
第1章

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

〈緒言〉

これ まで我 々 は、FRTL5細 胞 を長 時 間cAMP処 理(cAMPを 生 成す るホル モ ン、薬剤、

ある いはcAMPア ナ ログで処 理す る こ とを指 す)し た 際 に、 分子質 量125kDaの タ ンパ ク

質p125が チ ロシ ン リン酸 化 され る こ と、p85と 結合 す る こ とな どを明 らか に して き た。

序章 で も述べ た よ うに、 当研究 室 の福 嶋 によ り、抗 リン酸 化 チ ロシ ン抗体 を用 いてp125

の部分 精 製が試 み られ た。これ までp125は 非 変性 条件 で は リン酸 化チ ロシ ン抗体 によ って

免疫 沈 降 す る ことがで きな か ったが 、そ の理 由 と して他 の タ ンパ ク質 との結 合な どでp125

の リン酸 化 チ ロ シ ン部 分 が覆 われ 、 抗体 が 認識 で きな いた め と考 え られて いた 。そ こで 、

24時 間Bt2cAMP処 理 したFRTL-5細 胞 よ り、SDSを 含 むbufferを 用 いた強 い変性 条件 で

細胞 抽 出液 を調 製 した 。次 に還元 剤dithiothreitolを 加 えて煮 沸後 、N-ethylmaleimideを

反応 させ てチ オール 基 をマ ス ク、分 子内共 有結 合 を防 いだ 。SDSの 濃 度 を希 釈操 作 によ っ

て 抗 原抗体 反応 を 阻害 しな い レベ ル まで 下 げ、 抗 リン酸化 チ ロ シ ン抗体 を用 いて 免疫沈 降

を行 った(Fig.1-introduction A)後 、沈 降 物 をSDS-PAGEに 供 し、銀染 色 を行 っ た と こ

ろ、p125と 推 定 され るバ ン ドの検 出 に成功 した(Fig.1-introduction B)。 このバ ン ドを切

り出 し、 ゲ ル内 で還 元 剤処 理 とチ オ ール 基 の修 飾 を行 った後 に トリプ シ ンで タ ンパ ク質 を

消化 、 ゲル よ り溶 出 した 消化産 物 の ペ プチ ドを質 量 の違 いで分 離 でき るMALDI-TOF/MS

(matrix assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry)に 供 し

た と ころ 、cAMP処 理 を して いな いコ ン トロー ル と比 較 して特 異的 な ピー クが検 出 された

(Fig.1-introduction C)。 特 異 的 ピー クにつ いてpeptide mass fingerprinting (PMF)解 析
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を行 った ところ、p125はKIAA1914(Accession No.XM_217643. 2)で ある ことが示 唆 され

た(福 嶋 博士 論文,2005)。

しか し この分子 は、annotation programに よ って予測 され た遺 伝 子で あ り、イ ン トロ

ンの 配列 がエ ク ソ ンと して含 まれ て いる可 能性 や 、全 体 が偽遺 伝 子 の 可能性 も残 され て お

り、残 念なが ら完 全な 同定 には至 って いな い。

そ こで本 章で は、 まずp125を 異な る手法 で部 分精 製 し、p125の 完全 な 同定 を試み た。

す なわ ち、Bt2cAMP24時 間処理 したFRTL5細 胞 抽 出液 よ り抗p85抗 体 で 免疫沈 降 を行

い、共免疫 沈 降 され るタ ンパ ク質 か らp125をSDS-PAGEで 分 離 、MALDI-TOFIMSに よ

る 同定 を行 った。同定 結果 を も とにp125のDNA配 列 を取 得 し、エ ク ソ ン構造 の解 析 を行

った 。予想 され るア ミ ノ酸配列 か ら ドメイ ン構造 を予測 、系統 樹解 析 か ら相 同分子 を抽 出、

遺 伝 子 フ ァミ リー の推 定 を行 った。そ の後得 られ た ア ミノ酸配列 を もと に抗p125抗 体 を作

製 し、 これ を用 いてp125の 免疫 沈 降 に成功 した。更 に、 この抗体 を用 いてp125とp85と

の結 合 と、p125に 結 合 したPI3-kinase活 性 の検 出 を試 みた。 最後 にp125各 組 織 にお け

る発現 パ ター ン解 析 を行 い、p125が 甲状腺 に限 らず 広範 な組織 で機 能 して い る可能性 を示

した。
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<結 果>

第1節p85と 結 合 す るp125のMALDI-TOF/MS法 を用 いた 同定

p85と 共沈降 して くるp125は チ ロシン リン酸化 されて いると予想 されたが、リン酸化 の

ような電荷 を有する修飾 を受けたペプチ ドはMALDI-TOF/MS法 でのピークの検出が困難

であ り、 また非特異的な ピークの原因となる。そ こで トリプシン消化後 に脱 リン酸化反応

を行った。

Dibutyryl cAMP (Bt2cAMP)を 含む培地、あるいは含 まな い培地で24時 間培養 した

FRTL5細 胞から抗p85抗 体 を用 いた免疫沈降物 を調製 した。また、Bt2cAMPを 含む培地

で24時 間培養 したFRTL-5細 胞か ら非免疫血清(NIS)を 用いた免疫沈降物 を調製 した。

これ らの沈降物をSDS-PAGEに 供 し、銀染色によって沈降 したタンパク質を可視化 した

(Fig.1-1B)。 その結果、Bt2cAMP処 理 した細胞由来の抗p85抗 体免疫沈降物か ら分子質

量125kDaの タンパ ク質が検 出された1方 で、NISを 用いた免疫沈降物やBt2cAMP処 理 し

なか った細胞 由来の免疫沈降物 では125kDaの タ ンパク質は確 認 され なかった。 この

125kDaの 位置のゲル を切 り出した後、ゲル内 トリプシン消化を行った。ゲルか ら回収 した

ペプチ ドを半分に分け、一方のみを脱 リン酸化処理 し、それぞれMALDI-TOFIMSに 供 し

た。

それぞれNISを 用 いた免疫沈降物由来のペプチ ドのピー ク(data not shown)と 比較 し

て、脱 リン酸化 しな いサ ンプルか らは21個 、脱 リン酸化 したサ ンプルか らは13個 の特異

的な ピークが検 出された(Fig.1-C)。 これ らピークのm/z値 をMS-Fitに て検索、PMF解

析 した ところ、脱 リン酸化 しな いサ ンプルか らは6個 、脱 リン酸化 したサ ンプルか らは3

個のm/z値 がKIAA1914と 一致 した。同定 した ピークが帰属するペプチ ドのアミノ酸残基

数に対するKIAA1914の 全アミノ酸残基の数の割合は8.0%で あった。

第2節p125ラ ッ ト遺 伝 子 の 取得 と塩 基 配 列 情 報 の解 析

ラッ トp125 cDNA配 列の決定

KIAA1914はin slilcoに予測 された遺伝子であるため、抗p125抗 体の抗原部位 の決定、

配列の種間比較、ドメイン構造推定、siRNAの 作製のためにラッ トp125のcDNAを 取得、

塩基配列 を決定 した。Bt2cAMPで24時 間処理 したFRTL-5細 胞よ りtotal RNAを 抽出し、

RTPCRを 行 った。6つ の増幅産物をサブクローニ ングし、塩基配列を決定 した。開始 コ ド

ンは含 まないが終始 コ ドンを含むp125cDNAの2523bpを 決定 した。決定 したp125 cDNA

配列 をXM_217643.2のDNA配 列 と比較 したところ、配列の一致 しない部分が存在 し、

XM _217643.2のDNA配 列にはイ ントロンと考 えられる配列が含 まれていることが明らか
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とな った(Fig.1-2)。 また 、増幅産 物 の うち1286-1978bpと1681-2523bpに 由来 した 配

列 には、 他の増 幅産物 と比較 して一 部分 が欠 失 した産 物 が増 幅 され 、splicing variantで あ

る と考 え られた 。

エ クソ ン構 造 の解 析

決 定 した ラッ トp125cDNA配 列 をMega BLASTに て検 索 し、相同性 が 認め られ るp125

遺 伝 子 を含 む ゲ ノム 配 列(Accession No. NW _047569)を デ ー タ ベー ス よ り取 得 した 。

GENETYXに てp125のcDNAと ゲ ノム 配列 の相 同性検 索 を行 い、エ ク ソ ン構造 を決 定 し

た 。決 定 した配列 の範 囲 は開始 コ ドンを含 まな いが 、 ラ ッ トp125は18個 以 上 のエ ク ソ ン

で構成 され る こ とが明 らか とな った。 また 、BLASTNに て示 され たマ ウスp125 cDNAの

エク ソ ン構造 をEnsemblの サ イ トMouse Trans Viewを 参考 に して 決定 した 。Genbankに

登 録 された マ ウスKIAA1914の 複 数のcDNA配 列 を比較す る ことで、3種 のス プ ライ シ ン

グバ リア ン トが存在 す る こ とが 明 らか とな った 。 これ らのmRNAバ リア ン トか らは、3種

類 の アイ ソフ ォー ムが 生合 成 され る と予測 された(Fig.1-3)。

ラ ッ ト125の 種 間比 較 と種 比較

BLASTNに よ る ラッ トp125と マ ウス、ヒ トp125ホ モ ログ とのDNA配 列 の 相 同性 は そ

れぞ れ92%と82%で あ った。そ れぞれ の遺 伝子 座 はTable1-1の 通 りで 、 ラ ッ ト、マ ウス、

ヒ トの 間で配列 が相 同な 染色体 領域 に存在 し、 シ ンテ ニー が保存 され て いた 。

決 定 した ラ ッ トp125cDNA配 列 に基づ いて ア ミ ノ酸配列 を予測 し、BLASTPに て 相 同

性検 索 を行 った と ころ、 ラッ トp125と マ ウス 、 ヒ トp125オ ー ソ ログ との ア ミ ノ酸配 列 の

相 同性 はそ れぞ れ92%と82%で あった。 他 にゼ ブ ラフ ィ ッシュ、 ア フ リカ ツ メガエル 、 ニ

ワ トリ、 イヌ 、 ウシの5種 の脊椎 動物 にp125オ ー ソ ログが 存在 した 。

BLASTPに て 高 い相 同性 の示 され た 分 子 につ い て 系統 樹 を作 成 した(Lennon et al .,

1996)。 ラ ッ ト由来 の分子 の 中で も、p125オ ー ソ ログ と弱 い相 同性 を示 す分 子が2種 類 存

在 した 。1種 類 はActin Filament Associated Protein (AEAfP)-110(Accession No.

NP_543176)で あ り、 もう1種 類 はSimilar to AFAP-110 (Accession No . XP_238021)で

あった(Fig.1-4)。

p125とp125フ ァミ リー の ドメイ ン構 造 の予測

マ ウスp125DNA配 列 を もとに ドメイ ン構造 の予測 を行 った 結 果、 まず2つ のPHド メ

イ ンの存 在が 予測 された 。 またp125に は20個 のチ ロシ ン残基 が あ り、 ラ ッ ト、マ ウ ス、

ヒ トのp125の 間 で保存 され て いた(Fig.1-5)。 この 中でチ ロシ ン リン酸化 され る とp85

のSH2ド メイ ン と結合 す るモチ ー フ と考 え られ て いるYXXM配 列 の条 件 を満た して いる
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チ ロシ ン残基 は72番 目のチ ロシ ン残基 のみ だ った。他 に、141,142,475,477番 目のチ ロ

シ ン残基 はAEAP-110に お いて も保 存 されて お り(Fig.1-6)、AEAP-110の 場 合 はいずれ

もチ ロ シ ンリン酸化 を受 け る ことが報告 され て い る(Guappone et al., 1998)。 中で も142

番 目 と475番 目の チ ロ シ ン残 基 はSH2ド メイ ン と結 合 す る モチ ー フ とい われ て い る

Y-E/D-E/D-Ψ 配列 を満 た して いた 。 他 に、C末 端 側 にAEAP-110と 相 同 性 の 高 い領 域

coiled-coilド メイ ンが存在 した。また、116-122番 目の残 基がProline-rich regionと 予測 さ

れた 。

第3節p125と 結 合 す るPI 3-kinase活 性 の 確 認

抗p125抗 体 の作 製

ラッ トp125ア ミノ酸配列 を も とに抗体 を作 製す る ことに した。免疫 沈 降や 免疫 染色 に適

した抗 体 を作 製 す るた め に は、 タ ンパ ク 質が 立体 構造 を形成 して いる際 に表 面 に露 出 した

部分 のペ プチ ドを抗 原 に選 択す る必 要 が あ る。 まず 、疎 水性 ア ミノ酸 残 基 は タ ンパ ク 質 内

部 に、親水 性 ア ミ ノ酸 残基 が表 面 に位置 す る可能性 が 高 い ことか ら、Kyte-Doolittle法 に よ

っ て親 水性 領 域 を予測 した 。 また ター ン構 造 を とる部分 が表 面 に露 出す る可 能 性が 高 いた

め 、Chou-Fasman法 に よ っ て タ ンパ ク質 の二 次構 造 予 測 を行 っ た 。 これ らの予 測 に は

GENETYXを 用 い、surface probabilityに っ いてはSCANSITEを 参考 に した(data not

shown)。 以上 の結 果か ら、p125のC末 端 部 分 の配列 が最 も良 い候補 と判 断 した。

さ らに ラ ッ トだ けでな くマ ウスや ヒ トのp125と も反 応 す る抗体 を作製す るた めに、この

C末 端 部分 の20残 基NH2-VTGKGTVLQKAKEWEKKG AS-COOHに つ いて種 間配 列 を

比 較 した ところ、 ラ ッ ト、 マ ウス、 ヒ トで全 て一致 した 。 また この配列 は、p125以 外 の分

子 と高 い相 同性 を示 さな か った ので 、p125特 異的 抗体 を作製 で きる と期 待 された 。

作 製 した ウサ ギ ポ リク ローナ ル抗体 が 、Bt2cAMP処 理 に応 答 してチ ロシ ン リン酸化 した

p125を 検 出 しp85を 共沈 降 して くるか 、免疫 沈 降 とimmunoblottingに よって検 討 した。

Bt2cAMPを 含 む 、 ある いは含 まな い培 地 で24時 間培養 したFRTL-5細 胞 か ら細 胞抽 出液

を調製 し、作 製 した 抗体 を用 いて 免疫 沈 降 を行 っ た。 この際、 抗原 ペ プチ ドを抗 血清 と予

め 反応 させ 、細胞 抽 出液 中の タ ンパ ク質 が抗 体 と結 合 す るの を 中和 した もの をネ ガテ ィ ブ

コ ン トロール と した 。免疫沈 降 物 と、免疫 沈 降前 と沈 降後 の細胞抽 出液 をSDS-PAGEに 供

し抗 リン酸化 チ ロシ ン抗 体 あ る いは抗p85抗 体 でimmunoblottingし た。そ の結 果、125kDa

の 位置 にチ ロシ ン リン酸化 され たバ ン ドを特 異 的 に免疫 沈 降す る ことに成 功 した。 また 、

p125免 疫 沈 降物 にp85を 検 出す る ことが で きた。中和 抗体 では125kDaの チ ロシ ン リン酸

化 され たバ ン ドを沈 降す る ことが できず 、 またp85を 共免疫 沈降 す る ことが できな か った

(Fig.1-7A)。

続 いて 、Bt2cAMPを 含 む、 ある いは含 まな い培 地で培 養 したFRTL-5細 胞 か ら細胞 抽 出
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液 を調 製 し、抗p85抗 体 を用 いて免疫 沈 降 した際 に、p125が 共沈 降 され る か検 討 した 。作

製 した 抗体 を用 いたimmunoblottingに よ り、Bt2cAMPで 処理 した時 にの み、共 免疫 沈 降

物 中に125kDaの タ ンパ ク質が検 出 された(Fig.1-7B)。

p125免 疫 沈 降物 に含 まれ るPI 3-kinase活 性 の測 定

次 に、TSHを 含 む培 地、Bt2cAMPを 含 む培地 、 これ らを含 まな い培地 で24時 間 培養 し

たFRTL-5細 胞 か ら細 胞抽 出液 を調製 し、そ れぞれ 抗p125抗 体 を用 いて免疫 沈 降 した 。

Bt2cAMP、TSH処 理 によ ってp125の タ ンパ ク量 とチ ロ シ ン リン酸化 量が 増加 した 。p125

のチ ロシ ン リン酸 化 量 を反 映 して 、p125と 共免疫 沈 降 され るp85の 量 も増加 した(Fig.

1-8A)。

更 に、p125免 疫沈 降物 のPI 3-kinase活 性 を測定 した 。Bt2cAMP、TSH処 理 共 に何 も処

理 しな か った場 合 と比 較 して有 意 にPI 3-kinase活 性 が上 昇 した(Fig.1-8B)。

第4節 p125発 現 組 織 の 解 析

生後3ヶ 月の成体 オ ス ラッ トよ りtotal RNAを 抽 出 し、RT-PCRを 行 ってp125の 発 現組

織 の解 析 を行 った。p125は 甲状 腺 の他 に心臓 、脾臓 、腎 臓 、小腸 、精 巣で 発現 して い た。

更 に、肺 で も弱 く発現 が観察 された(Fig.1-9A)。

また 、本研 究 グル ー プで頻 繁 に用 いて い る各 細胞 株 にお け るp125の 発現 を検 討 した 。

RT-PCRに よ り、3T3-L1脂 肪細 胞で 発現 が確 認 され たが 、。L6筋 管 細 胞 では発 現が 認 め ら

れ な かった(Fig.1-9B)。
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＜考察＞

p125の 同定

本章 にお いて、 まずp85に 結合 したp125をMALDI-TOF/MSに よ って 同定 した 。p125

を同定 す る方 法 と して 、cAMP処 理 によ ってp125が チ ロシ ン リン酸化 され て いる ことを 当

研 究室 の福 嶋 は利 用 した。 すなわ ち抗 リン酸化 チ ロシ ン抗体 を用 いて 免疫沈 降 し、p125の

バ ン ドを抽 出 、MALDI-TOF/MSとPMF法 によ りp125を 同定 した(Fig.1-introduction)。

これ に対 し、本研 究で はcAMP処 理 によ ってp125がp85と 結 合す る ことを利用 し、抗p85

抗 体 を用 いて 免疫 沈降 し、p125を 精 製 した 。そ の後 はMALDI-TOF/MSとPMF法 によ り

p125を 同 定 し、福 嶋 の結果 と同様 にp125がKIAA1914で ある こ とを支持 す る結 果 を得た

(Fig.1-1)。

KIAA1914がp125で あ る こ とを タ ンパ ク質 化 学 的 に検 証 す る た め には 、少 な く とも

cAMP経 路 の長 時間刺 激 に応答 して、1)分 子 質量 が125kDa付 近 の タ ンパ ク質 がチ ロシ ン

リン酸 化 され 、2)そ の チ ロ シン リン酸化p125がp85と 結 合 し、 同時 に3)p125と 結 合す

るPI 3-kinase活 性 が検 出 され る こ とが必 要 であ る。そ こでKIAA1914に 対 す る抗体 を作

製 し、そ の免疫 沈 降物 につ いて解 析 した 。

そ の結 果 、cAMP処 理 したFRTL-5細 胞 の抽 出液よ り、作製 した 抗体 を用 いて免疫 沈 降

された125kDaの タ ンパ ク質 はチ ロ シ ンリン酸化 され 、p85と 共 免疫沈 降 した(Fig.1-7A)。

この際 に抗p85抗 体 を用 いて免疫 沈 降す る と、同様 にcAMP処 理 に応答 してKIAA1914を

検 出す る ことが できた(Fig.1-7B)。 この よ うな共 免疫 沈 降 を反 映 して、p125免 疫 沈 降物

はPI 3-kinase活 性 を有 して いた(Fig.1-8B)。 以上 の結 果か ら、KIAA1914は 我 々が これ

まで に得 て い る情報 に基づ くp125の 条 件 を少 な くと も満 た してお り、p125がKIAA1914

であ る と結論 した 。

Fig.1-8Aに 示 した結 果 か らは、細 胞 内でcAMP濃 度 を上昇 させ るTSH刺 激に よって 、

cAMPア ナ ログ刺激 の場合 と同様 にp125が チ ロ シン リン酸化 され る こと、p125とp85の

結 合 量が 増加 す る ことを示 す ことが で きた 。

p125遺 伝子 構造

ラ ッ トKIAA1914のcDNA配 列 はデ ー タ ベー ス に存在 せ ず 、XM217643.2の 配列 は

annotation programに よ って ゲ ノム 配列 か らエ クソ ン構 造 を予測 した遺 伝子 に過 ぎな い

(Lennon et al.,1996)。 正確 なp125のcDNA配 列情 報 は、特 異 的抗体 の作 製、 タ ンパ ク

質 ドメイ ン構 造 の推定 、siRNAの 設 計のた め に欠かせ な い。そ こでp125に 対 す るRT-PCR

と塩 基配 列 の決定 を行 った 。解 読 したp125 cDNA配 列 とXM _217643.2の 配 列 を比較 して 、
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XM _217643.2の 配列 には数多 くのイ ン トロ ン配列 がエ ク ソ ンと して 登録 され て いる こ とが

明 らか とな った(Fig.1-2)。 これ は、KIAA19114の 予測 方 法 と同 じプ ログ ラム によ って多

くの遺伝 子がGenbankに 予測 登録 され て いるが 、正確 な配 列 はcDNAを 解 析 して 取得 しな

けれ ばな らな い こ とを示 して い る。

ラッ トp125と マ ウスp125の エ ク ソ ン構造 を比 較す ると、15個 のエ ク ソ ン構 造 が完 全 に

一
致 し て い た(data not shown)。 ま た 、 ラ ッ トp125に お い て2ヶ 所 のsplicing variant

が見 出 された が、12番 目のエ ク ソ ンにつ いて は配列 が挿 入 され たmRNAがalternative

splicingで あ る こ と、14番 目の エ ク ソ ンにつ いて は配列 が挿 入 され て いな いmRNAが

alternative splicingで あ る ことが明 らか とな った。

マ ウスp125の エ クソ ン構 造解 析 か らは新た なsplicing variantが 示 され たが 、 開始 コ ド

ンの位 置か ら大 き く2種 類 に分 け る ことが で きる。最 初 のエ ク ソ ンに存 在す る開始 コ ドン

か ら翻 訳 され る全 長型p125を 発現 す る場合 と、 全長p125で 数 えて74番 目の メチ オニ ン

残 基か ら翻訳 され る欠 失型p125を 発現 す る場 合 であ る(Fig.1-3)。p125ド メイ ン構 造 の

予測 結 果 と併せ て 考 える と、後 者 の欠 失型 タ ンパ ク質 は特 に72番 目のYXXMモ チ ー フを

構 成す るチ ロシ ン残基 を欠 いて い る。 従 って 欠 失型p125は 全長 型p125と 競 合 し、PI

3-kinase活 性化 に対 してdominant negative体 に働 く可能 性 が ある。ある いはPI 3-kinase

活性 化 以外 の役割 を2章 で推 定す るAEAP-110の よ うな機 能 を担 って い る可能 性 も考 え ら

れ る。 欠失 型p125の 役 割 を明 らか にす るた め には 、タ ンパ ク質 の強 制発 現 に よ る全 長 型

p125と の競合 阻害 実験 と、 内在性 欠失 型p125の 発見 と解析 を待 たね ばな らな い。

この よ うなp125の 発現 機構 を明 らか にす るた め に、 マ ウス と ヒ トのp125遺 伝 子 の上 流

のDNA配 列 をTFsearchに よって解 析 し、p125の 発現 を誘導 す る エ ンハ ンサ ー領 域 を探

索 した 。cAMP処 理 によ ってp125タ ンパ ク 量が 増加 す る こ とか ら、cAMP responsible

element(CRE)が 重 要な のではな いか と考 えた が、CREを 含 め 、マ ウ ス とヒ トの間で保

存 され たエ ンハ ンサー領 域 は発見 で きなか った 。

D125の 推定 ア ミノ酸配列情報 に基づ いた分子 進化 と ドメイ ン構 造の推定

p125の 配列 相 同性解 析 の過程 で、p125の 種 間保存 性 とfamilyを 形 成 して い ると考 え ら

れ る類似 分子 が発 見 され た(Fig.1-4)。p125は ヒ トな ど哺 乳類 、ニ ワ トリ、 ア フ リカ ツ メ

ガエル 、ゼ ブ ラフ ィッ シュ とい った爬 虫類 以 外 の脊椎 動 物 に存在 した 。そ して 同一 の動 物

種 由来 の配列 でp125と 相 同性 を示す 分子AEAP-110(Flynn et al.,1993)とSimilar to

AEAP-110が 存在 した 。これ らp125に 相 同な 分子 は配列 が 互 いに異 なっ てお り、p125は2

種類 の 分子 とfamilyを 形 成 して いる と考 え られた 。 いずれ も2つ のPHド メイ ンが 保存 さ

れ て いる ことか ら、脊椎 動物 に進化 した後 にp125 familyの 祖先遺 伝 子 を一つ 獲得 し、3種

のp125 family分 子 が分 かれ、そ の後魚 類 と両生 類が分 かれ た と考 え られ る 。しか しYXXM
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モチ ー フを有す るの はp125の みで あ り、PI 3-kinaseを 活性化 す る役割 はp125 familyが

分 岐 した後 に獲 得 した機 能 か も しれ な い。

p125に 予 測 され た構 造 と して 、72番 目のチ ロ シン残基 の他 に、AEAP-110に お いてSrc

によ っ て リン酸 化 され るチ ロ シ ン残 基(Guappone and Flynn,1997;Guappone et al.,

1998)がp125に も保 存 され て いた。 またProline-rich domainと して機 能 しうる配列 が存

在 す るた め、SrcのSH3ド メイ ンと相 互作 用す る 可能 性 も考 え られ る(Fig.1-7,8)。Src

キ ナー ゼ とp125と の 関係 につ いて は次 章で検 討す る。Similar to AFAP-110タ ンパ ク質で

は475,477番 目のチ ロシ ン残基 に相 当す る残基 は保 存 されて いた ため、 これ らのチ ロシ ン

残基 の 役割 は各p125 familyに 共通 の ものか も しれ な い。 しか し141,142番 目に相 当す る

残基 はSH2結 合 モチー フのYYEEAの みが 保存 され 、そ の前後 の配列 は保 存 され て いな い

た め、機 能 して いるか どうか不 明で ある。

この他 にp125のC末 端側 にはAEAP-110と 高 い相 同性 を有す るcoiled-coilド メイ ンが

存 在 す る。AFAP-110で は、 この ドメイ ンはF-actinと の結 合 と、ホモ二 量体化 の 役割が 報

告 され て いる(Qian et al.,1998,2004)。 しか しP125で は、AEAP-110で は二量体 化 に重

要で はな いか と考 え られ る ロイ シ ンジ ッパ ー様 の構造 がp125で は保 存 され て いな いた め、

二量体 化 はお き な い と考 えて い る。F-actinと の結 合 につ いて は次 章 で検 討 す る。

p125の 発現組織分布と各組織での役割

ここまで述べてきたよ うにp125は 甲状腺由来細胞であるFRTL-5で 発見 され、FRTL-5

の細胞抽出液 を用 いて同定 された。 しか しp125が 甲状腺でのみ発現 し、TSHの 刺激を受

けて 甲状腺特有の機能のみ担うのか、それ とも他の組織で、他 の刺激 によって も機能 を発

揮する普遍性のある分子なのかを知るために、RT-PCRに よって様 々な組織でのp125の 発

現 を調べた(Fig.1-9)。p125の 発現は広範な組織で観察 され、いろいろな臓器で多様な役

割 を有 していると考え られた。RT-PCRで 明 らかにした生後3ヶ 月のオスラッ ト以外での

p125の 発現情報 を明 らかにするために、p125の 同一遺伝子 と考え られ る相 同配列 の発現情

報 と、UniGeneに てp125と 同一遺伝子として登録されたESTの 発現情報を、データベー

スよ り取得 してTable 1-2に まとめた。これ まで明 らかでなかった発生段階の組織でもp125

が発現 してお り、発生において もp125が 重要な役割を果た して いる可能性 を示 した。また

脳や後根神経節 といった神経系にお いて もp125が 発現 していた。 これまでp125の 生理作

用 としてDNA合 成の増強が示唆されてきたが、細胞の増殖頻度が低い神経系でp125が 発

現 していることは新たな生理作用の存在を示唆 している。

p125の 機能解析 を行 うためには、FRTL-5細 胞以外のモデル細胞が必要 と考え、本研究

グループで汎用 して いる細胞株でのp125の 発現を検討 した。 このうち、3T3-L1脂 肪細胞

ではTSH処 理によって125kDaの タンパク質がチロシンリン酸化 されることが既報にて示
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されていたが(Bell et al.,2002)、 本研究によ りp125の 発現が確認された ことか ら、既報

のチ ロシンリン酸化 タンパ ク質がp125と 同一である可能性がある。ただ し3T3-L1は

FRTL-5と 同じく遺伝子導入が困難であるため、p125を 外部か ら導入 して解析するために

は適当な細胞ではない。そ こで遺伝子導入の容易な細胞につ いて更 に検討 した。L6筋 管細

胞 の他、immunoblottingに よ り293T腎 線維芽細胞、MCF7乳 腺細胞、CHO卵 巣線維芽

細胞のp125の 発現解析を行ったが、いずれの細胞で も内在性p125は 発現 していなかった

(data not shown)。 したがって、これ らの細胞はp125を 強制発現 して性質を調べ るin vitro

解析 に用いることができると考えた。

本章で得 られた結果をまとめると、長年我々が同定 を試みてきたp125はKIAA1914で あ

る ことを証明 した。p125の 配列情報を解析することでタンパク質の ドメイン構造を予想 し、

またPI 3-kinase活 性化能を持たない欠失型バ リアントの存在 を示唆 した。そ してp125は

様々な組織で発現 してお り、普遍的な役割 を担っている可能性が考え られた。
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Table 1-1 p125遺 伝 子 の 種 間 比 較

Table 1-2 GenBankに 登 録 され たp125の 発 現 組 織 情 報

ラットp125 cDNA配 列 をBLASTNで 検 索 し、高 い相 同 性(expect)を 示 した た め 同 一 遺 伝

子と考えられた配列の発現情報を記した。

rat Unigeneで 同一遺伝子 として登録されていたEST配 列の発現情報を記した。
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Fig.1-introduction抗 リン酸 化 チ ロシン 抗 体 を用 いたp125の 免 疫 沈 降 とPMF法 に よる同 定

FRTL-5細 胞の処理方法からPMF法 に至るp125の 同定の手順(A)に 従って全細胞抽出液(左)、抗リン酸化チロシ

ン抗体を用い免疫沈降したもの(中)、 抗リン酸化チロシン抗体を用い免疫沈降し、銀染色を行った(右)(B)。(B)で

銀染色されたp125、およびBt2cAMP処 理しないサンプルから閥様の泳動度のゲル片を切り出し、脱染色後トリプシ

ン消化 しMALDI-TOFMSの サ ンプルに用 いた。Bt2cAMP処 理 したサ ンプル でのみ 検 出され たピー クを赤い 矢印で示

した。得られ たMSデ ータを用 い 、MSCOT、 およびMS-Fitに よるデータベースサ ーチを行った。
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Fig.1-1 抗p85抗 体 を用 い たp125の 共 免 疫 沈 降 とPMF法 による同 定(続 く)

Fig.1-introductionに て示した方 法とは異 なり、抗p85抗 体を用 いたp125の 同 定の 手順(A)。(A)に

従 って調 製し、銀染 色を行 った 。対照 としてBt2cAMPを 含 む培 地で培養 したFRTL-5細 胞 より調 製した

細胞抽出液を非免疫血清(NIS)を 用いて免疫沈降を行った(B)。
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Fig.1-1抗p85抗 体 を 用 い たp125の 共 免 疫 沈 降 とPMF法 に よ る 同 定(続 き)

(B)で 銀染 色され たp125、 および 対照か ら同様 の泳動 度の ゲル 片を切 り出し、脱 染色 後 トリプシン消化

し抽 出 したペプチドの 半量 を脱 リン酸化 処理 した後処理 しないペプチドと共にMALDI-TOFMSの サ ンプ

ル に用い た。それ ぞれBt2cAMP処 理 したサ ンプルでのみ検 出 されたピークを赤い矢 印で示した(C)。 得

られ たMSデ ー タを用 いMS-Fitに 入 力 、PMF法 解 析 を行った。Met-ox:メ チオニンの 酸化 、pyroGlu:ピ ロ

グ ルタミン酸(D)。

―42―



Fig.1-2決 定 した ラットp125のDNA配 列 とKIAA1914のDNA配 列 との 比 較(続 く)

静止期FRTL-5細 胞を1mM Bt2cAMPを 含む培地で24時 間培養しtotal RNAを 回収した。XM_217643.2

の配列を元にプライマーを設計し、RT-PCRを 行った。増幅産物をサブクローニング、シーケンスして得

られた配列を比較してラットp125 cDNA配 列を決定した。決定したp125の 配列とXM_217643の 配列の

alignmentを 図示した。枠内は相同配列を示す。なおrat p125配 列は開始コドンを含んでいない。
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Fig.1-2 決 定 したラットp125のDNA配 列 とKIAA1914のDNA配 列 との 比 較(続 き)

静 止 期FRTL-5細 胞 を1mM Bt2cAMPを 含 む培 地で24時 間培養 しtotal RNAを 回収 した。XM _217643.2の 配列 を

元にプライマーを設計し、RT-PCRを 行った。増幅産物をサブクローニング、シーケンスして得 られた配列を比較

してラットp125 cDNA配 列 を決 定した。決定 したp125の 配 列 とXM _217643の 配列 のalignmentを 図 示した。枠内

は相 同配 列 を示す 。alternative splicingさ れる配 列を赤字 と赤 下線で示 した。
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Fig.1-3マ ウ スp125エ ク ソン 構 造 図 と予 測 転 写 産 物

上 段 に マウスp125の エクソン構 造を示した。イントロンはエクソンの1/12の 長 さとなっている。

下段 にGenbankに 登 録され た3種 類の マウスp125の 配 列をエクソン構 造 と対応 させて示した 。

―45―



Fig.1-4分 子 系 統 樹 に 基 づ

い たp125フ ァミリー タン パ ク質

の 検 索 と種 間 比 較

ラットp125の 予想されるアミノ酸 配

列をBLASTPに よって相 同性 検 索

を行い 、ラット由来の 分子 でp125と

低い相 同性を有 する分子 との 系統

樹 を作 製した。またラット以外 の種

でp125と 高い相 同性を有する分子

をp125オ ー ソログと考 え、拡 大 して

図示 した 。それ ぞれ種 名 、

Accession No.、ラットp125と の

BLASTPに よる相 同性scoreを 示し

た。
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Fig.1-5マ ウ スp125の 予 測 され た ア ミノ酸 配 列 と ドメイ ン 構 造

DNA配 列か ら予測 され たアミノ酸 配 列をドメイン構 造予測 サイトScansite、Prositeで 検索 し、予測 され

たドメイン、モチー フと、既報 のAFAP-110解 析 結 果か ら明 らか にされたモチーフを併 せて図 示した。
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Fig.1-6 p125フ ァミリー 分 子 の ドメイン構 造

系統 樹解 析 の結 果p125と ファミリーを形成 すると考 えられる分 子の ドメイン構 造を模 式的
に示 した。それ ぞれ 上段 にリン酸 化され うるチロシン残 基の アミノ酸番 号を示 し、下段 に

各 ドメインのアミノ酸番 号を示した。
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Fig.1-7 作 製 した 抗p125抗 体 を 用 い たp125とp85の 共 免 疫 沈 降 の 検 出

静止期FRTL-5細 胞を1mM Bt2cAMPを 含む、あるいは含まない培地で24時 間培養 し、KIAA1914のC末

端アミノ酸配列を抗原として作製したウサギポリクローナル抗体を用いて免疫沈降を行った。この時抗

原ペプチドを予め抗体と反応させて免疫沈降に用いてネガティブコントロールとした。免疫沈降前の細胞

抽出液と沈降後の上清を沈降物と共に抗リン酸化チロシン4G10抗 体、作製した抗p125抗 体、抗p85抗

体でimmunoblottingし た(A)。 または抗p85杭 体を用いて免疫沈降を行い、同様に図示した抗体でそれ

ぞれimmunoblottingし た(B)。
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Fig.1-8抗p125抗 体 を 用 い た 免 疫 沈 降 物 中 のPI 3-kinase活 性 の 検 出

静 止期FRTL-5細 胞 を1mM Bt2cAMPを 含む培 地 、1nM TSHを 含む培 地 、これ らを含まない培地 で24時

間 培養 した。抗p125抗 体 を用 いて免 疫 沈降を行 い、免疫 沈降 物を抗 リン酸 化チロシン4G10抗 体 、抗

p125抗 体 、抗p85抗 体 で そ れ ぞ れimmunoblottingし 、得 られ た バ ン ドを 定 量 した(A)。 ま た こ の 免 疫 沈

降 物を用いてPI 3-kinase assayを 行った。Bt2cAMP処 理した細胞 抽 出液を非免 疫血 清を用 いて免 疫

沈 降 した とき の 値 をbackgroundと し 、無 処 理 時 の 値 を1と したmean±S.E.M(n=3)を 示 した.(*;P<0.02

vs No additives, Student t-test)(B)。
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Fig.1-9 p125発 現 組 織 の 解 析

生 後3ヶ 月の 成体オ スラットより各組織 を採 取 し、total RNAを 抽 出した。p125に 対するプライマーを用

いてRT-PCRを 行 い、増 幅 産 物を検 出した。コントロー ルとしてリボ ソーマルプロテインの 一種RPS-29

のmRNAを 増幅 す るプライマーを用 いてPCRを 行 った(A)。 また1mM Bt2cAMPを 含む 培地 で24時 間 培

養 したFRTL-5細 胞と3T3-L1細 胞 、10% FBSを 含む 増殖 培地 にて培養 したL6細 胞 よりtotal RNAを 抽

出 し、(A)と 同様 にRT-PCRを 行った。ラットp125 cDNAを 取 得す る際 に用いた逆転 写 産物 を鋳 型 とし

てRT-PCRの ポジティブコントロール とした(B)。
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