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研究成果の概要（和文）：Phosphodiesterase(PDE)は細胞内シグナル伝達物質であるcAMPやcGMPの分解酵素で細
胞内の濃度を調整し、様々な生理作用に関係している。PDEはPDE1からPDE11 までの11種類のアイソザイムが存
在する。これまでにわれわれはPDEのアイソザイムの一つであるPDE2が浸潤と関係することを世界で初めて報告
した。そのためにはPDE2遺伝子の特定部位が変異することによりPDE2タンパク質の一つのアミノ酸が変化し、そ
の結果PDE2タンパク質の細胞内局在が変化することが考えられた。本研究では変異型の発現量が局在と浸潤能を
調節している可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：Phosphodiesterase (PDE) regulates intracellular concentrations by degrading 
enzymes of intracellular signal transduction substances cAMP and cGMP, and is involved in various 
physiological actions. There are 11 types of isozymes from PDE1 to PDE11 in PDE. We have reported 
for the first time in the world that PDE2, one of the PDE isozymes, is associated with invasion. It 
is considered that one amino acid of the PDE2 protein is changed by mutation of a specific site of 
the PDE2 gene., and as a result, the intracellular localization of the PDE2 protein is changed. In 
this study, we found that the expression level of mutants may regulate localization and invasion.

研究分野： 口腔・顎顔面外科

キーワード： phosphodiesterase　cAMP　melanoma

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果によりPDE2の基礎的研究をさらに進め、PDE2の遺伝子異常に対する分子標的薬の開発やPDE2細胞内
情報伝達複合体を利用した新しい診断方法や個別化治療への臨床応用に道を開くことに学術的意義や社会的意義
がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 Phosphodiesterase(PDE)は 11 種類(PDE1-PDE11)あり、それぞれの PDE には更にアイソザイム
(A から D)が存在し、20種類以上の関連遺伝子で構成されている。そして、PDE は細胞内の cAMP 
や cGMP を分解することによりその濃度を調節し、様々な生理作用に関係している。その阻害剤
はすでに抗凝固薬、勃起不全治療薬や肺高血圧症治療薬などとして臨床で使用されている。 
 PDE は大きく分けて、①特定のタンパク質と特異的複合体を形成し細胞内の特定部位に特異的
複合体を局在させるための部位、および、PDE 活性を調節する部位、②cAMP や cGMP を分解する
ために必要な部位、より構成されている。 
 PDE は①の部分により特定のタンパク質と特異的複合体を形成することにより細胞内の特定
部位に局在し、PDE が特定の刺激による cAMP や cGMP シグナル伝達を細胞内局所に封じ込め
（compartmentalization）、他の刺激由来の cAMP や cGMP シグナルを分離している。このため、
PDE の①の部分に遺伝子変異がありアミノ酸が変化すれば特定のタンパク質との結合（細胞内情
報伝達複合体：signalosome）が変化する。そして、その結果 PDE の細胞内局在が変化し、機能
が変化することが考えられる。また、複合体に関係するタンパク質に異常があれば同様に複合体
が変化することも考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 
 われわれは細胞内シグナル伝達物質(cAMP など)の分解酵素である PDE のアイソザイムの一つ
である PDE2 が浸潤と関係することを悪性腫瘍細胞を利用して世界で初めて報告した。そして、
そのためには PDE2 遺伝子の特定部位が変異することにより PDE2 タンパク質の一つのアミノ酸
が変化し、その結果 PDE2 タンパク質の細胞内局在が変化することが必要である可能性を見出し
た。そこで 本研究では他の悪性腫瘍細胞で PDE2 遺伝子変異があるかどうか。PDE2 遺伝子変異
があれば浸潤との関係はどうか。PDE2 タンパク質の細胞内局在が変化するかどうか。などの研
究を行い、悪性腫瘍における PDE2 の細胞内情報伝達複合体を標的とした新しい診断方法や個別
化医療を確立することが目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（細胞） 
 口腔由来悪性黒色腫は当教室で樹立した PMP、MAA、MMN9 細胞を、口腔由来骨肉腫は当教室で
樹立した HOSM-1 細胞を使用した。他に皮膚由来悪性黒色腫細胞や肝臓由来腺癌細胞等を使用し
た。 
 
（PDE2 遺伝子発現） 
 各細胞よりトータル RNA を抽出し、逆転写酵素にて cDNA を作成した。発現は RT-PCR、リアル
タイム PCR で行った。 
 
（PDE2 遺伝子変異） 
 各細胞よりトータル RNA を抽出し、逆転写酵素にて cDNA を作成した。これまでに特定された
変異部位に特異的なプライマーを作成し、サンガー法で行った。 
 
（浸潤能） 
 マトリゲルインベージョンチャンバーを用いた invasion assay で行った。インサートを通過
した細胞を染色し、細胞数を測定した。 
 
（PDE2 変異率） 
 TaqMan probe を使用してデジタル PCR で解析した。 
 
（クローン細胞作製） 
 96well プレートに播種し、クローン細胞を作製した。 
 
（マウスでの肺への転移） 
 皮下や眼科静脈叢などから細胞を投与し、肺への転移を確認した。 
 
 
 



 
 
４．研究成果 
 
（PDE2 遺伝子発現） 
 口腔由来悪性黒色腫 PMP 細胞と口腔由来骨肉腫 HOSM-1 細胞で PDE2 発現を認めた。 
 
（PDE2 遺伝子変異） 
 口腔由来悪性黒色腫 PMP 細胞と口腔由来骨肉腫 HOSM-1 細胞で PDE2 遺伝子の同一部位に遺伝
子異常を認めた。 
 
（各細胞の PDE2 変異率と浸潤能） 
 ヘテロ変異型発現の多い細胞は浸潤能が高かった。 
 
（クローン細胞の PDE2 変異率） 
 クローン細胞は全てヘテロ変異型であった。また、マトリゲルインベージョンチャンバーを通
過した浸潤能の高いクローン細胞も全てヘテロ変異型であった。しかし、発現量の多い細胞ほど
浸潤能が高かった。 
 
（細胞内情報伝達複合体の検討） 
 細胞内局在では少し異なっている様であったが明確ではなかったので、他の方法で検討する
必要があると思われた。 
 
（マウスでの肺への転移） 
 皮下や眼科静脈叢などから細胞を投与したが、肺への転移を確認できなかった。 
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