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要旨

　本論文では，EST（expression　sequence　tag）データベースより見出した1型プロテ

インボスファターゼ（PP　1）に対する新規阻害タンパク質Inhibitor－4（1－4）の分子特

性を明らかにすることを目的として，14のクローニング・生化学的性状解析・遺伝

子発現について検討を行い，そのPP　1に対する阻害機構や生理機能について考察を

行った。本論文は，以下の6章から成っている。

第1章：序論

第2章：lnhibitor－4・cDNAの単離

　human　Inhibitor・一2（1－2）の塩基配列をプローブとして，　ESTデータベースをスクリ

ーニングした結果得られたクローンは，アミノ酸レベルで1－2に対し約44％の相同性

を持っていた。その構造から新規PPI阻害タンパク質であることが考えられたので，

これをInhibitor－4（1－4）と名付けた。14は202のアミノ酸残基からなり，アミノ酸

配列による二次構造および疎水性予測解析の結果，ヘリックス構造を多く持つ親水

性に富んだ分子であった。

第3章：Inhibitor－4の機能解析

　1－4をGST融合タンパク質として大腸菌より発現させ，プロテインボスファター

ゼに対する阻害活性などの生化学的性状について検討した。その結果，1－4はPP1を

特異的に阻害し，その阻害活性（IC5。＝O．2　nM）は非常に強いものであった。　PP1の

8

触媒サブユニット（PP　l　c）に存在する4つのisofo㎝（α，γ1，γ2，δ）を同等に阻害し，

PPICに対する特異性は認められなかった。また，　PP1のホロ酵素の1つであるミオ

シン軽鎖ホスファターゼ（PPICとM－subunitの複合体，　PPIM）に対する阻害活性に

ついても検討した。1．4は，PPIMとプレインキュベーションすることにより，　PPIM

の活性を強く阻害することができた。このとき，GST－1－4に結合しているPPICの量

はプレインキュベーションの時間依存的に増加していたが，1－4に対するM－subunit

の結合は認められなかった。すなわち，1－4がM－subunitに拮抗的にPP　I　Cと結合す

ることによって，PPIMの阻害をすることが示された。

第4章：Inhibitor－4によるPP　1阻害の分子機構

　1－4のdeletion　mutantを用いて，1－4の阻害機構の検討を行った。　PPICに対する1－4

の結合サイトは，少なくとも3カ所，Site－1（11－18），　Site－2，　Site－3に存在すること

が明らかとなった。

（1）Site－1の11－18の領域が1－4とPPICとの結合において最も寄与が大きいこと

が示された。また，Site－1をdeletionさせた1－4（19・202）の阻害活性はwild－typeの1－4

に対し約11150まで低下し，Site－1のdeletionによる結合活性の減少とよく相関して

いた。

（2）Site－1とSite－2の両方の結合部位を含む1－4（1－131）等のmutantは，　wild－type

の1－4に対し拮抗的に働くことから，少なくとも2つの箇所による結合がPPICとの

安定な結合を形成するためには重要であることが明らかとなった。

（3）’
b末に存在するSite．3を含む領域をdeletionすると，阻害活性が全くみえなく

なる。また，Site－3のみを有する14（124．202）等のmutantでも阻害活性を示すこと

9
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から，阻害にはSite－3が必須であることが明らかとなった。　Site－3は，触媒部位に親

和性を持つことが示唆された。

　これらの結果から，PP1に対する1－4の阻害は，　N末端の結合領域（11－18）を中

心とした1－4に存在する複数の結合サイトが，PPICに結合することによってなされ

ているためと考えられた。

第5章：Inhibitor－4の発現と細胞内局在

　Northem　blotting法によって，1－4　mRNAの発現を調べたが，ヒト正常組織にその発

現は見られなかった。ヒト由来のcell　lineからRNAを精製し，　RT－PCR法により調

べたところ，Hela細胞等のガン細胞において1－4　mRNAの発現が認められた。さら

に多くのヒト組織やガン細胞について，この発現を検討する必要があると思われる。

　1－4にFLAG－tagを付加し，その細胞内での発現を免疫染色法によって観察した。

wild－typeの1－4は核膜に局在するが，その2つのdeletion　mutant（1－131，19－202）で

は，その局在がいずれも細胞質に変化することが明らかとなった。2つのdeletion

mutantは，各々異なるPP　IC結合サイトをdeletionしたものであることから，1・4とPPIC

との結合が，14の核膜への局在に関与していることが示唆された。

第6章：総括と展望

10

第1章 序論

　生物を構成する細胞は，常に外的，内的な環境変化にさらされており，これらの

変化に対応するために様々な反応を調節し，それに応じた情報伝達を細胞内及び細

胞間で可能にしなければならない。この複雑な反応系や伝達系に関わるタンパクの

機能の調節には，タンパク質のリン酸化・脱リン酸が非常に重要な役割を担ってい

る。真核生物細胞のタンパク質のおよそ3分の1がリン酸化を受けていると言われ

るほど，タンパク質のリン酸化・脱リン酸化は広範な領域に及んでおり，この可逆

的リン酸化を司る酵素がプロテインキナーゼとプロテインボスファターゼである［1］。

プロテインキナーゼは，その特異性が高いことや多種多様な存在が知られていたた

めに，その研究は早くから進み，多くの生理的機能の解明がなされた。一方，プロ

テインボスファタ一画は，精製の困難性などのために，その研究が遅れていた。し

かし，それまでのSer／Thrホスファターゼ（PP）に加え，　Tyrホスファターゼ（PTP），

二重特異性ボスファターゼ（DSP）に含まれる多様な分子種が単離同定され，さら

にそれらの制御機構が明らかにされるにつれて，プロテインホスファターゼの研究

は急速に発展した。現在では，プロテインボスファターゼは大きく3つに分類（PP，

PTP，　DSP）され，各々はさらに多くの分子種からなる各種サブファミリーから構成

されている（Table　I）［2］。研究が進むにつれ，プロテインホスファターゼの生理機

能も明らかにされ，現在，その脱リン酸化の機能は，代謝・膜輸送・細胞周期・転

写・翻訳・細胞接着・分化・アポトーシス・情報伝達など多種多様なものに及んで

いることが明らかとなっている［3，4］。

11



Table・1．プロテインボスファターゼファミリー

Family Subfamily Protein　Phosphatase

Ser／Thr　Protein　Phosphatase

　　　　　　　　（PP）

Protein　Tyr　Phosphatase

　　　　　　　（PTP）

Dual　Specificity　Phosphatase

　　　　　　　（DSP）

PPl

PP2A

PP2B

PP2C

PPs

PP7

receptor

non－receptor

CDC25

CDC　14

MKP

LDP

PP　1，　PPZ　1，　PP　l　Z2，

PP2A，　PP4　（PPX），　PP6，　Pph3

PP2B　（calcineurin）

PP2Cct，　PP2CP，　PP2Cy，　Wip　1，　FIN　13

PPs

PP7

PTPct，　PTP　P，　PTP　6，　PTPy，　PTPe，

PTPK，　PTPp，　LAR，　CD45

PTP“’IB，　PTP－IC，　PTP－TC，　S　H　P－1，

SHP－2，　PTP－PEST

Cdc25A，　Cdc25B，　Cdc25C

CDC　14A，　CDC　14B

MKP－1，　MKP－2，　MKP－3，　MKP－4，

MKP－5

VHR，　LDP－1

12

1型Ser／Thrプロテインボスファターーゼ

　Ser／Thrプロテインホスファターゼは，その基質特異性や金属依存性，阻害タンパ

ク質及び天然阻害物質に対する感受性に応じて6つのサブファミリーに分類されて

いる（Table　lI）［5，6］。なかでも，1型プロテインホスファターゼ（PP1）は，　Ser／Thr

プロテインホスファターゼのサブファミリーのなかで，その存在が最初に明らかに

なり，これまで最も研究されているプロテインボスファターゼの1つである。

　通常PP1は，その触媒サブユニット（PPIC）と制御サブユニットで構成されるホ

ロ酵素として存在する［7，8］。触媒サブユニットPPICには，α1，α2，γ1，’Y2，δの

5種類のアイソフォームが知られており，これらはヒト，マウス，ウサギなどの哺乳

類間で高度に保存され，各々の発現も，Y2が精巣に特異的に発現する以外は，広範

な組織分布を示している［9－12］。このうちα1とα2そしてγ1と緯は，各々alternative

splicingによる産物である。これらアイソフォーム間のアミノ酸の差異は，　N端40

残基とC端30残基に存在しているが，そのボスファターゼ活性などの生化学的特徴

の差異は認められていない［13］。

　基質特異性が高いプロテインキナーゼなどとは対照的に，PP1は様々な基質を脱

リン酸化することができ，その基質に共通するモチーフ配列等は見出されていない

［14］。しかし，この幅広い基質特異性を持つPP　1は，必要とされる基質特異性や比

活性および局在を，その求められる機能に応じた様々な制御サブユニットと複合体

を形成することによって調節し，結果としてPP　1の精緻な活性調節を可能としてい

る（Figure　l）［15】。

　制御サブユニットには，PPICの局在や機i能に応じて多くの存在が知られている。

例えば，G－subunitはPPICをグリコーゲン穎粒と筋小胞体に局在化し，ボスホリラ
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一ゼなどの解糖系酵素を脱リン酸化，その制御に関与する［16］。M－subunitは，筋原

線維に局在化し，PPICと結合することでPP1をミオシン軽鎖ボスファターゼ（PPIM）

として機能させる［17］。このほか，制御サブユニットには，PP1の活性を阻害する

inhibitor－1（1－1）をはじめとした数多くの阻害タンパク質も知られている。　PPICと

制御サブユニットの結合は，制御サブユニットに共通するモチーフ配列（R／K）（VII）XF

または（R／K）X（VII）Fを介していることが明らかとなっている（Table　In）［18，19］。

これら様々な特性を有した制御サブユニットと結合したホロ酵素であるPP1は，結

果として細胞周期，タンパク質合成，筋収縮，グリコーゲン合成，転写，神経シグ

ナリング等の多種多様な細胞内プロセスを制御していることが報告されている

（Figure　1）　［20－22］o

Tab聾e　ll．　Ser／Thrプロテインボスファタt・一一Lゼの分類

PP1 PP2A　PP2B　PP2C PP5 PP7

Specificity　to　Phosphorylase

Knase　ct　or　P

Sensitivity　to　1－1　or　1－2

Requirement　of　metal　ion

Sensitivity　to　Okadaic　Acid

（IC，，，　nlVI）

p

yes

no

3．4

ct

no

no

O．07

ec

no

Ca2＋

5000

ct

no

Mg2＋

none

？
・ ct

no

Ca2＋

none
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PPIC

PPI1

Inhibitor－1

1nhibitor－2

PPIC
Myosin PPIC

PPIM

M

Glycogen

G

PPIC
　　　PPIG

N“cleuS

NIPP－1

　　　　PPlNPPIC

Regulatory　Subunit

PPIC

Localiration

Determination

Protein

Localization

Determination

Protein PPIC

Regulatory　Subunit

NS一一

Cell　Cycle）　〈Glycoqen　Synthesis）〈Neuronal　Signaling　XMuscle　Contraction）〈Transcription

：Figure　1．制御サブユニットによるPPIの活性調節
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Tabie　lll．　PP1結合タンパク質とその結合モチーーフ

Protein Residues Sequence

GM

PTG

GL

Rs

Us

M110　（MYPT1）

Splising　factor　S　PF

Ribosomal　protein　Ls

p53BP2

NIPP－1

Spinophilin

PNUTS

GRP－78

Muscle　PFK

sds

HSV，，34．5　protein

110pRB

HOXIl

DARPP－32

MYPT2

1nhibitor一　l

Inhibitor一一2

1nhibitor－3 34093

TRRVSFAD

KKRVVFAD

KKRVSFAD

KKRVVFAD

IくKRVVFAD

KTKVKFDD

QLRVRFAT

RYQVKFRR

G］）CRVKFNP

NSRVTFSE

SRK工HFST

RKTVTWPE

PSYVAFTP

GARVFFVH

ZLD工SFNL

PARVRFSP

VKNVYFKN

AEP：SFGI

RKK工ΩFSV

SPRVRFED

PRK工ΩFT▽

　　？

EKKVEWTS
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PP1阻害タンパク質

　PP1の阻害タンパク質もまた多くの存在が知られている（Table　IV）。主に細胞質

に存在する熱耐性タンパクである1－1［23］とinhibitor－2（1－2）［24］，1－1のホモログで

神経系に特異的に発現するdopamine－and　cAMP－regulated　phosphoprotein・32（DARPP－

32）［25，26］，核内に存在し且つRNA結合ドメインを有するnuclear　inhibitor　of・PPI

（NIPP－1）［27】，リボゾームに局在するribosomal　inhibitor　of　PP　1（RIPP－1）［28］や平

滑筋に特異的に存在しPP　IMに対して強い阻害活性を示すC－kinase－activated

phosphatase　inhibitor－17（CPI　I7）［29］などの存在が明らかになっている。さらにそれ

ら阻害タンパク自身は，外からのシグナルによってリン酸化され，その阻害活性調

節やPP1との親和性の調整を受けて，　PP1活性の制御を可能としていると考えられ

ている［18，30］。

　なかでも，その機能解明が特に進んでいるものの1つが1－1のホモログ，DARPP－32

である［31，32］。DARPP－32は，主に細胞質に存在し，　dopamine　receptor　Dの存在す

る基底核の神経系細胞に高発現している。N末端（9－12）に存在するPP　1結合モチ

ーフ（KIQF）を介してPPlcに結合しており，　Aキナーゼ（PKA）によるリン酸化

を受けてはじめてPP　I阻害活性を示す。　PKAによってリン酸化されたThr34は，　PP2B

による脱リン酸化を受け，再びその阻害活性は不活性化される（Figure　2）。　DARPP－

32が高発現する基底核細胞において，PKAは神経伝達物質dopamineにより活性化，

その結果DARPP－32のリン酸化が充進，　PP　I　CIDARPP－32複合体が不活性化する。一

方，PP2Bは，　glutamateを介したCa2＋の増加により活性化され，　PP　I　C／DARPP－32複

合体を脱リン酸化しPP1を活性化すると考えられている。このdopamineとglutamate

は，生理的に拮抗した機能を有していることが知られており，これらの刺激がPPIC・

17
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DARPP－32・PKA・PP2Bを介して，特に神経系における細胞内タンパク質のリン

酸化状態を制御していると考えられている。1－1に関しても同様のメカニズムが推測

されている。

　しかし，1．2やNIPP－1など多くの阻害タンパク質については，その生化学的性質

は近年明らかにされつつあるが，その生理的機能については，未だに推察の域を出

ないのが現状である。

Table　lV．　PP1阻害タンパク質の性質

ICso（nM）　Mw（kl）a）　Phosphorylation　Localization PPZ　C／ZPARPP－32

　　　Ac亡hノε

dopamine　
，

cAMP　T　
，

PP　I　lnhibitor

cytoplasm

cytoplasm

cytoplasm

nucleus

ribosome

cytoplasm

　　PKA

qll一一mnt一一

　　PP2B

　　十

Inhibitor一　1

DARPP－32

1nhibitor－2

NIPP－1

RIPP－1

CPI　17

1．6

1　．0

3．1

0．01

20

0．18

28

32

23

38．5

23

17

yes

yes

yes

yes

？

yes

Ca2＋　T　
十

glutamate

　　　　PPIC
　　　P

　　鏡　　KlOF
g
．
．
“

PPZ　CZZ）ARPP－32

　　1nactive

Fig“re　2．　PPICIDARPP・32の活性調節

　PP　I　C上の塗りつぶしは活性部位を表す。　PKAによるDARPP－32のリン酸化部位

はThr34である。　KIQFはDARPP－32のPP　l　c結合モチーフ。
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Inhibitor－2

　骨格筋から熱耐性タンパク質として精製された1－2は，PP　1を特異的に阻害する

（Ki＝3．1　nM）［24］。他の制御サブユニットとは異なり共通の結合モチーフ（RVXF）

は存在しないが，1－2はPPICと1：1の複合体（PPII）を形成，　PP1活性を阻害しPPII

は不活性型となる（Figure　3）［33］。　glycogen　synthase　kinase　3（GSK－3）によりThr73

がリン酸化されると，PPIIは活性型となる［34－36］。一方casein　kinase　II（CKII）に

よるSer87，　Ser121，　Ser122のリン酸化［37，38］は，　Thr73のGSK－3によるリン酸化

を二進させるが，その活性自体には影響を及ばさない［39，40］。このほか，Thr73は，

cdc2［41］や血togen　activated　protein　kinase（MAPK）［42］によって，リン酸化される

ことも報告されている。

　Brautiganらは，1－2をgreen　fluorescent　protein（GFP）融合タンパク質として細胞に

発現させ，G1期に細胞質に存在する1－2が，　S期には核内に移行することを見い出

した［43］。この核移行には，1－2に存在するの4つのリン酸化部位（Thr73，　Ser87，　Ser121，

Ser122）と核移行シグナル配列（NLS）の存在が必須であることから，1－2の核移行

は外部からのリン酸化シグナルによって制御されていると考えられている［44］。

　また1－2は，合成過程でミスホールドしたPPICと相互作用することにより，それ

を再構築し正規の活性型PPICを誘導することができることから，1－2がPPICに対

するシャペロンとして機能することが示唆された。一般的に用いられている

recombinant　PPICは，ホールディングの違いのために組織から精製されたPPICと一

部性質を異にしていることが知られているが，このrecombinant　PP1に1－2を作用さ

せることによって，精製PPICと良く類似した性質を示すことが明らかになっている

［45－47］。さらに，培養細胞に1－2とPPICをcotransfectionすると，　PPICのみでは不

可能であった活性型PPICを過剰発現することが可能となり，このことも1－2がPPIC

のシャペロンとしての機能を有することを裏付けていると考えられる。

　1．2の生理機能については様々な研究がなされているにもかかわらず，細胞内で1－

2が何のために存在し，PPICにどのように作用し，それ自身がどのような制御を受

けているかはほとんどわかっていない。

　本研究では，PP　1の新しい制御サブユニットを単離し，そのタンパクによるPP　l

の未だ明らかにされていない機能の解明を目的として，ESTデータベースのスクリ

ーニングを行った。その結果，human　I－2対して比較的に相同性を持つクローンを見

出した。このクローンの性状解析，機能解析およびその生理的機能を解析すること

によって，このタンパク質によるPP1の制御機構を明らかにし，さらに相同性を持

つ1－2の制御機構についても考察したい。
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第2章 Inhibitor－4　cDNAの単離

i　6iiffiiiiiifii“iiiiiiiifi“iiiiiii　204

　　　　　　　　　　　T73　S87　S121，122
　　　　　　　　　　　　争＼／

　　　　　　　　　　　GSK－3　CKII

2－1．目的

　新規PP1制御サブユニットの探索を目的として，　ESTデータベースを用いた検索

を行った。得られたクローンの全長の核酸配列を明らかにし，その配列を既知PP1

制御サブユニットの配列と比較した。

2－2．材料と方法

V3
ATP

　GSK－3
璽73

ト2

PPIC

1－2

PPII　lnactive

　Pi

PPIC

PPI　I　Active

2t：2：．LmSii！12g1guipg2iSblon

　I－4cDNAは，　human　I－2の塩基配列をテンプレートとして，　the　National　Center　for

Bi・techn・1・gy　Inf・rmati・n（NCBI）のthe　expressed　sequence　tag　library（EST　library）

データベースを検索することで見いだした。この14をコードするEST　cDNAクロ

ーンは，Research　Genetics（USA）より購入した（clone　ID：IMAGE　entry　1470424）。

購入した1－4cDNAは，　pT7T3D・Pacベクター内にNotl－EcoRIサイトで組み込まれて

いた。DYEnamicTM　ET　terminator　cycle　sequencing　kit（Amersham　Phamlacia　Biotech，

Sweden）を用いてPCR反応を行いABI　PRISMTM　310　Genetic　Analyzer（ApPlied

Biosystems，　USA）を用いて，その塩基配列を確認した・

Figure　3．1・2阻害活性のリン酸化による制御

　A，1－2のリン酸化部位を示した。B，　PPII（PPICII－2複合体）は，　GSK－3による

リン酸化によってホスファターゼ活性が回復する。
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2－3．結果

2－3－1　1nhibitor－4の塩　配列及びアミノ允己列

　　PP　1の阻害タンパク質human　I－2の塩基配列をプローブとしてdbEST　libraryをス

クリーニングし，この1－2に相同性をもつヒトクローンを見いだした。このESTク

ローン（IMAGE　clone　entry　1470424）は，　three　pooled　germ　cell　tumorから調製され

たcDNAライブラリーから得られたものである。このクローンの塩基配列は，その

一部分のみがデータベース上で明示されているのみであったので，T7・T3プライ

マーを用いてその全配列を明らかにし，このクローンをhuman　Inhibitor－4（1－4）と

命名した。

　　human　I・一4　cDNAは，　open　reading　frameで606　bpの塩基とその塩基配列から予想

される202のアミノ酸残基をコードしていた（Figure　4）。分子量は，計算上22，659

と推定される。

－
占
◎
ノ

901

Q
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◎
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1
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Q
／
Q
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渚
b
Ω
り

－
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占

CgtCataCgcagCgCcCtttgSgacaccagggcCctggtgctttaaCt二ag99Cgt二tg99a

cCt：gtしgCccacaCagacCgccCしgcagttしCagaCtggag99cg9し99acggCt二aCtca
gcggcccaactctctcgcagcccttctctccgcaaaEiitcagcctccacctcctcgcac

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　M　S　A　S　T　S　S　H
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Figure　4．　human　I4の塩基配列及びアミノ酸配列

　　アミノ酸配列は塩基配列より推測し，一一文字表記法で示した。開始，終止両コド

ンは枠で示し，開始コドン上流の終止コドンは下線，poly（A）付加配列は二重下線で

示した。

舜診：w「ツ’　　層’．｝「一．．
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2．3．2．Inhibitor－4のアミノft配列の　能モチーフ

　1－4のアミノ酸配列のモチーフ検索を行い，その結果をFigure　5に示した。1－4に

はGSK－3モチーフ配列と複数のCKIIモチーフ配列が存在する。さらに核移行シグ

ナル（NLS）配列，核外移行シグナル（NES）配列とPEST配列が確認された。

　次に1－4の2次構造と疎水性の予測を行った。2次構造分析は，Chou＆Fasman

法［48］を用いて行った（Figure　6A）。疎水性プロフィール解析には，　Kyte＆Doolittle

法［49］を用いた（Figure　6B）。解析結果より，1－4は，ヘリックス構造が多く見られ，

全体として親水性に富んでいることから，1・4タンパクは球状にホールディングす

るような複雑な構造を形成する可能性は低いと推察される。

　　　AA
PHD　sec

　　　AA
PHD　sec

　　　AA
PHD　sec

　　　AA
PHD　sec

．．．．，．．．．1．．．．，．．．．2．．．．，．．．．3．．．．，．．．．4．．．．，．．．．5．．．．，．．．．6

MSASTSSHRhIIillliiliiLKNKSSSGSSVATSGQQsGGTIQDvKRKKsQKwDEsslL醐貼丁剤

．．．．，．．．．7．．．．，．．．．8．．．．，．．．．9．．．．，．．．．10．．．，．．．．11．．．，．．．．12

羅㎜EPGTS脳SVQDNGEDS囎二二鞭GK踏TDASDHSCE瑠琵S器1

．．．．，．．．．13．．．，．．．．14．．．，．．．．15．．．，．．．．16．．．，．．．．17．．．，．．．．18

灘1熱川血腫躍認器皿躍躍豊器羅TPQGTNEEKl
．．．．，．．．．19．．．，．．．．20．．．，．．．．21．．．，．．．．22．．．，．．．．23．．．，．．．．24

TAAEESEEAPLrl’GGLQTQSCDP
HHH

1

51

101

151

MSASTSSHRP　IKG工：LKNKSS　SGSSVATSGQ　QSGGT工QDVK　RKKSQKWDES

　　　　　　　　　　　　　　　　ホ　　　　　　　　　　　　　

SILAAH　RATY　RD－E　PGTSY　D4SvQD　NGEDS－ED一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
KEATDASDHS　CEVDEΩESSE　AY］Y［RK工：LL・HK　Q耳KKRQFE聡3墨：LHYNEE：LN

工KLARQ㎜K　ELΩSEDNENE　ETPQGTNEEK”TAAEESEEA　P　LTG〈1｝ZtQil！9　Sご

50

100

150

200

201　bp 202

Figure　5．1－4に存在するモチーーフ

　GSK－3とCKIIによるリン酸化が予想される部位を，各々（＊）と（▼）で示す。　NLS

は枠，NESは波線，　PEST配列を網枠で示す。

3．00

o．oo

一3．00

　　　1

Parameter　：　Kyte　＆　Dooiittle

Range　to　Average：5

51 101 151 201 251

：Figure　6．1－4の予測される二次構造と疎水性プロフィール

　A，Chou＆Fasman法による2次構造の予測。　PHD　secに表記されている略号Hは，

helixを示し，空白はloop構造を示す。　sheetは存在しない。　B，　Kyte＆Doolittle法

による疎水プロフィール。横軸はアミノ酸の番号，縦軸は疎水性を示す。
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2－3－3．　　；季目百’lllヒ とのInhibitor－4アミノ 己列の比較

　1－4は，human　I－2に対して相同性を示し，その他のPP1阻害タンパク質（1－1や

NIPP－1等）への相同性はきわめて低かった。従って，種々の既知1－2　homolo9との

アミノ酸配列の比較を行った（Figure　7）。

　1－4は，human　I－2に対して塩基配列で61．5％，アミノ酸配列で43．7％の相同性を

示した。他のhuman　I－2　homolo9に対するアミノ酸配列の相同性は，　rat　I－2α1［50］お

よびrat　I－2α2で43．4％，　rat　l－2βで35．0％，　drosophila　I－2Dm［46］で24．8％，　drosophila

I・・t［51，52］で22．0％，human　I－3［53］で22．9％を示し，14はhuman　I。2に対して最も

高い相同性を有していた。1－4は，同一遺伝子由来のsplicing　variantである3つのrat

I．一2・isoform（1－2α1，1－2α1，1－2β）に対しても相同性を示し，特にN端とC端が大きく

欠損しかつ阻害活性の非常に弱い1－2βに対しても，その欠損領域以外では良い相同

性を示した。

　　これら14相同性タンパク質のアミノ酸配列において，欠損領域が少なく連続的

に保存されている領域（1－4の29－147の領域，Figure　7）を用いて，それらの系統樹

を作成した（Figure　8）。この保存領域が，　human　1－21rat　1－2ct　llrat　1－2α21rat　I－2β間では，

60～80％と保存されているのに比べ，1・4のそれは40％以下であった。系統樹にお

いて，1・4はhuman　I－2のisoformの1つとしてではなく，比較的離れた存在として

分類された。

　　また，1－2homologタンパク質のほとんどに保存されている4つのリン酸化部位

（T73，　S85，　S　118，　S　119）は1－4にも存在していた（Figure　5，7）。そのほか，　NLS配

列，NES配列もPEST配列も保存されていた（Figure　5，7）。
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Figure　7．　human・1－4と相同性タンパクのアミノ酸配列の比較

　　14と各種1－2homologのアミノ酸配列を示した。各々の配列を最適化し，その結

果挿入させたgapを（一）で，相同アミノ酸残基を網掛けで示した。　GSK－3とCKII

によるリン酸化サイトは，各々（＊），（▼）で示した。
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2－4．考察

　1－4は，human　I－2に比較的相同性を持っていたが，種々の1－2　homolog分子とのア

ミノ酸配列の比較や系統樹による分類から，それらとは比較的離れた存在として分

類された。現時点で，PP1阻害タンパク質は1－3まですでに知られていたことから，

本研究により見出した遺伝子は，Inhibitor－4（1－4）と命名した。

　次に，1－2の機能調節に重要と考えられているリン酸化サイトと14に存在するリ

ン酸化サイトについて述べる。1－4のThr73はその周辺配列から，1－2と同様に，　GSK－3

によるリン酸化は可能であると考えられるが，12に存在する隣接したPro残基がな

いためにcdc2やMAPKのターゲットにはならないと推測される。　CKIIによるリン

酸化部位については，1・2に存在する3カ所のリン酸化サイトのうち1つ（Ser85）の

みが保存されていた。1．2においてその機能制御に重要であると考えられているリン

酸化部位の周辺アミノ酸配列に相異が認められることから，1－4は1－2とは異なった

機構で制御を受けていると考えられる。

　Kakinokiらによって示された1－2の核移行シグナル（K竺KRQFEMKRK145）［44］は，

1－4ではK里KRQFEMRRR142となっており，140と142のLysがArgに置換されてい

るものの，同じ塩基性残基への置換であることから，この領域は保存されていると

考えられる。また，核外移行シグナル（143－162）と考えられる配列も1－4や1－2相同

性タンパクに，種を問わず高度に保存されていることから，三一細胞質問の移行が

それらの生理機能を発揮する上で重要であることを示唆している。

　human　I．2には2つ存在するPEST配列［46，50］は，1－4には1つしか認められなか

った。PEST配列が存在するタンパク質は半減期が短いことが知られていることから，

1－4も分解を受けやすいタンパク質であると考えられるが，human　I－2よりは安定性
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麟閉へ，

が高いタンパク質であると推察される。

2－5．まとめ

・human　I－4　cDNAは，606　bpの塩基と202のアミノ酸をコードしていた。

・構造予測解析結果は，1－4がヘリックスを多く持つ親水性に富んだ分子であること

　を示していた。

・human　I－4は，　human　I－2に対して約43．7％の相同性を示した。

・NLS，　NES，　PEST配列は，1－4にも保存されていた。

・1－2と同様にGSK－3によるThr73のリン酸化は可能であると考えられるが，　CKII

　によるリン酸化部位は，Ser86のみであった。
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第3章 Inhibitor－4の機能解析

3。1．目的

　1－4タンパク質の生化学的性状を調べるために，大腸菌に発現させ，これより精製

し，PPIに対する阻害活性などの機能解析を行った。

3－2．材料と方法

3．2．1．GST言Aタンパク発現ベクターの構i

　第4章で使用している1－4deletion　mutantの構築についても，本節とその方法が類

似しているため，まとめて示した。

　1－4及び種々の1－4deletion　mutantのGST融合タンパクの発現ベクターを構築する

ために，Eco・RIまたはBam・HI切断部位を付加させたプライマー（Table　V）をTable

VIに示されるような組み合わせで，　PyrobestTM　DNA　Polymerase（宝酒造株式会社，

大津）を用いてPolymerase　Chain　Reaction（PCR）を行った。増幅したDNA断片は，

各々対応する制限酵素（Eco　RI　and／or・Bam　HI）で消化し，1％アガロース又は8％ポ

リアクリルアミドゲルにより泳動後，QIAEx　II（QIAGEN，　Germany）を用いて回収

精製し，これをインサートDNAとした。　GST融合タンパク発現ベクターpGEX－3X

（Amersham　Pharmacia　Biotech，　Sweden）もまた，適当な制限酵素によって切断し，

Calf　Intestine　Alkaline　Phosphatase（CIAP；宝酒造株式会社，大津）によって脱リン酸

化の後，回収精製し，T4　DNA　Ligase（GIBCO　BRL，　USA）を用いて，各種インサー

トDNAを組み込んだ。
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作製した種々のGST－1－4およびGST－1－2発現ベクターの塩基配列は，

により解析して確認した。

sequencer

Table・V．　GST・fusion・vector構築に使用したプライマーデザイン

　Bam・HIとEco・RI制限部位は，各々二重下線と下線で示す。

Abbreviations Primers

　F4

∩
∠
　
り
j

4

4

4
　
5

」
4
　
4

〆
0
　
1

∩
∠
　
3

4
　
4

4
　
5

4

4

5　，　GGGAAr］［itTCGATGTCAGCCTCCACCTCCTCG3　t

5　t　GGGAAtTtTCAATCAA（1K1；GGATCCTGAAAAAC　3　t

5　t　GGGAATTCA．AGCTCGTCGGGTTCCTCGGTG3　’

5　’　GGGAATTCGAGAAAAATCCTCCrltCCACAAA3　，

5tGGGAATTCGGAGAAAAAGCGGCAGTTCGAA3’

5，GGGAATTCGCTTCACTACAACGAAGAATTG3’

5’GGGAATTCCTAAGGGTCGCATGACTGGGT3’

5　t　GGGAATTCCtVACCTTCTTCTCATTTCGAA3　’

5’GGGAATTCCTACTGTTTGTGGAGGAGGAT　3　t

5’GGGAATTCCTACATGTAGGCCTCACTGCT3’

5tTTGAATTCCTATTTGTTTTTCAGGATCCC3’

5’GTGGGATCCCCATGGCGGCCTCGACGGCCTCG3’

5　t　GTGGGAtl［iCCCTATGAAC　TTCGTAATt］irliGTT3　’

5’GGGAATTCCTATCGTTCTTCAGGTGAGAG　3’
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3－2－2．GST言合タンパク　の と’　‘

Table　VI． GST　fusion　vector構築に使用したプライマーの組み合わせ

Constructs Combinations Constructs Combinations

GST一一1－4　（1－202）

GST－1－4　（1－18）

GST－1－4　（1－123）

GST－1－4　（1－131）

GST一一1－4　（1－142）

GST－1－4　（1　1－202）

GST－1－4　（19－202）

4F1／4R1

4F　1　／4R5

4F　1　／4R4

4F1／4R3

4Fl／4R2

4F2／4R1

4F314R1

GST一一1－4　（19－131）

GST－1一・4　（19－142）

GST一一1－4　（124－202）

GST一一1－4　（132－202）

GST－1－4　（143・一202）

GST一一1－2

GST一一1－2　（1－134）

4F3／4R3

4F3／4R2

4F4／4R1

4F5／4R1

4F6／4R1

2F／2R　1

2F／2R2

　GST＿14及びGST＿1。2プラスミドをトランスフォーメーションしたBL21大腸菌

を，2YT培地（169／L　Bacto　trypton，109／L　Bacto　yeast　extract，591L　NaC1）で，37℃，

一晩振盈培養した。この溶液を2YT培地で10倍希釈，27℃でOD6。。＝0．8に達する

まで振盈培養し，isopropyl・β一D－thiogalactoside（IPTG）を最終濃度1mMになるよう

に添加，GST融合タンパクを誘導発現した。27℃，約12時間振盈培養した後に，

遠心回収（5000G，4℃，10　min）した。大腸菌ペレットは，　S－buffer（50　mM　Tris。HCI，

pH　7．5，　250　mM　NaCl，　2　mM　EDTA，　2mh　EGTA，　O．190　2－ME，　1　mM　PMSF，　1　mM

benzamidine，1％Triton　X－100）に懸濁し，超音波破砕により溶菌させた。溶菌溶液

を遠心（25000G，4℃，　15　min）し，上清をあらかじめW－buffer（50　mM　Tris－HC1，　pH7．5，

250　mM　NaCl，　2　mM　EDTA，　2　mM　EGTA，　O．190　2－ME，　1　mh　PMSF，　1　mh

benzamidine）で平衡化させたグルタチオンーセファロース（GSH－Sepharose，

Amersham　Pharmacia　Biotech，　Sweden）カラムにロードした。カラムのベット容量の

約50倍以上のW－bufferで非吸着タンパクを洗浄除去した後，溶出溶液E－buffer（50

miYI　Tris。HCI，　pH　9．5，10　mM　GSH）で溶出，分画した。各分画は，　SDS－PAGEによ

りその精製度を確認，高純度の分画のみD－buffer（40　mM　Tris－HCI，　pH　7．5，8mM

EDTA，4　mM　DTT，50％glycerol）で透析濃縮後，一20℃で保存した。

3－2．3　GST　9ムタンパク　からのGST断　の。、および精’

　切断するGST融合タンパク質を，　C－buffer（20　mM　Hepes－NaOH，　pH　8．O，150　mM

NaCl）で透析し，　GSHやDTT等の還元剤や金属キレート剤であるEDTA等を除去

した。必要に応じて濃縮した。CaC12を最終濃度2mMで添加し，　GST融合タンパ
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ク質の1！200量（重量比）のFactor　Xa（Roche　Diagnotics，　Switzerland）を加え，　on－ice

で5時間程度インキュベートした。あらかじめC－bufferで平衡化させたGSH－

Sepharoseを反応液中に懸濁，4℃で一晩インキュベーションした後，懸濁液をカラ

ムに充填しその流出画分を採取することで，切断したGST及び未切断GST融合タ

ンパク質を除去した［54］。

　流出画分は，15分間煮沸後，on－iceで冷却し，遠心（15000　rpm，4℃，20　min）し

てその上清を目的サンプルとした。

75μLを濾紙にスポットし，液体シンチレーションカウンター（LS6500，　BECKMAN，

Germany）を用いて，放射活性を測定した。

　PPICは，　Cohenらの方法でウサギ骨格筋より精製した［56］。　PP2Aホロ酵素（ABC

型）は，Calbiochem（USA）より購入した。　GST－PP5は，大腸菌より発現，精製し

た［57］。PPICisoforms（α，γ1，72，δ）発現ベクターは，　Emest　Y．　C．　Lee博士（New　York

Medical　College，　USA）から恵与され，　Zhangらの方法を用いて大腸菌から精製した

［13，　58］o

pttlTh7M1’；」’sc7，7t！9”‘tzriiCD｝i！；“lrlkinijlE

PP　1，　PP2AおよびPP5のボスファターゼ活性測定は，［32P］phosphorylase　oを基質

として用いた［55］。

　基質である［32P］phosphorylase　aは，　phosphorylase　b（SIGMA，　USA）を［y－32P］一ATP

（Amersham　Pharmacia　Biotech，　Sweden）存在下でホスフォリラーゼキナーゼによっ

てリン酸化し調製した［56］。

　活性測定は，反応溶液（50　mM　Tris－HCI，　pH　7．O，　O．　l　mM　EDTA，15　mM　2－ME，　O．019・

Brij　35，0．3　mglmL　BSA，5mM　caffeine，10μM【32P】phosphorylase　a）に対して・100

ng／mしのプロテインホスファターゼと種々の濃度の1－4等の存在下で行った。反応

は，基質以外をすべて混合し（total　20　pL），30℃で10分間プレインキュベーショ

ンした後に，10μしの［32P】phosphorylase　aを加え30℃10分間反応させ，20　mM

silicotungsteic　acidを30μL添加して反応を停止させた。遠心（15000　rpm，4℃，10　min）

後，上清50μしと5％　ammonium　molybdate　12．5　pLを混合することにより生じる遊

離リン酸塩phosphomolydateを，　isobutanol／benzene（1：1）100μしで抽出し，有機相

3－2－5　PPIMに対する活性測定

　PPIMの活性は，400　ng／mL　PPIMに対して種々の濃度のGST－1－4またはGST・一1－2

を添加したときの，ホスファターゼ活性を1μM【32P］myosin　light　chain（MLC）を基

質として用いて測定した。［32P］MLCは，　MLC，　MLCキナーゼ（MLCK）と［y－32P］一

ATPを用いてIshiharaらの方法を用い調製した［59］。　MLCボスファターゼの具体的

な測定手段は，使用した基質が異なるだけで，その他は3－2－4と同様に行った。プ

レインキュベーションは，PPIMと阻害タンパクを基質を除く反応溶液と混合し，4℃

で指定時間行った。

　骨格筋ミオシン及びMLCKは，　Ikebeらの方法により精製し［60，61］，骨格筋PPIM

は，伊藤正明博士（三重大学，津）から恵与された［62］。

3－2－6．　Western　blottin

　タンパク質をSDS－PAGEで分離後，　transfer。buffer（25　mM　Tris－HCI，　pH　8．7，192　mM

glycine）でゲルを平衡化し，ニトロセルロース膜（HybondTM．ECL，　Amersham　pharmacia
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霧
ド

Biotech，　Sweden）にプロットした。プロットした膜をblocking－buffer（5％skim　milk，

0．05％NaN3，　O．1％Tween　20，　PBS）にてブロッキングし，1次抗体と4℃・一晩イン

キュベートした。PBS－T（0．1％Tween　20，　PBS）で洗浄（r．t．，5min，3times）後，2次

抗体と室温15分反応させた。PBS－T（0．1％Tween　20，　PBS）で洗浄（r．t．，10　min，4times）

後，ECL（Amersham　Pharmacia　Biotech，　Sweden）を用いた化学発光法により，バン

ドを検出した。

3－2－7．　Pull－down　Assa

　GST－1－4　O．5μ9とPP　IM　3　D　p　9をbinding－buffer（20　mM　Hepes・pH　7・5・　O・　15　M　NaCl・

0．1mM　MnC12，60　mM　2－ME，10％glycerol）中で，4℃で指定時間インキュベーショ

ンした。GSH－Sepharoseを加え4℃で30分間インキュベーションした後，　Wizard－

miniprep　column（Promega，　USA）にアプライし・Vac－Man’M　laboratory　vacuum　manifold

（Promega，　USA）で吸引ろ過した。続いてすぐに，　washing－buffer（20　mM　Hepes・pH

7．5，1．O　M　NaCl，10％glycerol，0．1％Triton　X－100）で3回洗浄した・カラムに100℃に

熱したSDSサンプルバッファーを加え，電子レンジで90秒加熱し，遠心（15000　rpm，

4℃，1min）によってサンプルを回収した。再度，　SDSバッファーを加え，サンプ

ル回収の操作を繰り返した［63，64］。

　サンプルは10％SDS－PAGE分離後，ニトロセルロース膜にプロットした。　GST－1－4

に結合したタンパクは，anti．PP　ICδ抗体［65】を用いたWestern　blottingにより検出し

た。

3－3．結果

3－3．1．Inhibitor．4　GST冒Aタンパクの発　と’　‘

　1－4の生化学的性状を調べるために，1－4をpGEX－3X発現ベクターに組み込み，　GST

融合タンパク質GST－1－4として大腸菌で発現させ，　GSH－Sepharoseカラムを用いて

精製した。SDS－PAGEの結果から算出されたGST－1－4の分子量49　kDaは，計算値

とほぼ一致した。精製されたrecombinant　GST－1・4タンパクは，　SDS－PAGEにより

高純度であることが確認された（Figure　9）。

　また，GST＿1－4から，　GSTタンパクをFactor　Xaにより除去，熱処理後精製した14

も高い純度で精製されていた（Figure　9）。
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3－3－2．　且宝亨舌性
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　発現させたGST－1－4の種々のプロテインホスファターゼに対する阻害活性の有無

を調べるために，3種類のSer／Thrプロテインホスファターゼ（PP1，　PP2A，　PP5）に

ついてphosphorylase　aを基質として用い，その脱リン酸化活性を解析した。　GSTを

negative　control，　GST－1－2をpositive　controlとして用いた。

　Figure　10に示すように，　GST－1－4はPP1のみを特異的に阻害し，　PP2AとPP5を

全く阻害しなかった。GST－1－4のPP　1に対するIC5。は0．2　nMであり，GST－1－2（IC5。＝2．O

nM）よりも10倍程度強い阻害活性を有することが明らかとなった。

　また，1－1や1－2などのPP　1阻害タンパク質の1つの特徴である熱耐性についての

検討を行った。GST－1－4タンパクのGST領域は熱変性を起こすので，これをあらか

じめプロテアーゼ処理により除去し，その後1－4のみを精製した。1－4は，15分の

熱処理後も，PP　1に対してIC5。＝O．3　nMと熱処理前同様の阻害活性を示し，1－4もま

た熱耐性タンパク質であることが明らかとなった（Figure　lOA，　B）。

Figure　9．大腸菌に発現させ，精製した各タンパクの精製結果

　各々2pgのタンパクをSDS－PAGE（12％acrylamide　gel）分離した。1－4は，　GST－1－4

からGSTを除去精製した後，15分間煮沸したものをサンプルとした。
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3－3－3PP・1　C・isoformsに対する、性

PP　1の触媒サブユニットには，α，γ1，翼，δの4つのPPlC　isofomの存在が知ら

れている。これらは，主としてN末とC末領域のアミノ酸配列が互いに異なって

いる。ここでは，これらPPlc　isofo㎜に対する1－4の特異性について検討した。各

種PPICは，大腸菌により発現精製したrecombinant　PP　ICisoformを使用した。

　大腸菌で発現したrecombinant　PPICは，動物組織から精製した天然PPICよりも

活性が低いことが知られている［13］。これは，PPICのホールディングの違いや活

性中心に存在する2価金属イオンの違いが原因と考えられている。また，各種PP　1

阻害剤に対する感受性が，ウサギ骨格筋から精製したPPICよりも若干低いことが

知られていた。

　活性測定の結果，精製PPICに比べて若干感受性が低くなっているものの，1－4は

各種PPIC　isoformを一様に阻害した（Figure　l　1）。1－4の阻害活性おけるPPIC　isoform

に対する特異性は見られないことから，1－4はPPIC　isoform間でその構造が保存さ

れた部分に作用していると推測される。

45



3－3－4　PPIMに対するInhibitor・・4の効

　100

　　80
寂

診60・．〉一．一

白

己40
a
　　20

　　0

一　　a

一一?一一　yl

－t一　2

一一g一一　6

O　O．1　1　10　100　1000
　　　　　　　［1－4］　（nM）

　PP1ポロ酵素に対する1．4の阻害活性を調べるために，　PPICδとM－subunitからな

るホロ酵素PPIMを用いて，1－4の阻害活性について検討した。　PPIMは，ミオシン

軽鎖ホスファターゼとして機能するので，その活性測定にはミオシン軽鎖（MLC）

を基質として使用した。

　MLCを基質とした場合でも，PPICに対して1－4と1－2は，各々IC5。＝O．2　nM，　IC5。＝1．O

nMの阻害活性を示したが，両者ともポロ酵素PPIMに対しては極めて弱い阻害活

性しか示されなかった（Figure　12）。ところがPPIMと阻害タンパク質とを4℃で最

大12時間までプレインキュベーションすると，1－4はPPIMに対し次第に強い阻害

活性（IC5。＝2　nM）を示すようになった・これに対し，1－2は非常に弱い活性（IC5。＝200

nM）しか示さなかった。

　プレインキュベーション中に1－4のPPIへの結合形態が変化する可能性を考え，

pull－down法により1－4とPP　IMとの結合についての解析を行った（Figure　13）・イ

ンキュベーション時間にかかわらず，1．4に結合したM－subunit（M110）は検出でき

なかったが，1・4に対するPPICδの結合は経時的に増加していた。従って時間依存

的にPPICδA．4のヘテロニ量体が生ずることが確認された。

：Figure　11．各種PPIC　isoformに対するGST－1・4による阻害効果

　4種類のrecombinant　PPIC　isoformの活性は，10　pM　［32P］phosphorylase　aを基質とし

て用いて測定した。
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Figure　13．　Pull・down法によるPPIMとGST－14間の相互作用の解析

　GST一一1・・4とPPIMを混合後，4℃でインキュベーションした。　Pull－downにより回収

したサンプルを10％SDS－PAGEで分離し，　anti－PPICδ抗体を用いたWestem　blotting

により，結合タンパク質を検出した。
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3－5．考察

　1－4は，PP1を特異的に阻害し，　human　I－2の約10倍の阻害定数を示し，既知の1－2

関連遺伝子のなかで最も強力な阻害活性を示した。1－4固有のアミノ酸配列が，その

阻害活性の増強に関わっていると考えられる。1－4にも認められた熱耐性は，2－3－2

での構造予測結果より推測されたように14が特別な高次構造を持たないためである

と推察される。

1－4は，4つのPPlc　isofo㎜をそれぞれ同様に阻害することから，1－4のPPlc阻害

に関与する部位（結合部位や阻害部位）はPPlC　isofo㎜間に共通した領域，すなわ

ち，アイソフォーム間でほぼ100％保持されているPPICの中央（N末端とC末端の

一部を除いた部分）であると考えられる。

　1．4は，長時間インキュベーションすることによってPPIMに対しても比較的強い

阻害活性を示し，1－4とPPICとの結合量も経時的に増加した。この現象は，以下の

ように説明される。1－4は，PPIM（PPICIM－subunit）を効率よく阻害することはでき

ないが，プレインキュベーションにより1－4はPPIMと置き換わり，　PPICII－4の二量

体を形成することにより，PPIC活性を阻害する（Figure　14）。この考えが正しいと

すると，1．4とM－subunitはPPIC上で結合部位を共有するか，または，互いが作用

し得るほど近傍でPPICに結合することが考えられる。1－4には，　M－subunitのPPIC

結合モチーフKVKFは存在しないので，1－4には未知のPPIC結合モチーフが存在す

ると推定され，それがPPICとの結合を可能にし，　M－subunitと拮抗することを可能

としていると思われる。一方，PPIMを効果的に阻害できない1－2は，　M－subunitと

容易に置換できるほどにはPPICに対する親和性が強くないと考えられる。従って，

1－2にはなく，1．4に認められる結合モチーフが1－4の強力な阻害活性の要因となって

いることが考えられた。

　一方，1－4へのM－subunitの結合は検出限界以下であったため，　PP　I　Cδ／M－subunit／1－

4のヘテロ三量体の存在の可能性も否定できない。従って，プレインキュベーション

依存的にヘテロ三量体が形成される可能性については，今後検討する必要がある。

PPIC

　KVKF

KVKF

PPIC
　？．
　　　　14

Figure　14．　PPIMと1・4間に予想される相互作用
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3－6．まとめ

・1・4は，PP1を特異的に強力に阻害し（IC5。＝0．2　nM），熱耐性タンパク質であった・

・1－4は，4種類のPPICisoformを各々同程度に阻害した。

・14は，PPIMのMLCボスファターゼ活性をインキュベーション時間依存的に阻

　害し，この時のPPICA－4複合体の形成もインキュベーション時間依存的に増加し

　ていた。

第4章 Inhibitor－4によるPP1阻害の分子機構

4－1．目的

　前章で，1－4は1－2よりもPP1阻害活性およびPPI結合活性の両方が強いことが示

された。その機構を明らかにすることを目的として，1－4のmutantタンパク質を用い

た検討を行った。

4－2．材料と方法

4－2－1．GST－1－4　deletion　mutant発　と精「

GST－1－4　deletion　mutantのGST融合タンパクの発現ベクターの構築は，3－2－1にま

とめて示した。

GST融合タンパクの精製は，3－2－2に従い行った。

　目的のGST融合タンパク質各々1μgを12％SDS－PAGEで分離後，ニトロセルロ

ースメンブラン（HybondTM－ECL，　Amersham　Pharmacia　Biotech，　Sweden）にプロット

した。転写したメンブランは，blocking－buffer（5％skim　milk，10・mM　Tris・一HCI，　pH　7．4，

150mM　NaC1，0．1％Tween　20）で，室温1時間ブロッキングした後，　TBST（10　mM

Tris－HCI，　pH　7．4，150　mM　NaCl，0．1％Tween　20）で洗浄し，　PPIC溶液（0．1μ　g／mL

recombinant　PP　1　Cγ1，05　mM　MnC12　in　TBST）と4℃，4時間インキュベートした。そ

の後，TBSTで3回洗浄し，　anti－PPICγ1抗体と4℃，一晩反応させ，再びTBSTで
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3回洗浄した。次いで，2次抗体であるペルオキシダーゼ（HRP）標識　anti－rabbit抗

体と室温で15分間反応させた後，TBSTで4回洗浄した。バンドの検出は，　ECL

化学発光法によって行った［66，67］。

　同一メンブランでGST融合タンパク質の定量をするために，メンブランから

PP　I　Cγ1とその抗体の複合体を除去した。除去は，　stripping－buffer（62．5・mM・Tris－HCL，

pH　6．7，2％SDS，0．07％2－ME）で2回洗浄（50℃，30　min）することにより行った。

その後は，再びブロッキングし，1次抗体としてanti－GST抗体，2次抗体にanti－rabbit

HRP抗体を用いて，バンドを検出した。

　recombinant　PP　1　Cγ1は，　Calbiochem（USA）より購入した。

4－2－3．PP1の活性測定

PP　1のホスファターゼ活性測定は，3－2－4と同様の方法で行った。
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4．3．結果

4－3－1　deletion　mutantの構

　1－4と1－2の生化学的特徴を比較すると，第3章の結果より，1－4は1－2に比べ非常

に強い阻害活性とPPICへの強い親和性を有することが示された。1－4の持つ強い阻

害活性に関わる部位とPP　I　Cと結合する部位とを明らかにするために，　Figure　15A

に示す種々のdeletion　mutantを作製した。

　既知の1－2相同性分子と1－4の間には，N末とC末部分に保存された領域が存在

する。一方，rat　I－2βにおいては，　N端とC端領域が欠損し，さらにその阻害活性

（IC50＝1000　nM）も他のアイソフォーム（rat　I－2α1，　rat　I－2α2）に比べ著しく弱いこ

とが，Osawaらによって報告されている［50］。

　そこで，これら1－4と相同性を有するタンパクに保存されている領域の機能を検

討するために，1－4相同性分子とrat　I－2　isofo㎜の構造を参考にして，　N末端のみ，

N末端領域のdeletion，　C末端領域のdeletion（△C1．2．3），両方のdeletion（△N／C，，，）お

よびC末端のみ（C1，2，3）の一連のdeletion　mutantをGST融合タンパクとして設計し

た。

　このdeletion　mutantタンパクは，大腸菌に発現させた後精製し，　SDS－PAGEを用

いて，分子量を確認し，いつれもほぼ95％以上の純度を持つことが明らかとなった

（Figure　15B）．
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Figure　15．　GST－14　deletion　mutantの構成

　A，rat　I－2と作成したGST－1－4　deletion　mutantの構造を示した。　rat　I・2における欠損

領域は，白抜きで示した。B，各々0．5μ9のタンパクをSDS－PAGE（12％acrylamide　ge1）

により分離した。
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4－3－2．PPICに対する、士ム活性

　種々のGST－1－4　deletion　mutantを用いて，1・4のPPICに対する結合活性について

検討した（Figure　16）。

　Far・Westem法により，　GST。1－4に結合したPPICγ1をanti－PP　1　Cγ1抗体を用いて定

量した。この条件ではGST自身にはPPICの結合が全く見られなかったので，検出

されたPPICはすべて目的タンパク質との結合により生じるものである（Figure

16A）。アプライしたサンプル量は，同一メンブランをanti－GST抗体で定量するこ

とでそのアプライがほぼ一定であることも確認した（Figure　16C）。従って，結合量

は，定量的な評価に耐え得るものと判断された。

　このFar－Westernから得られたデータを，1D　Image　Analysis　Software（EASTMAN

KODAK，　USA）を用いて定量化した結果をTable　VIIに示した。

　1－4　deletion　mutantのPP　I　C対する結合の強さは，以下のようにまとめられる。

1－4　＝　11－202　〉　AC，，，．，　〉　1－18　〉　19－202　＞＞　zM）sJIC，．，　〉　C，．，．，

　Figure　16A，　Bから，　wild－typeの1－4と1－2は強い結合を示した。14・deletion・mutant

において，1－18，△NIC12（19－131，19－142）およびC1．z3（124－202，132－202，143－202）の各々

に結合を確認することができ（Figure　16A，　B），1－4は少なくとも3つの結合サイト

（順にSite－1，　Site－2，　Site・3とする）を持っていることが明らかとなった。　Site－1

である1－18は，短いアミノ酸配列にもかかわらずwild－typeの約25％と比較的強い

結合を示した（Table　VII）。　Site－2［△NIC，．、（19－131，19－142）］も弱いながら結合を示

した。C1，2，3（124－202，132－202，143－202）に存在するSite－3の結合は，　Figure　16Aでは
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検出できなかったが，ECL発光の露光時間を延長することによって，その結合を検

出することができた（Figure　16B）。この3つの結合サイトのうちで最も強い結合活

性を示したSite－1の領域をdeletionした19－202では，　wild－typeに比べ結合能の大幅

な減少が見られたのに対して，ll－202のmutantではwild－typeと同程度の結合量を

示すことから，Site－1（1－18）の領域のなかでも特に11－18の領域が強い結合活性を

有していることが明らかとなった（Figure　16A）。

　また，Site一・　1とSite－2を含む△C1．2．3（1－123，1－131，1－142）のPP　IC結合量は，　Site－1，

Site－2とSite・3を有するwild－typeの結合量には及ばないことから，　Site－3はその結

合力は小さいものの，wild－type　I－4の非常に強い結合には必要であることが示され

た。
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Table・VII．　PP1に対する1・4の結合強度

　Far－Westernで検出されたバンドの強度を，　GST－1－4（1－202）wtを基準にパーセント

で表した。

GST－1－4　deletion　mutur・i．ts　lntensity　（90）

。・1

4－3－3．Inhibitor．4　deletion　mutantの狙奎：活’

1－202　（wt）

1－18

1－123

1－131

1－142

11－202

19－202

19－131

19－142

124－202

132－202

143－202

GST－1－2　（wt）

　PPICに対するdeletion・mutantの阻害活性について検討した（Figure　l　7，　Table　VIII）。

　N末端10残基のdeletionは，1．4の阻害活性に，ほとんど影響を及ばさなかった

が，18残基まで除去された19－202のPPICに対する阻害活性は，　wild－typeのおよ

そ1／150まで低下した。これは，Figure　16でみられた結合能の大幅な減少とよく相

関している。また，△C1．2．3や△NICI，，では阻害活性は認められなかったが，　Site－3を

含むClユ，　mutantのうち124－202および132－202は，弱いながらも阻害活性を示した。
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Table・VIII．　GST－1・4・deletion・mutantのPPICに対する阻害活性

　100

A　80
己

．診60
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e
E　40
a
　　20

　　　0

19－131

1　9－1　42

1　24－202

1　32－202

1　43－202

1－2

GST

GST－1－4　deletion　mutants

一　1－202（wt）

一“一　1－18

“d狽秩f一　1－123

一一黶@1－131

一　1－142

一一?一　11－202

一　19－202

　　　　　O　O．1　1　10　100　1000
　　　　　　［1－4　deletion　mutant　peptides］　（nM）

：Figure　17．　GST－1・4およびそのdeletion・mutantのPPICに対する阻害活性

　ホスファターゼ活性は，基質として10μM［32P］phosphorylase　oを用いて測定した・

IC，，　（nM）

1－202　（wt）

1－18
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GST一一一1－2　（wt）
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4－3－4．　Competition　Asst4a

　4－3－2と4－3－3の結果から，1－4のdeletion・mutantには，結合能は有するが阻害活性

を示さない種々のmutant（1－18，△Cl，2，3，△N／Cl，2，　C1．2．3）が存在することが明らかとな

った。これらは，wild－typeの1－4に対して，　dominant　negativeに作用する可能性が

ある。この可能性について実験を行った。

　wild－typeの14（0．5　nM）と1－2（10　nM）によって・あらかじめ約80％程度まで

活性を阻害したPP　1に対して，上記のmutantをcompetitorとして様々な濃度で加え，

wild－typeのPP　I阻害活性を抑えるかどうかについて検討を行った（Figure　18）。

　△CL，が抑制されていたPP1活性を回復させ，　wild－typeの1・4と1－2に対して拮抗

的に作用できることが明らかとなった。最も強い結合サイト11－18が存在するmutant

（1－18）や△N／C1，C！．2には，拮抗作用は認められなかった。従って，△C12のみが，1－

4と1－2の阻害に対してdo血nant　negativeに働くことが明らかとなった。注目すべ

きことは，1。4に対するcompetition　assay（A）と1－2に対するcompetition　assay（B）

を比べると，ほぼ同量のcompetitorで阻害が回復していることである。阻害剤とし

て1－2は14の20倍過剰に添加していることを考えると，このcompetitor（△C1．2）

は，1－2に対してより強力に拮抗することが示された。
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4－4．考察

　第5章で得られた結果をTable　IXに示した。

　PP　I結合タンパクは，それらに共通して保持されているモチーフ（R／K）（V／1）XFま

たは（RIK）X（VII）Fを介して結合していると考えられているが，1・4と1－2にはこのモ

チーフは存在しない。今回の実験結果から，1－4には，11－18にある最も強い結合モ

チーフ（Site－1）と，そのほかに少なくとも2つの結合モチーフ（Site－2，　Site－3）が存

在することが明らかとなった（Figure　19）。　Site一　1を含む11－18のアミノ酸配列は1－2

において完全に保存されており，PP　1の同じ部位に1－2と1－4は結合していると思わ

れる。拮抗阻害などの検討からも示唆されるような1－4の1－2よりも強いPP　1への親

和性は，むしろ，Site。1以外に存在する複数の結合モチーフ（Site・2，　Site－3）に起因

していると考えられる。

IKGILKNK

Site－2

Table　lX．1・4　deletion　mutantの解析結果

　Bindingは，　wild－type　I－4のPPICとの結合量を100％として表示した。　n．d．は，　not

determinedの略。

GST－1－4　mutants

1 she“t”：’

11
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202

18

1－202　（wt）
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Figure　19．1・4に存在する結合部位予想図

　Site－1は，11－18に相当する。　Site－2とSite－3は，各々19－123と132－202の間にあ

ると思われる結合部位を表す。
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　最近，Connorらは分裂酵母のPPIC　homologであるGLC7とそのmutant（E53んE55A

またはK165AIK166AIK167A）を用いて解析を行った［68］。　GLC7　mutantは，そのホ

スファターゼ活性はwild－typeと同程度であるが，1－2の阻害活性を大幅に減少させる

ことを見出し，これら5つのアミノ酸（E53，　E55，　K165，　K166，　K167）が，1－2と

PPICとの相互作用に関わっていることを報告した。立体構造上これら5つのアミノ

酸残基は，互いに近傍に存在し，PPIC上で1－2結合領域（1－2　domain）を形成してい

ると考えられる。この1－2domainは（RIK）（VII）XFが結合するPP1上の領域（RVXF

pocket）に隣接することも明らかとなった。さらに，1－2のSite－1に相当する部位を

変異（K11E／113G）させると，　wild－typeのGLC7に対する阻害活性もGLC7　mutantを

用いた場合と同じ結果になることから，このN端のIiiKGIi4が1－2　domainに結合する

ことが示唆されている。

　このIKGIは，1．2相同性分子に広く保存されるモチーフで，1－4においても，強い

結合活性を示す11。18中に存在していた。1－4（1－123）と1・4（1－131）が1－2に対して

拮抗的に作用することを考えると，1・4のIKGIモチーフもPP　ICの1－2　domainに結合

すると考えられる。

　1－4において，Site－3が存在するC末領域の欠損によりその阻害活性が完全に消失

すること，およびSite－3を含むC末領域のみ（Cl．2，3）で弱いながらも阻害活性を持

つことから，Site－3が活性部位付近に結合することが考えられた。また，この結合は

Site－1とSite－2のものに比べると弱いものであった。

　最近，1－2がPP　1を阻害するためには，　PP　1のC末端にあるβ12一β13100pとの相互

作用も重要であることが報告された［69］。構造的に互いに類似するPP　1とPP2Aの

C末端部分を入れ替えることによって，PPICのβ12一β13100Pを変異させると，　PPl

とPP2A共通の阻害物質であるmicrocystin－LR等の阻害活性には全く影響を与えずに，

1－2による阻害を

　受けなくなることが明らかとなった。このことから，1－2がPPICを阻害するには

β12一β13100Pとの相互作用が必須であり，1－2（1－134）がwild・typeの1・2と同等の阻

害活性を示すのは，この1－134の領域のみで，1－2domainとβ12一β13100Pへの作用が

可能であるためと考えられる。1・4がPPICのβ12。β13100Pに作用を及ぼし，それが14

の阻害活性に関わっているかどうかは現在のところわからないが，1－4（1－131）がPP1

に対して阻害活性を持たないことは，この領域がβ12一β13100pに作用していないこと

を示し，1－4が1－2と異なる阻害形式をとっていることを示唆するものである。

　以上の考察をふまえ，1－4のPPICに対する阻害機構のモデルを示した（Figure　20）。

1－2と同様に，Site－1はPP1上のE53，　E55，　K165，　K166，　K167で形成されている1。

2domainに結合し，この結合はSite・2によって，さらに安定化されることで強固な

PPICII・4複合体が形成される。一方，　Site－3はPPICの活性部位またはβ12一β13100p

付近に親和性を持ち，結果として14全体で活性部位を遮蔽するような阻害形式をと

っていると考えられる。おそらく，1－4のC末領域がPP1阻害に関与している点が，

1－2の場合とは大きく異っていると思われる。
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4－5．まとめ

・1－4には，少なくとも3つのPPIC結合サイトSite－1（11－18），　Site－2，　Site－3が存

　在した。

・最も強い結合サイトは，アミノ酸残基11－18に存在した。

・Site－2は，　Site－1と共にPPICとの安定した結合に機能することが明らかとなった。

・Site－3は，　PP1阻害に必須であることが明らかとなった。

・△C1，2は，　wild－typeの1－2と1－4の阻害に対して，拮抗的に働くことが示された。

　　

@　
@　

Ω
0
2
0
り
“
O
凶
F
邑

・〃ノ4・　　ガ
Rlabe’“t－撃撃y，　＊1・．f（t’i”

　　，コ　．．、．．y

重層〆

ω
一
一
ω
①
》
慣
O
《

　　　嘱　　　　　　差
　鴛　　　　　　　　　　・
　’　♂溢

　　　ノ　　ノ

　㍉鍵

　　雛㌦
諺．

　　ノ　げ　，瀞嬬ソ

，繊
　髭

70 71



第5章 Inhibitor－4の発現と細胞内局在

5．1．目的

　14の生理機能を解析するために，組織分布と細胞内局在について検討した。

5－2．材料と方法

　使用した細胞株は，10％fetal　calf　serum（FCS；INTERGEN，　USA）を含むDMEM

（SIGMA。Aldrich，　USA）もしくはRPMI1640（GIBCO　BRL，　USA）に0・04　mg／mL

硫酸ストレプトマイシン（明治製菓，東京）と100unitim：LペニシリンGカリウム

（明治製菓，東京）を加えた培地で，37℃，5％CO、存在下で培養した。付着細胞

の場合は，0．1％trypsin／EDTAを用いて回収し，継代した・

　NCCIT（human　germ　tumor　cell　line）［70］は，坂本裕美博士（国立がんセンター研

究所，東京）より，恵与された。

　　　　　　ユ　　　　　5－2－2．　RNA葺ロ

　total　RNAは，　AGPC法に従い調製した［71］。

　培養回収した細胞ペレット2．0×107につきSoLD（4　M　guanidine　thiocyanate・25　mM

sodium　citric　acid，0．5％sarcosyl，0．1M2－ME）500μL加え，2M酢酸ナトリウム・水

飽和フェノール，CIA（chloroform＝iso－amylalcohol＝49：1）をSol．Dの各々1110，1，

115量添加した。良く概搾しon－iceで15分間放置後，遠心分離した（15000　rpm，20　min，

4℃）。得られた上清を慎重に単離し，等量のイソプロパノールを加えた後，一20℃

で1時間放置した。遠心（15000rpm，20　min，4℃）で得られたペレットを，再度Sol．D

300μしに溶かし，等量のイソプロパノールを加え一20℃で1時間放置後，遠心（15000

rpm，10・min，4℃）した。得られたペレットは，75％エタノールで洗浄，乾燥させた

後に，適量のDEPC処理滅菌水（DEPC－H20）に溶解した。吸光度から濃度を測定

し，これをtotal　RNAサンプルとした。サンプルの純度の確認は，電気泳動分離に

より行った。

5－2－3．　RT－PCR

　逆転写（RT）によるfirst　strand　cDNA合成には，　SuperScriptTM　RNase’Reverse

Transcriptase（GIBCO　BRL，　USA）を使用した。

　total　RNA　5μgにoligo（dT）プライマー500　ngを加え（全量12μL），70℃で10分

間インキュベーションした後，on－iceで急冷した。この混合溶液に，　RTase以外の

添付試薬を加え，42℃で2分間インキュベーションした後に，RTase　1　pL（200　unit）

を添加し（全量20pL）42℃で50分間反応させた。熱処理（70℃，15　min）により

反応を停止させ，first　strand　cDNAサンプルとした。また，逆転写酵素の代わりに

水を添加したサンプルをコントロール（without　RT）として作成した。

　PCRは，　RT産物（first　strand　cDNA）及びwithout　RT産物0．5μLをテンプレート

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　むとし，5’AACAAAAGCTCGTCGGGTTC3’と5’AGAGGAGCTTCCTCTGATTC3’のク

ライマーセットを用いてPCR（reaction　mixture　25　pL；94℃，1min；50℃，1min；72℃，2

min；25　cycle）を行った。
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5－2－4．　Southern一．bl／Q11！！：！ottin

　前述したRT－PCR産物10μLを1．2％アガロースゲルで電気泳動した後，ゲルを

変性溶液（0．2MNaOH，0．6　M　NaCl）にて変性（20　min，2times）させ・次いで中和

溶液（0．2MTris－HCI，　pH　7．5，0．6　M　NaCl）で30分，2回振盈することで中和した・

最後に，10xSSC（166．5　mM　NaC1，166．5　mM　sodium　citrate，　pH　7・0）で20分間振晒

することによって，ゲルを平衡化させた後，ニトロセルロース膜（BA　85，　Schleicher

＆Schue11，　Germany）にプロットし，　UVクロスリンカー（Stratagene，　USA）による

UV照射で固定化した。

　作製したニトロセルロース膜をhybridization－buffer（50％fomamide・1×Denhardt’s

solution，　50　mM　NaHPO，，　pH　6．5，　190　glycine，　5　×SSC，　O．1　mg／mL　boiled　salmon　sperm

DNA）を用いて42℃，2時間prehybridizationした・

　プローブには，1．4全長の約600bpを用いた。　Mega　Prime　DNA　Labeling　Kit

　（Amersham　Pharmacia　Biotech，　Sweden）を用いて，［α一32P］一CTP（Amersham　Pharmacia

Biotech，　Sweden）により標識した。

　5分間煮沸，on－iceで急冷したプローブを，適量のhybridization－bufferに加え，

prehybridization済みのニトロセルロース膜と42℃で一晩インキュベーションした。

　次いでニトロセルロース膜は，1次洗浄（2×SSC，0．1％SDS，　r．t．，5min）を2回繰

り返し，2次洗浄（O．5　×　SSC，　O．1％　SDS，50℃，15　min），3次洗浄（0．2×SSC，0．1％SDS，

50℃，15min），4次洗浄（0．1×SSC，0．1％SDS，50℃，15　min）の順で処理した。

　検出は，ニトロセルロース膜をラップで包みBAS　IIISイメージングプレート（富

士フイルム，東京）に感光させ，BAS　lOOO（富士フイルム，東京）により，解析し

た。さらに，autoradiographyはX。rayフィルム（Eastman　Kodac，　USA）を使用して一80℃

下で行った。

5－2－5，趣旨発用ベクターの構

　2－1で作成したGST＿1－4プラスミドをEcoRIで消化し，アガロース電気泳動によ

り回収，精製したEcoRIサイトを持つ1－4・DNA断片を，発現ベクターpFLAG－CMV－2

Expression　Vector（SIGMA－Aldrich，　USA）に組み込んだ。作成したベクターの塩基

配列は，sequencerにより確認した。

5－2－6．　Transfection

　培養細胞へのtransient　transf㏄tionは，　FuGENETM　6　Transfection　Reagent（Roche

Diagnotics，　Switzerland）を用いて，この添付プロトコールに従い行った。

5－2－7。免染色

　オートクレーブ滅菌済みのカバーグラスをシャーレ（33mm）に入れ，　VITROGEN

100（COLLAGEN，　USA）で37℃，一晩インキュベートすることによって，コーテ

ィングした。カバーグラスをPBSで3回洗浄した。このカバーグラスを入れたシャ

ーレに4．0×104のHela細胞を加え，　DMEM。10％FCS培地で24時間培養した後，3

種類のpFLAG－1－4プラスミドを各々トランスフェクションした。36時間後，最終

濃度10％のホルマリンによって細胞を固定化した（r．t．，10　min）。　PBSで3回洗浄後，

カバーグラスを新しいシャーレに移し，0．25％Triron　X－100を添加，室温で10分間

インキュベートした。PBSで3回洗浄後，3％BSA／PBSでブロッキングした（37℃，120

min）。カバーグラスを新しいシャーレに移し，1次抗体溶液（0．1　p　g／mL　anti－FLAG
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antibody　M2，3％BSA　in　PBS）を添加し，4℃で一晩インキュベートした・PBSで3

回洗浄後，2次抗体溶液（2．5　pglmL　anti－mouse　FITC　antibody，3％BSA　in　PBS）と37℃

遮光条件下20分間インキュベートした。PBSで3回洗浄後，　PI（SIGMA－Aldrich，

USA）のPBS溶液で室温3分間インキュベートし，核を染色した。その後，4℃遮

光条件下，PBSで充分に洗浄した。カバーグラスは，90％glycero11PBSを流し込み

スライドグラスにマニキュアで封入した後に，蛍光顕微鏡を使用してその発光を観

察した。

　mouse　anti・一FLAG　antibody　M2はEastman　Kodak（USA），　donkey　anti－mouse　FITC

antibodyはJackson　lmmuno　Research（USA）よ囎入した。

5－3．結果

5－3－1．Inhibitor－4　mRNAの発

1・4mR：NAの発現は，はじめHuman　Multiple　Tissue　Membrane（CLONTECH，　USA）

を用いてNorthem　blot法により解析したが，その発現は検出感度以下であった。そ

こで，数種類のヒト由来の培養細胞からRNAを抽出し，　RT－PCR産物を用いた

Southern・blot法により，1－4　mRNAの検出を試みた（Figure　21）。

　1－4cDNAの全長600　bpに相当するバンドが，　Hela細胞で強く見られた。また，

非常に弱いシグナルではあるがHepG2やY79，　T98G，　NCCITにも認められた・し

かし，K562，　Jurkat，　HL－60にはまったく発現は見られなかった。
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Figure　21．　RT・PCR　Southern　blottingによる1・4mRNAの検出

　DNase　I処理を施し精製した各培養細胞のtotal　RNAを使用した。逆転写酵素を加

えたもの（上段）と逆転写酵素を加えなかったもの（下段）をテンプレートにPCR

を行い，Southern　blottingにより検出した。
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5－3－2　1nhlbitor・4の細包での・在

　1－4の細胞内局在を調べるために，Hela細胞にpFLAG。tagを付加した1－4を一過性

に強制発現し，anti－pFLAG抗体を用いた免疫染色法により，その局在を蛍光顕微鏡

で観察した。核の染色には，PIを使用した（Figure　22）。

　wild－typeであるpFLAG－1－4（1－202）は，核付近もしくは核膜に局在していると考

えられる。1－4mutantであるpFLAG－1－4（1－131）とpFLAG－1－4（19－202）は，両者と

も細胞質に存在し，核内での存在は認められなかった。

　1－4の細胞内局在は，その全長からPPIC結合モチーフと推定される部位をdeletion

（19－202），またはC末をdeletionする（1－131）と，核膜から細胞質に移ることが明

らかとなった。

pFLAG－1－4
　（1　一202）wt

pFLAG－1－4

　　（1－131）

pFLAG－1－4
　　（1　9－202）

Merged FITC Pl

Figuue　22．　pFLAG・tagged　l・4の細胞内局在

　pFLAG－tagged　I－4を一過性トランスフェクションしたHela細胞を，36時間後に固

定化，免疫染色法により，発色させた。1次抗体にmouse　anti－FLAG抗体，2次抗体

にanti－mouse・FITC抗体を用いた。核は，　PIで染色した。
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5－3．考察

　1－4mRNAの発現量は，　RT－PCRによってのみ確認される程度であり，それほど高

いものではないと考えられる。ヒト正常組織のRNAを用いてのRT－PCRはまだ行っ

ていないが，cell　lineのRNAを用いて調べた限りにおいて，一部の細胞にmRNAの

発現が見られた。1－4の発現が子宮頚癌，肝細胞癌，神経芽細胞腫，奇形腫由来のcell

lineに認められたことから，1－4がガン細胞に特異的に発現する遺伝子であることも

考えられる。または，cell　line化することに伴い14が発現するようになった可能性

も考えられる。将来的には，正常組織のRNAを含め，より広範な組織における発現

を調べる必要があると思われる。

　1－4の細胞内局在も1－2とは異なり，核膜または核近傍に存在し，deletionすること

でその局在を失うことは，14の生理機能を研究する上で，重要なキーポイントにな

ると期待される。興味深いことに最近，A－Kinase　Anchoring　Protein（AKAP）の1つ

であるAKAP149がPP1と結合すること，およびその細胞内局在が核膜付近に限局し

ていることが明らかとなった［72］。AKAP　I49は，　PP1結合モチーフ有し，このモチ

ーフを介してPP1と結合することによって，　PPICを核ラミナ付近に凝集させること

が報告されている。AKAP　1491PP　1と1・4の細胞内における局在が一一致することから・

1－4がAKAP149／PP1ポロ酵素と結合し，制御する可能性がある。以前から，　PP1が

核膜のアセンブリーに関与するデータが示されてきたが，この制御に14が関与する

する可能性があり，この点を明らかにしていきたいと考えている。
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5－4．まとめ

・1－4mRNAの発現は，子宮頚癌，肝細胞癌，神経芽細胞腫，奇形腫由来の細胞株

　に見られた。

・細胞内の局在において，1。4は核膜付近に限局していることが明らかとなった。

・1－4のPP1結合サイトやC末端領域をdeletionさせると，その細胞内局在は細胞質

　へ移動した。
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第6章 総括と展望

　本論文では，ESTデータベースより見出した新規PP　I阻害タンパク質1－4の分子

特性を明らかにすることを目的として，human　I－4のクローニング・生化学的性状解

析・遺伝子発現についての検討を行い，そのPPIに対する阻害機構や生理機能につ

いての考察を行った。

　human　I・4は202のアミノ酸残基からなり，アミノ酸レベルでPPI阻害タンパク質

1－2に対し約43．7％の相同性を持っていた。1－4はPPIを特異的に阻害し，その阻害活

性（IC5。＝O．2・nM）は，1－2の約10倍強かった・PP1触媒サブユニットのisoform（α・γ1・

γ2，δ）を同等に阻害し，PPICの特定アイソフォームに対する特異性の違いは認めら

れなかった。また，PP1のポロ酵素の1つであるPPIM（PPICとM－subunitの複合

体）に対しても，1．4はPPIMとプレインキュベーションすることにより，　PPIMの

活性を強く阻害することができた。このとき，GST一一1－4に結合しているPPICの量が

プレインキュベーションの時間依存的に増加していたことから，1－4がM－subunitと

拮抗的にPPICと結合することによって，　PPIMの阻害をすることが示された。

　1－4deletion　mutantを用いた実験によって，　PPICに対する1－4の結合サイトは，少

なくとも3カ所，Site－1（11－18），　Site・2，　Site－3に存在した。各種deletion　mutantを

用いた実験により，1－4によるPP　1の阻害は，　Site一・1とSite－2によるPPICII－4の安定

した複合体形成に加え，Site－3による活性部位への直接的な作用によって可能になる

と考えられた。

　1－4mRNAの発現は，　Hela細胞等のガン由来の細胞株において認められた。以前，

okadaic　acidを用いた研究などからホスファターゼ（主に，　PP　1とPP2A）が，がん抑
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制遺伝子として働く可能性が示唆された。このことを考えると，ホスファターゼ阻

害剤は，がん遺伝子様に働くことが予想され，さらに多くのヒト組織やガン細胞に

ついて，この発現を検討する必要があると考える。

　1－4の細胞内局在について，FLAG－tagを付けたwild－type　I・4が，核膜に局在するこ

とが明らかとなった。一方，2つのdeletion　mutant（1－131，19・202）では，その局在

を失ったことから，deletionさせたPPIC結合サイトとPPICとの結合が，1－4の核膜

への局在に関与することが考えられた。

　本研究で行った以上の解析によって，14の生化学的性状，阻害機構を明らかにす

ることができ，さらに1－4の遺伝子発現は，その生理機能を考える上で非常に興味深

い情報を得ることができた。1－4の生理機能については，今後さらなる検討が必要で

あり，その解析結果によってはPP1の新しい機能を見出せるかもしれない。

　1－4の阻害機構をより詳細に明らかにするためには，PP　I　CII－4複合体の3次元構造

解析が最も有効であると考えられる。現在，構造解析は，主にX線解析法とNMR

解析法によって行われている。X線解析はサンプルの結晶化の難しさ，　NMR解析は

分子量25000程度までの分子に対してしか適応できないなど，各々難解な問題を抱

えている。しかし，PP・1・CII4は強固な複合体であると考えられ，結晶化も可能であ

ると思われる。また，NMR解析技術は最近目覚ましい進歩を遂げており，　PPICII－4

の分子量まで解析可能になるのも時間の問題と思われる。将来的に，PPICII－4複合

体の構造解析がなされれば，これまで推定でしがなかった1－2の阻害機構についても，

多大な情報を与えるものであると考えられる。
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　1－4は，GSK－3およびCKIIによるリン酸化サイトが存在する。外からの刺激によ

り，これらのリン酸化を介してPP1活性を調節していると考えられることから，こ

れら可逆的リン酸化についての検討をする必要があると思われる。

　1－2は，S期でmRNAとタンパクレベルの両方で上昇することやPPICのシャペロ

ンであることが提唱されているが，その詳細は分かっていない。1－4deletion　mutant

（1－123や1－131）は，1－2と拮抗することができるdominant　negative　fo㎜であること

から，これを細胞に強制発現することで，これまで1－2の関与が考えられていた細胞

周期やPPICのシャペロン等の機能にどのような効果を及ぼすのか興味深い。この

dominant　negative　fomが，1－2や14自身の機能解析の新しい手段として使用できる

と考えている。

　PP　1の阻害物質にはmicrocystin－LR［73］やtautomycin［74］など数種類のものが知ら

れているが，それらはすべてPP　1と同時にPP2Aをも阻害する。そのために，これ

らの化合物添加によって引き起こされるアポトーシスや発がん誘導が，PP1の阻害

に起因しているのか，それともPP2Aを含む他のボスファターゼによるのかを判断

することは，これまで不可能とされてきた。一方，PP1特異的阻害タンパク質を用

いた研究では，1－1がリン酸化されることによって阻害活性を発揮するために，細胞

内に強制発現させてもPP　Iを完全に阻害することが困難であった。一方，1－2はPP1

ホロ酵素に対する阻害作用が弱いこと等の問題があった。今回の実験から，1－4を細

胞内に強制発現させることで，PP1触媒サブユニットおよびPP1ホロ酵素を効率よ

く阻害することができると考えられ，その結果現れるフェノタイプを解析すること

によって，PP　1の細胞内機能の一端を明らかにできると思われる・

　生体内ではPPICは単独では存在せず，制御サブユニットによって局在，基質特異

性を規定され，通常ポロ酵素として存在する。しかし，一般にPP　1の阻害タンパク

は，PPIポロ酵素に対して阻害活性が弱いとされており，その生理的意義に対する

疑問があった。しかし，この謎の一部が明らかになってきたように思われる。例え

ば，最近発見されたCPI－17は，　PPICに対してより，むしろミオシン軽鎖ホスファ

ターゼ（PPIM，　PP　ICとM．subunitからなるホロ酵素）を特異的に阻害することが明

らかにされ，また最近，1－2がグリコーゲン結合型PP1（PPIG）にPPICを介して結

合し，3量体を形成していることが報告された。今回，我々は，1－4が特異的に核膜

に局在することを見出したが，この局在は，核膜形成に働くPP　1ホロ酵素のものと

同じであり，1－4がある種のターゲットタンパクにより，PPICとともに核膜を局在

を決定されていることが示唆された。最近の報告によると，そのターゲットタンパ

クがAKAP　149である可能性がある。現在これらのタンパク質が，結合しているかど

うかについて検討を加えており，今後，一連の実験により，1・4がPP1を介して核膜

のアセンブリーの調節をする可能性について検証したい。
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