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要旨

Phosphatidylinositol (PI) (3,4,5)P3 (PIP3) は 、膜 中 に存 在す るPI(4,5)P2(PIP2)が リン

酸 化 され て 生 じるセカ ン ドメ ッセ ンジ ャーで 、近 年 、多 くの生命 現 象 に関与 して いる こと

が 明 らか に され て いる。 この リン酸化 反応 を触媒 す るI型PI 3-kinaseは 、p85/p55フ ァ

ミ リー タ ンパ ク質 を形成 す る制御 サ ブユニ ッ トと、p110フ ァミ リータ ンパ ク質 を形成す る

触 媒 サ ブユ ニ ッ トが結 合 した ヘ テ ロ二 量体 で ある。 一般 に、PI 3-kinaseは 、 チ ロシ ンキナ

ー ゼ を内蔵 した受 容体 が 自己 リン酸化 した もの 、あ る いは この受 容体 キナ ーゼ によっ てチ

ロシ ン リン酸 化 され た基 質 を、 制御 サ ブユ ニ ッ トのSH2ド メイ ンが認識 して結 合 し、一過

的 に触 媒サ ブユ ニ ッ トが 活性 化 、生理活性 を発現す る もの と考 え られ てき た。しか し最 近、

PI 3-kinaseの 持続 的な 活性 化が 報告 され 、 このよ うな活 性化 が必 要な 生理作 用 の例 も明 ら

か にな って きた 。 した が って、PI 3-kinaseの 持 続 的活性 化 の新 しい機構 の発 見が 切望 され

て い る。

我 々は 、 ラ ッ ト甲状腺 由来正常 細胞FRTL-5を 甲状腺 刺激 ホル モ ン(TSH)とIGF-Iで

処 理 す る と細 胞 増 殖 が相 乗 的 に促 進 され るが 、 これ はTSH長 時 間処 理 によ っ て起 こる

cAMP経 路 の長期 活性化 が 、IGF-I依 存 的 なDNA合 成 を増 強す るた めで ある ことを見 出 し

た。 この相 乗作 用 発現機 構 を解 析す る過 程で 、(1)TSH処 理 によ って起 こるcAMP経 路 の長

時 間刺 激 に応 答 して125kDaの 細 胞 内 タ ンパ ク質、p125が チ ロ シン リン酸 化 され 、 これ が

PI 3-kinase p85制 御 サ ブユ ニ ッ ト(p85)と 結合 、持 続 的 にPI3-kinasep 110触 媒サ ブユ

ニ ッ トの活 性化 を引き起 こす 、(2)PI 3-kinaseの 持続 的活 性化 は、IGF-I受 容体 基質 のひ と

つp66 Shcの 合 成 を誘導 、IGF-Iシ グナル を増強す る と同時 に、G1 cyclinの 翻 訳活性 を上

昇 させG1 cyclin合 成量 が増 加す る、(3)他 の機構 と相 ま ってG1 cyclin-dependent kinase

の活 性化 が起 こ り、G1期 か らS期 へ の進行 が可能 とな る 、 ことな どを明 らか に して きた 。

したが って 、p125は 、cAMP経 路の長 期活 性化 によ って お こるIGF-I依 存性DNA合 成 の

増 強 に必 要 なPI 3-kinaseの 長 期活 性化 を可 能 にす る 、 これ まで に報 告 のな いタイ プのPI

3-kinase結 合 タ ンパ ク質 で あ る と推定 され たが 、そ の本体 は不明 で あった。
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そ こで 本研究 で は、 まずp125を 同定 、発現 を調 べた 。p125が 新 規 シグナル分 子 で あっ

たた め、p125に よ るPI 3-kinaseの 活 性化機 構 、p125の 細 胞 内局在 制御 機構 を解 析 、最後

にcAMP刺 激 とIGF-1刺 激 によって 誘導 され るFRTL-5細 胞 の相乗 的増殖 にお け るp125

の役割 につ いて検 討 した 。

1. PI 3-kinase p85制 御 サ ブユニ ッ トと結 合す る新規 シ グナル 分子p125の 同定

当研 究 室 の福 嶋 は、dibutyryl cAMP (Bt2 cAMP)で24時 間処 理 したFRTL5細 胞 か ら調

製 した 抽 出液 よ り抗 ホ スホ チ ロ シ ン抗体 を用 いた免 疫 沈 降 でp125を 部 分 精 製 、 これ を

MALDI-TOF/MSで 解 析 し、p125がKIAA1914、GENBANK Accession No. XM_217643

で ある可能 性 を示 した。そ こで私 は、 同様 に処 理 したFRTL5細 胞 の抽 出液 を抗p85抗 体

で免疫 沈 降 しp125を 共 免疫沈 降 させ た。SDS-PAGE後 の 銀染 色 によ り検 出 され たp125

のバ ン ドを定法 どお りMALDI-TOF/MSに 供 し、Peptide Mass Fingerprinting (PMF)法

で解 析 した と ころ、KIAA1914由 来 の シグナル を得 る ことに成功 した 。そ こで、p125のC

末端 部分 の予想 され る ア ミノ酸 配列20残 基 のペ プチ ドに対す る ポ リク ロー ナル 抗体 を作 製

した 。TSHを は じめ と したcAMPを 生 成す る 薬剤 でFRTL-5細 胞 を24時 間処 理後 、 この

抗体 を用 いて免 疫沈 降 を行 った と ころ、チ ロ シン リン酸 化p125お よび これ と結 合す るp85

の沈 降 に成功 し、 この沈 降物 中 にPI 3-kinase活 性 も確認 され た。 他 の結 果 も併せ 、p125

はKIAA1914で あ る と結論 した 。

予 想 され るア ミノ酸配列 か ら、p125は 、N末 端 領域 にチ ロシ ン リン酸化 され る とp85と

結 合 す るYXXMモ チ ー フを1箇 所 、中央部 分 に2つ のPHド メイ ン と4つ の チ ロ シン リン

酸化 可能 部位、C末 端領 域 にcoiled-coilド メイ ンを有 す る新規 シグナ ル分子 と考 え られた 。

ラッ トp125の 遺伝 子 を クローニ ング し塩 基配列 を解 析 した と ころ、既 にデ ー タが存在 す る

マ ウス ・ヒ トp125と 比較 して 、塩基 ・ア ミノ酸配列 レベル で90%以 上の 相同性 を示 した 。

BLASTPに よ りデー タベー ス検 索 を行 う と、 脊椎動 物で のみp125と 相 同性 を有す る 分子

の存在 が確 認 された 。 また 系統 樹解 析 によ り、p125は 、既 に報告 の あるActin Filament

Associated Protein-110とAccession No. AI173486と 合 わせ て フ ァ ミリー を形 成 して い る

可能性 が 明 らか とな った。

次に、生後3ヶ 月のオス成体 ラッ トの各臓器 におけるp125発 現をRT-PCR法 によ り調

べた ところ、甲状腺の他に精巣、心臓、脾臓、腎臓、小腸、肺 といった広範な組織でmRNA

の発現が確認され、 この結果よ り、p125は 様々な臓器 で普遍的に機能 しているシグナル分
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子 と考えられた。

2. p125に よ るPI 3-kinase活 性化機 構 とp125の 細 胞内 局在 制御機 構 の解析

FRTL5細 胞 をBt2cAMPで 長時 間処 理す る際 にsrcフ ァミ リーキナ ーゼ 阻害 剤で あ る

PP1、PP2を 添加 す る と、p125の チ ロシ ン リン酸化 、p125とp85の 結 合量 が減 少 した 。

また、293T細 胞 にp125と 恒常 的活 性型srcを 共発現 させ る と、は じめてp125の チ ロシ ン

リン酸 化 、p125と 結合 したp85お よ びPI 3-kinase活 性 が確 認 された 。 これ らの結果 は、

p125を チ ロ シ ン リン酸化 す るチ ロシ ンキナ ーゼ がsrcフ ァ ミ リーキ ナーゼ で ある こ とを示

唆 して い る。

次にp125の 様々な機能 ドメインを欠失させた変異体を作製 し、これ らを293T細 胞 に恒

常的活性型srcと ともに発現 させ、p125とp85と の結合を調べた。p125に は複数のチ ロ

シンリン酸化可能部位が存在するが、N末 端側のYXXMモ チーフを含む領域を欠失させる

と、p85と の結合が観察 されな くなった。

続 いて、 内在 性p125の 細胞 内局在 を、FRTL-5細 胞 を用 いた抗p125抗 体 によ る免疫 染

色 によ り調べた 。 その結 果 、p125は 細 胞質 でF-actinと よ く共局 在す る こ とを発 見 した。

また 、FRTL-5細 胞 をBt2cAMP処 理 す る際 にactin重 合 阻害剤 で あるlatrunculin Bを 添

加す る と、p125は 細 胞 質 に一様 に存 在す るよ うにな り、 この際 、p125チ ロ シ ンリン酸化 、

p125と 結合 す るp85量 も減少 した 。そ こで、293T細 胞 にp125の 種 々の領 域 が欠 失 した

変 異体 を発現 させ て局 在 を解析 した 結果 、C末 端 側 のcoiled-coilド メイ ンを含 む領域 が 、

F-actinと の共 局在 に必 要 であ る こ とが明 らか とな った 。

以 上の 結果 よ り、p125は 、C末 端側 の領域 を用 いてF-actin付 近 に局在 し、srcフ ァミ

リー キナ ーゼ でN末 端 側 のYXXMモ チ ー フ をチ ロシ ン リン酸化 され る こ とによ りp85と

結 合 、PI 3-kinaseの 活性 化 を 引き起 こす と結 論 した。

3. cAMP -刺激 とIGF-I刺 激 によ って言導 され る相乗的DNA合 にお けるp125の 役割 の

解析

FRTL5細 胞 をTSHあ る いはBt2cAMPで 種 々 の時 間処 理 し、p125の 動態 を解 析 した。

そ の結果 、p125 mRNA量 お よび タ ンパ ク量 は、cAMP処 理8時 間以 降、処 理時 間 に応 じ

て 増加す る ことが 明 らか とな った。また、p125の チ ロシ ン リン酸化 、p125と 結合 したp85

量 は、TSHお よびBt2cAMPの 処理 濃度 ・時間 に依存 して 増加 した 。
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続 いて、 ラッ トp125 cDNA塩 基 配列 の情報 か らsiRNAを 設 計、FRTL-5細 胞 に この

siRNAを 導 入 してp125の 発現 を抑制 した。 この細 胞 をBt2cAMP24時 間前処 理 し、そ の

後IGF-Iで 処 理 した と ころ、p125発 現 抑制 が、cAMP前 処理 によ り誘 導 され るAktの リ ン

酸化 、p66 Shcの 増加 、IGF-I依 存性DNA合 成 の増 強 を顕著 に抑 制 した。

最 後 に、FRTL-5細 胞 にp125遺 伝子 を導 入 、IGF-Iで 処理 し、DNA合 成 を測 定 した 。

そ の結 果、p125を 強発現 した細胞 をIGF-Iで 処理 した 際 に、対 照細 胞 をIGF-I処 理 した場

合 に比 較 して 、有 意 にDNA合 成 が亢進 す る こ とを見 出 した。

これ らの結 果 は、cAMP経 路 を長時 間刺 激す る こ とによ ってp125の 遺 伝 子発現 が誘 導 、

タ ンパ ク質が 増加 す る とチ ロシン リ ン酸 化 され、p85が 結 合 、 これ と結 合 す るPI 3-kinase

が活 性化 され る、 このp125を 介 したPI 3-kinaseの 持 続 的な活性 化 が、cAMP経 路 の長期

活性 化 によ って起 こるIGF-I依 存性DNA合 成の 増強 に重 要な役割 を果た して いる こ とを直

接 的 に示 して いる。

本研 究 によ り、PI 3-kinaseの 持 続 的活性 化 の新 しい機構 を発 見す る こと に成功 した。

p125は 広 範な 臓器 で発現 が 認め られ た ことを併せ る と、種 々の 臓器 でPI3-kinaseの 活性

化 を介 した 様 々な 生理活 性 の 発現 に関 与 して い る もの と推 定 され る 。今後 、 この観 点 か ら

PI 3-kinaseの 持 続的活 性化 の 生理的意 義 が明 らか にな る もの と期待 して いる。
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序章

Phosphatidylinositolの リ ン酸 化 とPI 3-kinase

Phosphatidylinositol 3-kinase (PI 3-kinase)は リン脂 質phosphatidyl inositol (PI)の

イ ノシ トール環 の3位 を リン酸化 す る酵 素で あ る。PIは 細胞 膜の構 成成 分だ が、 リン酸化

を受 けて様 々な タ ンパ ク質 と結合 し、シグナル を伝達 す る(Di Paolo and De Camilli, 2006;

Gassama-Diagne etal., 2006)。PIP3はPDK(phosphatidylinositol-dependent kinase)1

やAktのPHド メイ ン と結 合す る。 これ によ りPDK1は 活性 化 し、Aktの473番 目のセ リ

ン残 基 を リン酸化 、活 性化 させ る ことが明 らか にな って い る。 さ らにAktの 活 性化 は 下流

のmTOR(mammalian target of rapamycin)やp70 S6 kinaseの 活 性化 を介 して様 々 なタ

ンパ ク質 の合成 を促 進す る(Woodgett, 2005)。 リン酸 化 されて い るPIは リン脂 質の 中で

も数%で あ り、イ ノシ トール環 の3,4,5位 の どの リン酸化 も特 異 的 リン酸化 酵 素 によ って制

御 され て いる。PI、PI(4)P、PI(4,5)P2の3位 を リン酸 化 す る酵素 はPI 3-kianseと 総称 さ

れ て いる。

PI 3-kinaseフ ァ ミ リー

PI 3-kinaseフ ァミ リーは 基質特 異性 や タ ンパ ク質構 造 、活 性化 因子 によって3種 の サ ブ

ク ラス に分 け られ る。基 質特 異性 につ いて は、II型 がPI(4)Pを 、III型 がPIを リン酸化 す

る の に対 し、I型 のみ がPI(4,5)P2(PIP2)を 基 質 と して3位 を リン酸 化 し、PI(3,4,5)P3

(PIP3)を 生 成す る(Engelman et al., 2006)。

I型PI 3-kinaseは 、タ ンパ ク質構 造 か らさ らにIA型 とIB型 に分 け られ る。IA型 は、

制御 サ ブユ ニ ッ トがp85α 、p85β 、p55α 、p55β 、p50γ の4種 のp85フ ァミ リー と触 媒

サ ブユ ニ ッ トp110α とp110β のp110フ ァミ リー がヘ テ ロ二 量体 を形成 す る(Inukai et

al., 1997; Yu et al., 1998)。IB型 のp110γ にはp85結 合 ドメイ ンが存 在せ ず、p101制 御

サ ブユニ ッ トとヘテ ロ二 量体 を形 成す る。II型 は単量体 で存在 し、III型 はp150と ヘテ ロ二

量体 を形 成 して い る。

活 性 の調 節機 構 も、サ ブ ク ラス によ って 異な って い る。IA型 はp85フ ァミ リーが 有す

るN末 端側 のSH2ド メイ ンが、 チ ロ シン リン酸化 されたYXXMモ チ ー フと結合 して活 性
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化す る(Rordorf-Nikolic et al., 1995)の に対 してIB型 はp101制 御サ ブユニ ッ トと三 量体

Gタ ンパ ク質の β γサ ブユ ニ ッ トが結 合 して活性 化す る(Bousquet et al., 2006; Sotsios

and Ward, 2000)。 またI型 とII型 の触 媒 サ ブユニ ッ トにはRasと 結 合す る ドメイ ンが存

在 し、結 合 によ り活 性化 を受 ける ことも知 られ て い る(Funaki et al., 2000)。

I型PI 3-kinaseを 活 性 化 させ る分 子

YXXMモ チーフを介 してIA型PI 3-kinaseのp85制 御サブユニッ ト(以 下p85と 略す)

と結合す る分子は大き く2種 類に分けることができる。一つは、チ ロシンキナーゼ内蔵型

受容体であり、もう1つ はアダプタータンパ ク質である。

チ ロシンキナーゼ内蔵型受容体 は リガ ンドと結合する ことで 自己 リン酸化を起 こし、 リ

ン酸化チロシン残基に対 してSH2ド メイ ンを有するタンパク質が結合す る。この際YXXM

モチー フがチ ロシンリン酸化されるとp85が 結合する。例えば epidermal growth factor

receptor (EGFR) (Marcoux and Vuori, 2003; Shah et al., 2006) , platelet-derived growth

factor receptor (PDGFR) (Wu et al., 2003; Zhang et al., 2003) , nerve growth factor

(NGF) receptor (Atwal et al., 2000; Soltoff et al., 1992) といった増殖因子に対するチ ロシ

ンキナーゼ内蔵型受容体が これ に該当す る。

一 方
、YXXMモ チ ー フ を持 つ ア ダ プ タ ー タ ンパ ク 質 は 、 受 容 体 とp85の 両 方 に 結 合 す る

こ とが で き る 。Grb2-associated binder-1 (Gab1)はEGFR (Yu et al., 2002)やPDGFR

(Demoulin et al., 2004)な ど 様 々 な チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 内 蔵 型 受 容 体 とgrowth factor

receptor-binding protein 2 (Grb2)を 介 して 結 合 し、YXXMモ チ ー フが リ ン酸 化 を 受 け て

p85と 結 合 す る 。 ま たCasitas B-lineage lymphoma (Cb1)は サ イ トカ イ ンな ど の 刺 激 を受

け て リ ン酸 化 され 、p85と 結 合 す る(Lottin-Divoux et al., 2006; Lupher et al., 1998)。 更

にinsulin receptor substrate (IRS)は 、insulin-like growth factor I(IGF-I) receptorや

insulin receptorが リ ガ ン ドと結 合 す る と 自身 が チ ロ シ ン リ ン酸 化 され て 、これ と結 合 す る 。

4種 のIRSフ ァ ミ リー 分 子 の う ち 、IRS1とIRS2はYXXMモ チ ー フ を有 して お り、IGF-I

receptor、insulin receptorに よ っ て チ ロ シ ン リ ン酸 化 され る とp85と 結 合 す る(Luo et al.,

2005)。

こ れ ら既 知 のp85と 結 合 す る 受 容 体 あ る い は ア ダ プ タ ー タ ンパ ク 質 に よ るPI 3-kinase

の 活 性 化 は 、 い ず れ も刺 激 に応 答 して 短 時 間 に起 こ る 。 これ よ り長 時 間 の 刺 激 に応 答 した

PI3-kinaseの 活 性 化 も報 告 され て い る が 、 この よ うなPI 3-kinase活 性 化 の 機 構 は未 だ 全

く明 らかにな って いない (Dessauer and Nguyen, 2005; Fuse et al., 2004; Nedachi et al.,

2000)。
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ト ロ ピ ッ ク ホ ル モ ン に よ る イ ン ス リ ン様 成 長 因 子 の 生 理 活 性 の 増 強

一 般 にIGF -Iは 単独 での 生理活 性 が弱 く、 内分泌細 胞で は トロピ ックホル モ ンと協働 し

て 相 乗 的 な 効 果 を あ らわ す 。 例 え ば 卵 巣 顆 粒 膜細 胞 で はfollicle-stimulating hormone

(FSH)がIGFI-Iの 細胞 増殖 作 用 を強 める こ とが報 告 され て いる(Ongeri et al., 2005)。 他

にセ ル トリ細 胞 ではFSHがIGF-Iに よ る トランス フェ リン合成 を(Meroni et al., 2004)、

また 甲状 腺 の細胞 で はTSHがIGF-Iの 細 胞増殖 作用 を(Vella et al., 2001)強 め る ことが わ

か って い る。

ラ ッ ト甲状腺 由来正常 細胞FRTL-5はin vivoの 甲状腺 の性 質を よ く保 持 してお り、腫瘍

由 来 の 細 胞 株 に 比 べ てTSHやIGF-Iを 含 む ホ ル モ ン 応 答 解 析 に 優 れ て い る

(Ambesi-Impiombato et al., 1980; Li et al, 1999)。FRTL5細 胞 はTSHやIGF-Iの 単 独

処 理 によ りわ ず かなが ら細 胞増殖 を誘導す る。 しか しTSHとIGF-Iの 両方 で処理 す る と、

相 乗 的なDNA合 成が 引 き起 こ され る(Takahashi et al., 1990)。TSHシ グナル とIGF-I

シグナ ルの 合流機 構 を解 析す る過 程 で、予 めTSHで 長時 間 前処 理 した後 にIGF-Iで 処 理す

る と相 乗的 なDNA合 成 が 誘導 され る ことを見 出 した。TSHは 三 量体Gタ ンパ ク質共 役型

の受 容体TSH receptor (TSHR)に 結 合す る。Gタ ンパ ク質 の αサ ブユ ニ ッ トはadenylate

cyclase (AC)を 活性 化 し、ACに よってATPか ら合成 され たcAMPは 細胞 内セ カ ン ドメ ッ

セ ンジ ャー と して シグナル を伝達 す る(Du Villard et al., 2000)。 そ こでTSHの 代わ りに

cAMPの アナ ログで長 時 間前処 理(以 下cAMP処 理 と略す)し た と ころTSHと 同様相 乗 的

なDNA合 成 が誘 導 され た た め、cAMP経 路 の長 時間活性 化 がIGF-Iシ グナ ル を増強す る と

結論 した(Fig.0-1)。

cAMP処 理 に よ っ て チ ロ シ ン リ ン 酸 化 さ れ る 分 子p125とcAMP依 存 性PI

3-kinaseの 活 性 化

cAMPの 下流 シグナル の解 析 を進 め る過 程 で、Takahashiら はcAMP長 時 間処 理 に応 答

して分 子 質量125kDaの 細 胞 内タ ンパ ク質(以 下p125と 略す)が チ ロシ ン リン酸化 され る

ことを見 出 した(Fig.0-2)(Takahashi et al., 1991)。 チ ロシ ン リン酸化p125の 量 は

cAMPの 処 理濃 度や 処理 時間 に依 存 して増 加 し、チ ロシ ン リン酸化 され たp125は 抗p85

抗体 を用 いた 免疫 沈 降 によ り共 沈 降 され 、PI 3-kinaseと 結 合 して いる こ とが 明 らか とな っ

た(Fig.0-3A)。 またFRTL-5細 胞か ら調 製 した 全タ ンパ ク質抽 出液 のPI 3-kinase活 性 を

測 定 す る と、cAMP長 時間処 理 に応 じて活 性 が増加 した(Fig.0-3B)。TSHRに よって 活

性 化 され るPI 3-kinaseと して、Gタ ンパ ク質の β γサ ブユニ ッ トに結合 す るIB型PI

3-kinaseや 、TSHRのYXXMモ チ ー フ に結 合す るIA型PI 3-kinaseが 報 告 されて い るが、

これ らのPI 3-kinase活 性 化 は いずれ も短 時 間で起 こる(Suh et al., 2003; Wymann et al.,

2003)。 これ らの結 果か らチ ロシ ン リン酸 化p125がp85と 結合 す る ことでPI 3-kianseが
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活性化 す る と考 え られ た 。

一 方、cAMP前 処 理 時 にPI 3-kinase阻 害剤LY294002を 加 え る と、IGF-I依 存 性DNA

合成 のcAMPに よ る増 強が起 こ らな くな る こと も明 らか とな った(Fig.0.3C)。 他 の結 果

も併せ る と、cAMP経 路 はp125を チ ロ シ ン リン酸化 し、p85と 結 合 してPI 3-kinaseを 活

性 化 、 この活性 がIGF-Iシ グナル の増 強 に必 要 であ る とい う作 業仮 説が考 え られ た(根 建

博士論 文,2000;福 嶋 博士 論 文,2005)。

p125を 介 して 活 性 化 さ れ るPI 3-kinaseがIGF-Iシ グ ナ ル に 与 え る 影 響

p125を 介 して 活性化 したPI 3-kinaseがIGF-I依 存 性DNA合 成 を増 強す る機構 を明 ら

か にす る過 程で 、IGF-I受 容体 基 質 の一つ で あるp66 Shcの 転写 が増加 して タ ンパ ク量 が

増 加 、IGF-I刺 激 を受 けた際 にp66 Shcチ ロシ ン リン酸化 量 が亢進 す る ことを見 い出 した 。

また 、G1 cyclinの 一 種cyclin D1の 翻 訳活 性が 増強 され 、IGF-I刺 激 に応 じたcyclin D1転

写 活性 を増 強す る ことや 、CDK阻 害 タ ンパク 質の 一種p27kip1の タ ンパ ク質分解 を促 進 す る

ことが 明 らか とな った 。

FRTL-5細 胞 でcAMPに よ っ てPI 3-kinaseを 活 性 化 す る 分 子 の 探 索

これ まで、我 々 の研 究 グルー プで はp125の 同定 を試み て きた 。 まず分子 質 量が125kDa

付 近 の既 知 のタ ンパ ク質 がp125で あ る可能 性 を検 討 した。FRTL-5細 胞 よ り、JAK2、

p125EAK (focal adhesion kinase)、Cb1、p130CAS (Crk-associated substrate)、c-retを

免疫 沈 降 し、cAMP長 時 間処 理でチ ロシ ン リン酸化 され 、p85と 結 合す るタ ンパ ク質の 可能

性 を調 べたが 、いずれ のタ ンパ ク質 も該 当 しなか った(根 建 博士 論 文,2000)。 更 に同定 の

た め にp85 SH2ド メイ ンを用 いた ア フィニテ ィク ロマ トグラ フィー によ りp125の 精 製 を

行 い、 エ ドマ ン分解 法 によ りN末 端 ア ミ ノ酸 を決 定 しよ う と したが 、同 定 には至 らな か っ

た(川 崎 修士 論 文,2003)。

当研 究 室の福 嶋 は、cAMPで24時 間処 理 したFRTL-5細 胞 か らSDSと 還 元 剤の存 在 下

で細 胞抽 出液 を調 製 した 。そ の後 希 釈 によ って 変性 剤 の濃 度 を低下 させ 、 抗 ホス ホチ ロ シ

ン抗体 を用 いた 免疫沈 降 を行 い、SDS-PAGEに よ りp125付 近の タ ンパ ク質 を得 た 。 これ

をMALDI-TOF/MSで 解 析 し、p125がKLAA1914、Genbank Accession No. XM _217643

であ る可能性 を示 した(福 嶋 博士論 文,2005)。

本 研 究 の 背 景 と 本 論 文 の 構 成

本研 究で は、p85と 共 免疫沈 降す る性 質 を利用 してp125を 同定 し、 この タ ンパ ク質 の生

理 的意 義 を明 らか にす る こ とを 目的 と して研 究 に着 手 した。

第一 章で は、p85と 沈 降 す る画分 よ りp125を 部分精 製 し、MALDI-TOF/MS法 に よ り
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p125を 同定 し、配列情報な どin silico解 析を進めた。 さらに得 られたアミノ酸配列情報を

もとに抗体を作製 し、沈降物中のPI 3-kinase活 性を検 出、p125が 我々が同定を目指 して

いた分子であることを証明 した。またp125の 発現す る組織を調べた。

第二章では、p125を チ ロシンリン酸化す るキナーゼ を検討 し、 このキナーゼによるチロ

シンリン酸化がp125とp85の 結合に必須であることを示 した。またp125の 細胞内局在を

検討 し、p125がF-actinと 共局在すること、そ して この局在がp125を 介 した シグナル伝

達に どのように関係するかを明 らかにした。更にp125の 細胞内局在 に必要な領域を同定 し

た。

第三章では、FRTL5細 胞 を用いてcAMP刺 激に応答 したp125の 発現調節機構 を調べ

た。 さらにp125をsiRNAに よって発現抑制、あるいは高発現 し、下流のPI 3-kinaseシ

グナル伝達に与える影響を明 らかに した。同時にIGF-I依 存性DNA合 成に及ぼす影響を解

析 し、 これ らの結果か らp125の 生理的機能を検討 した。

総合討論では、cAMP長 時間処理がp125を 介 したPI 3-kinase活 性を誘導 し、IGF-Iシ

グナルを相乗的に増強するメカニズムを、既知のPI 3-kinase活 性化 シグナルと比較 しなが

ら討論 した。
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Fig.0-1 TSHあ るいはcAMP前 処理がIGF-I依 存性DNA合 成に及 ぼす影響

静止 期FRTL-5細 胞 を1nM TSHを 含 む培 地 、1mM Bt2cAMPを 含 む 培地 、これ らを含 まな

い培 地 で24時 間培 養(pretreatment)し た。HBSSで5回 洗 浄 除 去 後 、100ng/ml IGF-Iを

含 む 、あるいは 含 まない 培 地 で24時 間 培 養 した(treatment)。IGF-I処 理 の最 終4時 間 の

DNA合 成 を測 定 した 。【**;P<0,01 (v.s. No additives)]
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Fig.0-2 cAMP処 理によってチロシンリン酸化されるタンパク質の検出

静 止 期FRTL-5細 胞 を1mM Bt2cAMPを 含 む培 地 、あ るいは 含 まな い培 地 で24時 間 培

養 した 。HBSSで2回 洗 浄除 去後 、100ng/ml IGF-Iを 含む 、あるい は含 まない培 地 で1

分 間培 養 した細 胞 の 細 胞 抽 出 液 を抗 リン酸 化 チ ロシン4G10抗 体 を用 いて

immunoblottingし た。
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Fig.0.3 cAMP長 時 間 処 理 に よって チ ロシン リン酸 化 され たp125は

PI 3-kinaseを 活 性 化 し、IGF-Iシ グ ナ ル を増 強 す る

静 止 期FRTL-5細 胞 を様 々な時 間1mM Bt2cAMPを 含 む 培 地 で培 養 した後 、抗p85抗 体 を用 いて

免 疫 沈降 した。沈 降 物 に抗 リン酸 化 チロシン4G10抗 体 を用 い 、細 胞 抽 出 液 に抗p85抗 体 を用 いて

immunoblottingを 行な った(A)。 静 止 期FRTL-5細 胞 を様 々な時 間1mM Bt2cAMPを 含 む 培地

で培 養 した後 、抗p85抗 体 を用 いて免 疫 沈 降 し、PI 3-kinase活 性 を測 定 した(B)。 静 止 期FRTL5

細 胞 を1mM Bt2cAMPを 含 む 、あ るいは 含 まない 培 地 で24時 間 培養(1st incubation)し た。この

際 、種 々の 濃 度 のLY294002を 添加 した。HBSSで2回 洗 浄 除 去 後 、100ng/ml IGF-Iを 含 む

(IGF-I)、 あるい は 含 まない培 地(No)で24時 間 培 養 した(2nd incubation)。2nd incubationの 最

終4時 間 のDNA合 成 を測 定 した(C)。(*;P<0.05, **;P<0.01 (v,s. 0μM LY294002))
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