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緒緒  言言  

 
RNA splicing factorの遺伝子変異（以降SF変異）ががんにおいて高頻度に同定されることが2011年に初めて報告

された。それ以来、世界では毎年SF変異がんに罹患する患者が40～60万人にも上ることが明らかになり、SF変異に

よるがんの病態解明と治療法開発は喫緊の課題である。我々は最近、複雑なRNA splicing 異常を高感度かつ定量的に

計測・解析可能なプログラムを開発して代表的な splicing変異の一つであるSRSF2変異による白血病発症メカニズム

を解明し［1］、また、がんにおいて最も高頻度に遺伝子変異が同定される splicing factorをコードするSF3B1遺伝子

の変異が、PPP2R5A の mis-splicing を介して MYC を活性化し慢性リンパ性白血病の発症に関わることを報告した

［2］。この過程で、SF3B1 のホットスポット変異が、臓器およびアレル特異的に splicing 異常をきたすことを見出し

た。注目すべきは、こうした臓器特異的 splicing パターンが存在するにもかかわらず PPP2R5A の mis-splicing は各

臓器・腫瘍で非常に強く生じており、SF3B1 変異がんにおいて重要な病理学的役割を果たしている可能性が高い点で

ある。この観察結果から、我々はSF3B1変異がんにおいてPPP2R5Aが病態形成の中心的役割を果たしている可能性

が高いと考えた。 
これまでに PPP2R5A の機能喪失が各固形癌においてどのようにして発がんに関わるのか、それぞれのがん種ごと

にPPP2R5AをBサブユニットとして含むPP2A複合体の基質は何であるのか、どのようにしてPPP2R5Aの喪失を

治療応用に結びつければよいのかはまだ明らかになっていないことから、本研究においてはこれらの疑問点の解明に取

り組むこととした。 
本研究における目的として下記の3点を設定した。 

1. PPP2R5A機能喪失の生物学的影響の解析：PPP2R5Aの機能喪失が病態形成に重要な役割を果たしているがん種

を選定し、同がん種の組織特異的にPpp2r5aを欠失させ、生物学的影響を調査する。 
2. PPP2R5A の結合タンパク質（PPP2R5A を含む PP2A 複合体の基質）の同定：目的 1 で選定したがん種の細胞

を用いてPPP2R5A結合タンパク質を同定する。 
3. 新規PP2A賦活剤の治療効果評価：新規PP2A賦活剤を用いて、SF3B1変異細胞と野生型細胞における同薬剤の

感受性を比較し、新規治療法の開発を目指す。 
本研究により、乳がんにおいてPpp2r5a の機能喪失が病理学的意義を持つこと、また新規のPPP2R5A 基質の同定

に成功し、新規PP2A賦活剤を評価する基盤形成の準備が整った。 
 

方方  法法  

 
11．．PPpppp22rr55aa条条件件的的欠欠失失ママウウススのの解解析析  
本項目の目的は、Ppp2r5a 条件的欠失マウスの個体・組織を用いて PPP2R5A の役割を明らかにすることにある。

具体的にはprimaryマウスとMmtv-cre transgenicマウスを掛け合わせ、乳腺組織特異的にPpp2r5aを欠失させるこ

とにより、その表現形質を検討した。 
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22．．PPrrooxxiimmiittyy  llaabbeelliinnggにによよるるPPPPPP22RR55AA基基質質のの同同定定  
我々は PP2A complex の専門家である Michigan 大学の Dr. Goutham Narla と今まで共同研究してきたが、

PPP2R5Aの基質同定については通常の IP-Mass spectrometryでは困難であることがわかってきた。そこで本研究で

は大豆蛋白質由来のAPEX2 を用いたProximity labeling 技術を導入して、PPP2R5A の結合蛋白質の同定を試みた。

APEX2 はエンドウ豆のAPEX（ascorbate peroxidase）を改良した変異体であり［3，4］、そのperoxidase 活性によ

り生じたphenoxylラジカルを用いて周囲10～20 nm以内の蛋白質をbiotin化することができる。APEX2をPPP2R5A
と融合させて発現させれば、biotin化した蛋白質をstreptavidinビーズで沈降し、回収した蛋白質を質量分析すること

によって、PPP2R5Aの近傍にある蛋白質、すなわちPPP2R5Aの基質候補の蛋白質のプロファイルを把握することが

可能である。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．． 乳乳腺腺ににおおけけるるPPPPPP22RR55AAのの病病理理学学的的意意義義  
まず我々はPPP2R5A 遺伝子のmis-splicing に関する解析をがん横断的に実施した。その結果、SF3B1 変異はがん

種によって異なるmis-splicingを誘導し、PPP2R5A遺伝子のmis-splicingは特に乳がんにおいて強く生じていること

を突き止めた（図 1a）。そこで、乳腺特異的に Ppp2r5a を欠失させるために Ppp2r5a 条件的欠失マウス（図 1b）と

Mmtv-cre transgenic マウスを掛け合わせた。その結果、4 か月齢のMmtv-cre Ppp2r5a－／－マウスでは、対照群と比

較してDuctal Hyperplasiaが認められ（図1c）、発がんに関連する表現形質が既に観察された。今後は同マウスモデル

の予後や詳細な表現形質を解析し、細胞モデルも用いて分子生物学的検討を進めることにより、乳がん形成における

Ppp2r5aの役割について明らかにする。その際、2で同定されたPPP2R5A新規基質との関連も複合的に検討すること

により、PPP2R5Aの分子病理的役割のみならず、分子生物学、腫瘍生物学的意義を包括的に明らかにしていく。さら

に、Mmtv-cre Ppp2r5a－／－マウスが腫瘍を発症しない場合には、R26-Pik3caH1047Rモデルなどをさらに交配するこ

とにより腫瘍モデルを構築し、今後の新規PP2A賦活剤を評価する基盤とする。 
 

 

図1．Ppp2r5a 欠失によるDuctal Hyperplasia 
a) SF3B1 変異によるmis-splicing eventのprincipal component analysis。 
b) Ppp2r5a 条件的欠失マウスの概略図。 
c) Ppp2r5a欠失によるductal hyperplasia（スケールバー：500μm）。 
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22．．新新規規PPPPPP22RR55AA基基質質のの同同定定  
APEX2を利用したProximity labeling技術を導入することにより、PPP2R5Aの結合蛋白質をMass spectrometry

で検出した（表 1）。上位に同一蛋白質由来と思われる複数のペプチドが複数回検出され、Proximity labeling による

PPP2R5Aの基質候補が数個浮かび上がった。これらは今までの報告になく、新規のPPP2R5A基質である可能性が高

い。現在実施中の遺伝子発現解析などの結果も合わせて、新規基質候補のvalidationおよびリン酸化状態の変化、下流

シグナル等の変化につき。今後詳細な検討を加える。また得られた知見を 1 で判明した PPP2R5A の病理学的意義と

照らし合わせることにより、新規基質のPPP2R5A喪失における病理学的意義を明らかにする。 
 
表1．PPP2R5A結合蛋白質

 
PPP2R5AのProximity labelingおよびMass spectrometryにより検出されたPPP2R5A結合蛋白質およびそれらの各種統計値 

（第1列に記載）。未発表データのため蛋白質名は伏せてある。 
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