホスファターゼとして知られているが、Hippo シグナルに依存して核内に移行することが明らかにされている
２）。
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研究の目的：SHP2 によりチロシン脱リン酸化された Parafibrominを模倣することで機能亢進型分子として振舞う「チ
ロシンリン酸化耐性型 ParafibrominY290F/Y293F（ParafibrominYF）」を発現する Hrpt2 YF ノックインマウスを作出する

（図２）。副甲状腺がんで単離される機能欠損型変異 Parafibromin を模倣する「C 端側欠失型 Parafibromin
（ParafibrominΔC）」を発現する Hrpt2ΔC-LSL ノックインマウスを作出する（図２）。これらの変異 Hrpt2 ノックインマ
ウスのがんの発症に着目した表現型解析を並行して進めることで、Parafibromin のチロシン脱リン酸化が
Parafibrominの発がん促進性機能／発がん抑制性機能に果たす役割を明らかにする。

方　法

　機能亢進型 Parafibrominをコードする Hrpt2 LSL-YF ノックインアリルを持つマウスを Cre 組換え酵素発現マウスお
よび FLP 組換え酵素発現マウスと交配し、得られたコンパウンドマウスの表現型を解析する。
　C 端側欠失型 Parafibrominを構成的に発現する Hrpt2ΔC-LSL アリルを持つノックインマウスを作出し、表現型解析を
行う。
　マウスの遺伝子型は、尾端断片より抽出･精製した各個体のゲノム DNA を各遺伝子に特異的なプライマーを用いて
PCR 増幅し、得られた PCR 産物のアガロース電気泳動およびシーケンス解析を行うことで判定した。

図 2． Cre/FLP 組換え酵素に依存したコンディショナル発現型 Hrpt2 LSL-YF ノックインアリルならびに構成的発現型
Hrpt2ΔC-LSL ノックインアリルの構造
上段：Parafibrominをコードする Hrpt2 遺伝子の野生型アリルを示す。
中段：コンディショナル発現型 Hrpt2 LSL-YF ノックインアリルを示す。Cre/FLP 組換え酵素によって、loxP 間/
FRT 間の転写終結配列を含む DNA 領域が除去され、ParafibrominY290F/Y293F が発現する。
下段：構成的発現型 Hrpt2ΔC-LSL ノックインアリルを示す。Cre/FLP 組換え酵素非存在時には構成的に
ParafibrominΔC-LSL を発現する。Cre/FLP 組換え酵素が共に存在する時には、野生型 Parafibrominを発現する。
Y290、Y293、Y315：Parafibrominのチロシンリン酸化／脱リン酸化部位、Stop：転写終結配列、Neo R：ネオ
マイシン耐性遺伝子発現カセット（転写終結配列を含む）。

結果および考察

　Hrpt2 LSL-YF アリルをヘテロ接合型で持つ F1 個体を兄妹交配したが、この YF 変異型 Hrpt2 アリルをホモ接合型で
持つ個体は得られなかった。同様の交配を YF 点変異を持たない Hrpt2ΔC-LSL アリルを持つ F1 マウスについても行っ
たが、ホモ接合型個体は得られなかった。
　全身性の Hrpt2 遺伝子の構成的ノックアウトがマウス個体に発生過程における胎生致死を引き起こすことから３）、
Parafibrominの C 端側（エキソン９以降がコードする C 端側領域）はマウスの個体発生に不可欠な役割を持つことが
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推察された。ここで示した C 端側領域には、酵母の Parafibrominオルソログである cdc73p からヒト Parafibrominま
で種間で保存された PAF 複合体の形成に関わる部位が含まれることから、これらの C 端側欠失型 Hrpt2 変異マウスで
見られる胎生致死に PAF 複合体の形成異常／機能異常が関与する可能性も考えられる。
　Hrpt2 LSL-YF アリルをヘテロ接合型で持つ個体と全身性に FLP を構成的に発現するトランスジェニックマウスを交
配した結果、予想に反して、変異 Hrpt2 アリルと FLP 遺伝子を両方持つコンパウンド個体は得られなかった。この結
果は、全身性に Cre を構成的に発現するトランスジェニックマウスを用いた際にも同様であった。一方で、YF 点変異
を持たない Hrpt2ΔC-LSL アリルのヘテロ接合型個体を用いた同様の交配実験では、変異 Hrpt2 アリルと FLP 遺伝子ま
たは Cre 遺伝子を共に持つコンパウンド個体が得られた。
　これらの結果から、FLP 遺伝子または Cre 遺伝子を持つ個体では、Hrpt2 遺伝子の YF 点変異の存在に依存した致
死性の発生異常が誘導されることが示唆された。本研究で用いた変異 Hrpt2 ノックインアリルには、転写終結配列が
それぞれ loxP 配列間および FRT 配列間に存在する。Hrpt2 LSL-YF アリルと Cre 遺伝子あるいは FLP 遺伝子を共に持
つ個体では、組換え反応を経て上記のうち一方の転写終結配列が除去される。以上から、Cre/FLP による組換え反応
が Hrpt2YF-mRNA 前駆体の転写のリークを引き起こし、その結果スプライシングと翻訳を介して産生する
ParafibrominYF が致死性の表現型を与えたと推察するが、詳細は不明である。
　上記の致死性の発生異常を回避するために、タモキシフェン投与依存的に全身性で FLP 組換え酵素を誘導発現する
FLP-ERT2 トランスジェニックマウスを用いて同様に交配を進めた結果、Hrpt2 LSL-YF アリルと FLP-ERT2 遺伝子を共
に持つコンパウンド個体を得ることに成功した。現在、このコンパウンド個体にタモキシフェンを腹腔内投与した後、
表現型の出現の有無を継時的に観察している。
　タモキシフェン投与依存的に全身性で Cre 組換え酵素を誘導発現する Cre-ERT2 トランスジェニックマウスを交配
に用いた場合も同様に Hrpt2 LSL-YF アリルを持つコンパウンド個体が得られることが予想される（現在 実施中）。
　C 端側欠失型 Parafibrominを構成的に発現する Hrpt2ΔC-LSL ヘテロ接合型ノックインマウスを継続的に飼育した結
果、約 80 週齢で病変を発症する個体が観察された。現在、観察された病変の病理学的診断を進めるとともに、病変発
症への Hrpt2ΔC-LSL 変異アリルおよび C 端側欠失型 Parafibrominの役割を明らかにするために、対照同腹仔の観察と
ともに病変部における Hrpt2 遺伝子のヘテロ接合性の喪失（LOH）の有無を解析している。
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