
第3章

cAMP刺 激 とIGF-I刺 激 に応答 して起 こる

相 乗 的DNA合 成誘導 にお けるp125の 役割 の解析

く緒言〉

本研 究 の第1章 と第2章 で、cAMP長 時間刺 激 に応 じてp125タ ンパ ク量が増 加 し、同時

にp125は チ ロシ ン リン酸化 され る こ とが 明 らか にな った 。これ は、cAMP刺 激 に応答 して

起 こるPI3-kinaseの 長期 活性 化 はp125タ ンパ ク質合 成 を介 して起 こる ことを意 味 して い

る。

当研究 室 の根 建 と川崎 はp125の タ ンパ ク質 合成 制御機 構 につ いて既 に検 討 を加 えて お り、

甲状 腺細 胞FRTL-5をcAMP長 時 間処理 時 にPKA阻 害剤H89、 チ ロ シンキナー ゼ阻 害剤

genisteinを 加 え る とp125の チ ロシ ン リン酸化 が抑 制 され 、さ らにH89、genistein、PI

3-kinase阻 害 剤LY294002、mTOR阻 害 剤rapamycinをcAMP前 処 理時 に添加 後 、IGF-I

処 理 してDNA合 成 を測 定 す る と、IGF-1刺 激 に依 存 したDNA合 成 の相乗 的増 強が 抑制 さ

れ る ことを示 して いる(根 建 博士論 文 ,2000;川 崎 修士 論 文,2003)。 これ らの結 果 か ら、

阻 害 されたPKA、 チ ロシ ンキ ナー ゼがp125の タ ンパ ク合 成 に何 らか の役割 を果 た して い

る 可能性 が考 え られ た。そ の他 に これ まで の研 究 結果 か ら、p125を 介 したPI3-kinase活 性

はAkt活 性化 を介 してIGF-1受 容 体基 質 であ るp66Shcの タ ンパ ク量 を増加 させ 、そ の結

果IGF-1シ グナル を増 強 させ る こ とが 明 らか に され て いる。また本研 究 によ るp125の 同定

はsiRNAを 用 いた 発現 抑制 や過剰 発 現 を可能 に し、直接 的なp125の 生理 的 意義 を検 討 す

る ことが でき るよ うにな った。

本 章 で は、甲状 腺細 胞FRTL5を 用 いて まずcAMP刺 激やIGF-1刺 激 がp125のmRNA

量 、 タ ンパ ク質 合 成 に 及 ぼす 影 響 を検 討 した 。 続 い て 、H89 、genistein、LY294002、
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rapamycinがp125の タンパ ク質合成に与える影響を解析 した。次 に(1)siRNAを 用いた

p125タ ンパク質の発現抑制がcAMP前 処理後のIGF-1シ グナルおよびIGF-1依 存性DNA

合成の増強に及ぼす影響、(2)p125の 過剰発現がIGF-1依 存的なDNA合 成に及ぼす影響を

調べ、cAMP刺 激に誘導されるp125がIGF-1誘 導性増殖を増強 して果たす役割を明 らかに

した。
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〈 結 果 〉

第1節TSH/cAMPの 刺 激 、IGF-I刺 激 に 応 答 したp125量 の 変 動 の 解 析

TSHの1"度 およ びcAMPの1'、 日に応匁 した125の 亦

種 々 の濃度 のTSHを 含 む培 地 でFRTL5細 胞 を24時 間培 養 した と ころ、TSHの 濃度 が

上 昇す るにつれ てp125の タ ンパ ク 量、チ ロシ ン リン酸化 量 、p125に 結 合す るp85の 量が

増加 した。 特 に10*11M以 下 の濃 度 に比 べて 、1010M以 上 でそ の増 加が顕 著 だ った(Fig .

3-1A)。

次 に、Bt2cAMPを 含 む培 地 で種 々の時 間FRTL-5細 胞 を培養 した ところ、処 理 時間 に依

存 してp125の タ ンパ ク量 、チ ロ シ ン リン酸化 量、結 合す るp85の 量が増 加 し、24時 間後

に最 大 にな った(Fig.3-1B)。 同様 に処理 した 細胞 か らtotalRNAを 調製 し、p125を プ ロ

ー ブに したNorthern blottingを 行 い
、約4.4kbの 位 置 にバ ン ドを検 出 した。p125タ ンパ

ク質 と同様 、処 理時 間 に依存 してp125のmRNA量 は増 加 し、Bt2cAMP処 理8時 間後 か ら

12時 間後 に最 大 とな り、そ の後 は 一定 とな った(Fig .3-1B)。

IGF-I王 によ る125の 亦

FRTL-5細 胞 をBt2cAMPを 含 む培 地 、含 まな い培 地 で24時 間培 養 し、HBSSを 用 いて

Bt2cAMPを 洗浄 除去 後 、IGF-Iを 含 む培地 、含 まな い培地 で さ らに24時 間培 養 した。p125

の タ ンパ ク量 、チ ロシ ン リン酸 化 量、結合 す るp85量 はそれぞ れBt2cAMP処 理 に応 じて増

加 したが 、IGF-I処 理 に応 じて変 化 しな か った(Fig.3-2)。

第2節cAMP刺 激 に 応 答 したp125の 合 成 誘 導 機 構 の 解 析

FRTL-5細 胞 をBt2cAMPとH89、genestein、EY294002、rapamycin、PD98059を 含

む培 地 で24時 間培 養 してp125の タ ンパ ク量、 チ ロシ ン リン酸 化量 、結合 す るp85の 量 を

調べ た 。genistein、LY294002、rapamycinの それ ぞれ を加 えた 細胞 で は、p125タ ンパ ク

量 、チ ロ シン リ ン酸化 量 、結 合す るp85の 量 の いずれ も強 く抑制 された 。一方H89を 処 理

した 細 胞 では弱 い抑 制効 果 を示 した 。MEK1阻 害剤 のPD98059はcAMP処 理 と同時 に加

えて もDNA合 成 に影 響 を与 えな いこ とが 明 らか とな ってお り、これ を加 えた 細胞 で はp125

の タ ンパ ク量が わず か に減少 した が 、p125チ ロシ ンリン酸化 と結 合す るp85の 量 は変化 し

な か った(Fig.3-3)。
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第3節p125の 発 現抑制がcAMP刺 激 とIGF-I刺 激 に応答 して起 こる相乗的

DNA合 成誘導 に及 ぼす影 響の解 析

p125siRNA導 入 によ るシグナル 分子 の変動

p125を 抑 制 す る よ う に設 計 したsiRNA(si-p125)をLipofectamine2000を 用 い て

FRTL5細 胞へ 導入 した 。な お 、配列 上 非特 異 的な遺 伝 子発現 抑 制 効果 がな いsiRNAを

RNAiの ネガ ティ ブコ ン トロール(si-N.c.)と して使 用 した。血清 を除 去 して静 止期 同調 培

養 を行 い、Bt2cAMPを 含 む培 地、含 まな い培地 で24時 間培 養 した 。siRNAを 導 入 して4

日後 に細胞抽 出液 を調 製 した。p125siRNA導 入 によ ってBt2cAMP処 理 に応 じたp125の

タ ンパ ク質発 現 を強 く抑制す る ことがで きた。この際 、Aktの タ ンパ ク量は 変化 しな か った

が 、473番 目のセ リン残基 の リ ン酸化 が抑制 され た。 またp66Shcの タ ンパ ク量 が減少 し

た が、p52とp46のShcア イ ソ フ ォーム は タ ンパ ク量が 変化 しな か った。この際 、β-actin

の タ ンパ ク量 もp125siRNAに よ って減 少 した(Fig.3-4)。

p125siRNA導 入 によ るDNA合 成へ の影響

si-p125とsi-N.C.をLipofectamine2000を 用 いてFRTL-5細 胞へ 導入後 、静止 期 に同調

培養 した 。そ の後Bt2cAMPを 含 む培 地 、含 まな い培地 で24時 間培 養 した。HBSSを 用 い

てBt2cAMPを 洗 浄除 去後 、IGF-Iを 含 む培地 、含 まな い培 地で さ らに24時 間培 養 した。

IGFI処 理 の最後 の4時 間 に3H標 識 され たチ ミジ ンを培 地 に加 え、DNA合 成量 を測 定 し

た。Bt2cAMP長 時 間前 処理後 にIGFI処 理 を行 った 際、si-N.C.を 導 入 した 細胞 で は相 乗 的

なDNA合 成 の増強 が観察 され たが 、si-p125を 導入 した 細胞 で は相乗 的なDNA合 成 量が

抑制 され た(Fig.3-5)。

第4節p125の 強 制 発 現 がIGF-I依 存 性DNA合 成 誘 導 に 及 ぼ す 影 響 の 解 析

まずFlagタ グを融合 したp125を 発現す るプ ラス ミ ドとイ ンサ ー トが挿 入 されて いな い

Flagプ ラス ミ ドをLipofectamine2000を 用 いてFRTL-5へ 導 入 した 。静止 期 同調 培養後

Bt2cAMPを 含 む 培地 、含 まな い培 地で24時 間培 養 した。続 いてHBSSを 用 いてBt2cAMP

を洗 浄 除去後 、IGF-Iを 含 む 培地 、含 まな い培 地で さ らに24時 間培 養 した 。IGF-I処 理 の

最後 の4時 間 に3H標 識 され た チ ミジ ン を培 地 に加え、DNA合 成量 を測 定 した。Flag-p125

を導 入 した細胞 で は、Flagプ ラス ミ ドを導 入 した細胞 と比較 して 、IGF-I単 独 処理 時 にDNA

合成 が促 進 され た 。(Fig.3-6A)。 この際Flag-p125タ ンパ ク質 が発現 して いる ことを確認

した(Fig.3-6B)。 な お、Bt2cAMP前 処理後IGF-I処 理 した 際 にはDNA合 成 量 にFlag-p125

の発現 によ る差 は観察 され な かった 。
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<考 察>

cAMP経 路 の長 時 間 刺 激 に応 答 した125タ ンパ ク質 の増 加

Fig.1-3とFig.2-1よ り、FRTL-5細 胞 をcAMP処 理す るとp125タ ンパク量が増加する

ことを初めて示す ことができた。甲状腺 の生理的な刺激ホルモンである、様 々な濃度のTSH

を用 いて処理 した ところ、p125の タンパ ク量はTsHの 濃度依存的に増加 した(Fig .3-1A)。

特 に10-10M以 上のTSHの 濃度では顕著 に発現量が増加 していることは、生理的条件下の

一定濃度以上のTSHの 刺激を受けると下流にシグナルを伝達する機構の存在 を示 している
。

次にp125のcDNA配 列をプローブとしたNorthernblottingを 行ったところ、p125の

mRNA量 は刺激時間に応 じて増加 し、12時 間後 に最大となった(Fig .3-1B)。p125タ ン

パク質の発現 はmRNAと 同様刺激時間に応 じて増加 したが、24時 間後 に最大 となった。

mRNAが 増加 した後 にタ ンパ ク質が増加 して いる結果 は、p125の タンパク量増加 には

mRNAの 合成が必要な可能性を示 している。cAMP刺 激 によってp125が 発現する可能性

を第1章 にて考察 した際、p125遺 伝子の上流には保存 されたCRE(cyclic AMP responsible

element)が 存在 しないことを述べたが、今後、どのよ うな機構 でp125転 写活性が上昇す

るか検討 を進める必要がある。

タンパ ク量の増加は、タンパク質分解の抑制が原因である場合もあるが、Bt2cAMP24時

間処理後薬剤を洗浄除去 し、無刺激のままさ らに24時 間培養 した細胞で もp125の タンパ

ク量が変化 しなかった(Fig.3-2)こ とか ら、p125は 安定性の高い分子であり、cAMP刺 激

はp125分 解抑制 には寄与 していないと考えた。

p125が 同定 され るまで、cAMP刺 激 に応答 したp125チ ロシンリン酸化が増加する原因

として、p125タ ンパク量は変化せずチ ロシンリン酸化が促進され る可能性 と、p125タ ンパ

ク量が増加 し、増加 したタ ンパ ク質 をチ ロシンリン酸化する可能性が想定 され ていた。

cAMP処 理時間に応 じてp125タ ンパク量の増加 とチ ロシンリン酸化量の増加がよく一致 し

た ことか ら(Fig.3-1B)、cAMP刺 激 に応答 したp125チ ロシンリン酸化の増加 にはp125

タンパク量の増加が必要であると結論 した。またp125タ ンパク量の増加 と、様々な時間

cAMP前 処理 した際のIGF-I依 存性DNA合 成の増強と一致 した ことから、cAMP刺 激によ

るPI3-kinaseの 長時間活性化にはp125の タ ンパク量増加が重要であることが明 らか とな

った。

p125の 発 現 制御 機 構

H89、genistein、EY294002、rapamycinは 、cAMP長 時間処理の際に加えると、その

後IGF-1処 理 したDNA合 成の相乗的増強が観察されな くなることは既 に述べた。この阻害

効果がp125の 量の減少によるものか、検討 した(Fig.3-3)。H89、genistein、LY294002、
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rapamycinの 全てがp125の タンパク質発現を抑制 し、cAMP刺 激 によるp125の タンパク

質合成にこれ ら阻害剤が阻害するプロセスが関与 していることが示唆された。

本実験 と同じ処理をした細胞か らRNAを 調製 し、realtime PCRに よってp125mRNA

量を測定 した ところ、p125タ ンパク量 と同様阻害剤によって抑制された。 この結果につい

ては2章 の結果 と併せ総合討論 にて議論 したい。

siRNAを 用 いたp125の 生理 的意 義の 解明

p125の 塩基配列が明 らかになった ことでp125の 発現抑制が可能 とな り、 このアプロー

チを使ってp125の 下流因子の探索 と生理機能への影響を検討 した。p125に 対するsiRNA

(si-p125)を 設計 し、FRTL-5細 胞へ導入 した ところ、si-p125はcAMP処 理に応 じたp125

のタンパク質発現 を強く抑制す ることができた(Fig.3-4)。

p125発 現抑制の際、影響を受けるシグナル分子 を検討 したが、まず、Aktの473番 目の

セ リン残基のチ ロシンリン酸化が抑制 された。 このセ リン残基は、PDK1に よって リン酸

化 され、Aktの 活性化に欠かせない。PDK1はPI3-kinaseに よって生成され るPIP3と 結

合 して活性化するので、p125の 発現抑制によってPI3-kinaseの 活性化 、続 くPDK1の 活

性化が起 こらず、Aktが 活性化 しないと考え られた。

Aktが 活性化すると、3種 存在するShcア イソフォームの中でp66 Shcの タ ンパク量が

特異的に増加 し、IGF-Iレ セプターによってチ ロシンリン酸化 され ることがIGF-Iシ グナル

の増強に重要であることが これ までに明 らか になっている。この結果とよく一致 して、p125

発現抑制はp66 Shcの 発現を特異的に抑制 した。予想 して いなかったことだが、 この際 β

-actinの タンパク量がp125の 発現抑制によって減少 した。詳細 は不明だが、p125はactin

による細胞骨格 に影響を及ぼすのかもしれな い。

次 にcAMPとIGR-Iに 応答 したDNA合 成に対 してp125発 現抑制が与える影響を示 した

(Fig.3-5)。p125の 発現 を抑制すると、cAMP前 処理後 のIGF-I依 存性DNA合 成の増強

効果が1/3に 減少 した。 この結果は、cAMP刺 激 によるIGF-Iシ グナルの増強効果は少な

くとも一部がp125を 介 した経路によって 引き起 こされることを示 している。なお、p125

の発現抑制はDNA合 成の増強効果 を全て抑制することはできなかったが、その理由 として

p125を 介さない他 の経路が働 いている可能性がある。本実験か らp125が 、 これ まで探索

されたcAMP刺 激によってIGF-Iシ グナルを増強を担 う主要な分子 と結論 した。

p125強 制発 現 系 を用 いたp125の 生理 的意 義 の解 明

cAMP刺 激 によってp125は タ ンパク質発現が誘導 され、同時 にチ ロシンリン酸化を受け

る ことを本章で示 したが、強制発現系によってcAMP刺 激を受けずにp125タ ンパク量が

増加 した際にDNA合 成が どのような影響を受けるか検討 した(Fig.3-6A)。 すると、IGF-1
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単独処理 した細胞 にp125を 発現することでDNA合 成が促進された。 このp125タ ンパク

量の増加は、IGF-I依 存性DNA合 成の相乗的増強を部分的に引き起 こした と考え られる。

また有意ではないが、p125を 過剰発現すると無刺激時 にもDNA合 成が促進される傾向が

観察 された。Flag-p125タ ンパ ク質の発現 は確認済みだが(Fig.3-6B)、 この際のp125チ

ロシン リン酸化量を解析することで、p125に 対するチロシンキナーゼの活性がcAMP依 存

的かどうか明 らかにできると考え られる。なお、cAMP前 処理後にIGF-I処 理を行った際

には、p125を 強制発現させてもDNA合 成能に変化はなかった。これは、cAMP刺 激によ

ってIGF-Iシ グナルの増強に充分な量の内在性p125が 発現 して いるため と考 えられる。

本章の結果をまとめると、p125はcAMP長 時間刺激を受 けてタンパク量が増加すると共

に、チ ロシンリン酸化を受けてPI3-kinaseを 長期 にわた り活性化することが明らか となっ

た。またp125を 介 したシグナルがcAMPに よるIGF-I依 存性DNA合 成の相乗的増強に必

須であった。 この際Aktとp66 Shcがp125の 下流で機能 していることも示す ことができ

た。
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Fig.3-1TSH/cAMPの 処 理 濃 度 や 処 理 時 間 に 応 答 したp125の 発 現 とチ ロシ ン リ

ン 酸 化 お よ びp85結 合 量(続 く)

静止期FRTL-5細 胞に様 々な濃度のTSHを 加えて24時 間培養 し、抗p125抗 体を用いて免疫沈降 した。沈

降物を細胞 抽出液とともに図に示した抗体を用 いてimmunoblottingし 、得 られたバンドを定量 した 仏)。
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Fig.3-1 TSH/cAMPの 処理濃度や処理時間に応答したp125の 発現とチロシンリ
ン酸化およびp85結 合量(続 き)

静止期FRTL-5細 胞に様々な時間1mM Bt2cAMPを加えて培養L、RNAを調製、マウスp125cDNAを プ

ローブに用いてNorthern blottingを行った。また、同様の処理を行った細胞から細胞抽出液を調製し、

抗p125抗体を用いて免疫沈降した。沈降物を細胞抽出液とともに図に示した抗体を用いて
immunoblottingした。それぞれ得られたバンドを定量した(B)。
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Fig.3-2p125にcAMP前 処理とIGF-I処理 が与 える影響

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、HBSSで2回 洗

浄除去後、100ng/ml IGF-Iを加えてさらに24時 間培養し、抗p125抗体を用いて免疫沈降した。沈降物
を細胞抽出液とともに図に示した抗体を用いてimmunoblottingし 、得られたバ ンドを定量した。
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Fig.3-3p125タ ン パ ク 質 合 成 を 講 導 す る 機 構 の 解 析

静 止 期FRTL-5細 胞を1mM Bt2cAMPで 処 理 す るときに30μMH89、30μg/ml genistoin、50μM

LY294002」 μg/ml rapamycin、20μM PD98059の それ ぞれ で同 時 に処 理 して 、対照 としてBt2cAMP

処 理 しない細 胞 と共 に24時 間 培 養 し、抗p125抗 体 を用 い て免 疫 沈降 した 。沈 降 物 を細 胞 抽 出 液 ととも

に図 に 示 した杭 体 を用 いてimmunoblottingし 、得 られ たパ ンドを定量 した。
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Fig.3-4内 在 性p125発 現 抑 制 に よって生 じる シグ ナ ル 分 子 へ の 影 響

FRT』-5細 胞に(株)RNAiの サイトにて設計したp125siRNA(si-p125)と ネガティブコントロールsiRNA(si
-N.C.)をそれ ぞれLipofectamine2000を用いて導入した。静 止期同調培養後1mMBt2cAMPで 処理して24

時間培養し、細 胞抽出液を図に示した抗体を用いてそれぞれimmunoblottingした。得られたバンドを定量

し、si-N.C.を導入してBt2cAMP処 理しないバンドに対する 割合をそれぞれ表に示した。
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Fig.3-5p125発 現 抑 制 がcAMP経 路 を 介 したIGF-I依 存 的DNA合 成 増 強 に 及 ぼ す 影 響

FRTL-5細 胞 にP125siRNA(si-P125)と ネガティブコントロー ルsiRNA(si-N .C.)を それ ぞれLipofectamine2000を

用 いて導 入 した 。静 止 期 同調 培 養 後1mMBt2cAMPで 処 理 、あるい は処 理 しない で24時 間 培 養 し、HBSSで2回
洗 浄 除 去 後 、100ng/ml IGF-Iを 加 えてさらに24時 間 培 養 した 。IGF-I処 理 の最 終4時 間 のDNA合 成を測 定 した 。
mean±S.EM(n:3)を 示 した。(*;ρ<0.01 vsN.C., Student t-test)
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Fig.3-6p125強 制 発 現 が1GF-I依 存 性DNA合 成 の 増 強 に 及 ぼ す 影 響 の 解 析

FRTL-5細 胞 にFlag-p125とFlagタ グの み を発 現す るプラスミドをそれ ぞれLipofectamine2000を 用 いて導 入

した。静 止 期 同調 培 養 後1mMBt2cAMPを 含 む 、あるい は含 まない 培 地 で24時 間 培養 し、HBSSで5回 洗浄

除 去 後 、100ng/mlIGF-Iを 含 む 、あ るい は 含ま ない培 地 でさらに24時 間 培 養 した 。IGF-I処 理 の 最終4時 間

のDNA合 成を測 定 した 。moan±S.EM(n=3)を 示 した(A)。(*;P<0 -005 vs Flag, Student t-test)(A)と 同様 に

FRTL細 胞 に遺 伝 子 導 入 を行 い 、1mM Bt2cAMPと100ng/ml IGF-Iで それ ぞ れ 処理 した後 、細 胞 抽 出 液 を抗

Fbg抗 体 を用 いてimmunoblottingし た(B)。
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Fig.3-7cAMP長 時 間 処 理 に 応 答 してp125タ ン パ ク 質 が 合 成 され 、p125を

介 した シ グ ナ ル はAktの 活 性 化 、p66 Shcの タン パ ク 量 増 加 を 誘 導

して1GF-1依 存 的 なDNA合 成 の 相 乗 的 増 強 を 担 う

cAMP長 時間処理によってPKA、 チロシンキナーゼ、PI3-kinase、mTORが 活性化 され 、p125の
mRNAと タンパク質合成が起こる。新たに合成されたp125はFactinに 共局在 してSrc familyチロ

シンキナーゼによってチロシンリン酸化され 、P13-kinaseを 長期活性化する。その結果Aktが 活

性化され 、またp66 Shcタ ンパク量 が増加する。これ らの機構がIGF-1依 存性DNA合 成の相乗的

増強に貢献 している。
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総合討論

IGFの 生 理 活 性 発 現 機 構 の 特 徴

IGFは 、多 くの細胞 の増殖 ・分化 を誘 導あ る いは細胞 死 を抑制 し、in vivo系 にお いて も、

動 物 の 正常 な発 生 ・発達 や 成長 に必 須 な ホル モ ンで あ る ことは広 く知 られ て い る(Cohen ,

2006)。 しか し、IGFの 生理活 性 は多種 多様 で あ り、特 定 かつ 適 当な生理 作 用が 、決 まっ

た組 織 ・細胞 で 発揮 され る メカ ニ ズム につ いて は、長 い間 謎で あ った。 最近 にな り、IGF

の特 徴 の一 つ は、 そ の生 理活 性 が他 の成長 因子 や ホル モ ンな どによ って 増強 され る 点で あ

る こ とが明 らか にな り、 この仕組 み を使 って 、正 しい組織 にお いて最 適な タイ ミ ングで 、

発 揮す べ き特 定 のIGF生 理活性 を発現す る ことが 可能 とな る ことが 示 され つつ あ る。 この

増 強 の例 と して 、PDGFやFGFとIGF、 トロ ピ ックホ ルモ ンとIGF、 ス テ ロイ ドホ ルモ ン

とIGFな どの組 み合 わせ が挙 げ られ る。 した が って、IGFの 生理作 用発現機 構 を明 らか に

す る た め に は 、 他 の 因 子 とIGFの 相 乗 作 用 発 現 機 構 を 解 明 す る 必 要 が あ る

(Chernogubova et al., 2004; Meroni et al., 2002; Meroni et al., 2004; Ongeri et al., 2005;

Takahashi et al., 1990)。

一般 に
、IGFは 、細胞 膜 上のIGF-Iレ セ プター に結 合後 、 レセ プ ターチ ロ シンキナ ーゼ

を活 性化 し、 このキ ナー ゼ によ りイ ンス リン レセ プター基 質(IRS)を は じめ と した 複数種

の細 胞 内基 質が チ ロシ ン リン酸化 され、 シグナ ル伝達 の 引 き金 とな る。 引き続 き、IRSの

リン酸 化 チ ロ シ ン残基 を認 識 してSH2ド メイ ンを持つ さま ざまな シグナ ル分子 が結 合 し、

PI3-kinase経 路 、MAPkinase経 路 とい った シグナル 伝達 系 の活 性化 を引き起 こす結 果、

広 範な 生理 活性 を発現 す る と考 え られ て きた。 したが って 、IGF活 性 の増 強は 、他 の因子

の シグナ ル が このIGFシ グナ ル 系 と合流 して起 こる と推 定 され る(Benito et al., 1996;

Cohen, 2006; Kurmasheva and Houghton , 2006)。

我 々 は、 ラ ッ ト甲状 腺細 胞FRTL-5細 胞 を トロピ ックホルモ ンであ る甲状腺 刺激 ホル モ

ン(TSH)とIGFで 処 理す る と、細胞 増殖 が相 乗的 に誘導 され る ことを見出 した(Takahashi

et al., 1991; Takahashi et al., 1990)。 そ こで 、我々 は この細胞 をモデル と して、他 の 因子

とIGFの 相 乗作 用 発現機 構 を解 析 して きた。 この分 子機構 の検 討 を進 めた結 果 、FRTL*5

細胞 で は、TSHな ど によ ってcAMPシ グナル伝達 系 を あ らか じめ長 時 間活性化(cAMP前

処 理)す る と、IGFIの 細 胞 増 殖活 性 が 増 強 され る こ とが 明 らか とな った(Arigaetal 。,
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2000;Nedachi et al., 2000)。 この シス テム を用 いてcAMPとIGF-Iの シグナ ル 合流機構

の解 明 を進 め、1)cAMP前 処理 に応 答 して分子 質量125kDaの 新規 シグナ ル分 子(p125)

がチ ロシ ンリン酸 化 され、 これ がPI3-kinaseと 結合 、PI3-kinaseを 長時 間活 性化 す る、

2)cAMP前 処理 が、IGF-I刺 激 に応答 したIRS2チ ロシ ン リン酸化 を増強 し、IRS2に 結

合す るPI3-kinaseを 著 しく、 しか し短時 間活 性化 す る、3)IGFLI刺 激 に応 答 して 長時 間

チ ロシ ン リン酸化 が維 持 され るIGF-Iレ セ プター にPI3-kinaseが 直接 結 合 し、PI3-kinase

経 路 が長時 間活 性 化 され る こ とな どが 明 らか とな った。3つ の 異な る機 構 で活 性化 され た

PI3―kinaseは 連携 して 、細胞 周期進 行 に重 要なCDKの 活性 化 因子、GIcyclinを 著 しく増

加 させ る と同時 に、阻害 因子p27kiP1を 激減 させ 、そ の結 果、CDKが 著 しく活性化 、細 胞周

期 がG1期 か らS期 へ と進 行す る ことを突 き止 めた(福 嶋 博 士論 文,2005)。

この よ うに、我 々は 、p125、IRS2、IGF-Iレ セ プター とい う異 な るチ ロ シン リン酸 化 タ

ンパ ク質 とPI3-kinaseが シグナル 分子複 合体 を形 成 し、これ らを介 して増殖 誘導 におけ る

cAMPシ グナル とIGFシ グナル の合流 が起 こる ことを初 めて明 らか にす る ことが で きた。

このよ うな機構 を介 して起 こる他 の 因子 によ るIGFシ グナル の増強 は 、正 しい組 織 ・タイ

ミ ングで、適 切なIGF生 理活 性 を発現 す るため に必須 な作 用発現 調節機構 と言 う こ とがで

きる(Fig.総 合 討論)。

PI3-kinaseの 活 性 化 機 構 の 特 徴

PI3-kinaseの 活 性化 を介 して 発現 され る生理作 用 もまた多種 多様 で あ り、 これ が合 目的

的 に 発 現 され 、 生体 は 生 命 を 維 持 して い る(Fresno Vara et al., 2004; Lindmo and

Stenmark, 2006; Wymann and Marone, 2005)。 上述 した よ うに、FRTL-5細 胞 の増殖 誘

導過 程 にお いて、PI3-kinaseの 広 範な 生理 作用 の うち どの作 用が 発揮 され るか の メカ ニズ

ム を解 明す る ことは、 と りもなお さずIGFの 生理活性 増 強機構 を明 らか にす る ことに直結

す る と考 え られ る。で は、どのよ うにPI3-kinaseの 活 性 は制御 され て い るので あ ろ うか?

FRTL5細 胞 を用 いた一連 の研 究 成果 は、PI3-kinaseのp85制 御サ ブユニ ッ トが 、 どの よ

うなbinding partner、 特 にチ ロ シン リン酸化 タ ンパ ク質 と相 互作 用す る かで 、発現 され る

生理活 性が決 定 され る可能性 を強 く示 して いる。

今 回本論 文で 、私は 、今 まで未知 だ ったp125を 同定 し、新 しい タイ プのPI3-kinase p85

制御 サ ブユニ ッ トのア ダプ ター 分子 で ある ことを明 らか に して きた 。そ こで 、FRTL-5細 胞

にお いて、p125、IRS2、IGF-1レ セ プ ター とい う異な るチ ロシ ン リン酸 化 タ ンパ ク質が 、

どのよ うにPI3-kinaseの 特徴 的な 生理作 用 を発揮 して い るのか 、考 えて みた い。

・p125と 結合 す るPI3-kinase

本研 究 によ り、cAMP経 路 の長時 間刺激 はp125mRNA発 現 を誘導 し、そ の結 果 、p125
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タ ンパ ク量を増加することが明 らか となった。またその合成には、cAMP-dependent kinase

(PKA)と と もにcAMPに よって活 性化 され る他 の シグナ ル経路 、た とえ ばRap1 、Epacな

ど (Bos et al., 2003; Christensen et al., 2003) 、そ してp125を チ ロシ ン リン酸化 す るキ

ナ ーゼ とは異な るチ ロシ ンキ ナーゼ 、PI-3kinase、mTORな どが関わ って いる可能性 が示

され た。

一方 、p125を チ ロシ ン リン酸化 す るキ ナー ゼは 、分子 の特 定 は難 しいが、cAMP長 時間

シグナ ル に応 答 して上 昇す るチ ロシ ンキナ ーゼ活 性 はSrc peptideを チ ロ シン リン酸化す る、

Src阻 害 剤PP1、PP2は 高濃 度な が らチ ロ シン リン酸 化 を抑 制す る、細胞 内 にSrcとp125

を 強制 発現 させ る とp125が チ ロシ ン リン酸化 され るな どの結 果 を併せ る と、Src family

kinaseで あ る可 能性 が高 い。

また 、p125はC末 端 側 に存在 す るcoiled-coilド メイ ンを介 してF-actinと 結合 し、そ の

結 果F-actinに 付 近 に局在 す るキナ ーゼ によ りチ ロシ ン リン酸化 され る こ とが示 唆 され た 。

したが っ て、F-actinが タ ンパ ク質 問相互 作用 の足 場 の役割 を果 た して いる と考 え られ る。

cAMP処 理 はPKAとRhoAを 介 してstress fiberを 増 加 させ る こ とが 知 られ て い る

(Kaverina,et al.,2002)の で、F-actinにp125と 結合 す る こ ととの関連 も興 味深 い。一方 、

p125は 細胞 質 に も存在 す るが 、F-actinと 共局在 しな い とチ ロ シ ンリン酸化 されな い結 果

か ら、細 胞質 で はPI3-kinaseと は結合 して いな い と考 え て いる。

p125は 、おそ ら くア ミノ酸残基72番 目のYXXMモ チー フのチ ロ シン残 基 が リン酸化 さ

れ てPI3-kinaseと 結 合す る。PI3-kinaseが 結 合す るの は この1箇 所 のチ ロシ ン残基 で あ

る可能 性 が高 く、 した が って、p125一 分 子 に対 して一分 子 のPI3-kinaseが 結合 、 誘導 さ

れ る活 性 はp125の タ ンパ ク量を反 映す る もの と推 定 され る。一方 、p125の ドメイ ン構 造

予測 で は 、 この他 に、142番 目 と475番 目のチ ロシ ン残基 がSrc familyキ ナ ーゼ によ って

チ ロシ ン リン酸 化 され る可能 性 を示 した 。Src familyキ ナ ーゼが 基質 を リン酸化 す る機 構 と

して 、 自身 のSH3ド メイ ンが基 質 のProline-rich domainと 結 合 し、基質 を リン酸化 、 こ

の リン酸化 チ ロシ ン残 基 とSrc familyキ ナー ゼ のSH2ド メイ ンが結合 して さ らに リン酸化

が促 進 され る ことが知 られ て いるの で、このよ うなpositive feedback loopを 介 して 、p125

はSrc familyキ ナ ー ゼ を 再 活 性 化 す る 可 能 性 も あ る(Playford and Schaller
,2004;

Roskoski,2004)。

p125-PI3-kinase複 合 体 の活性 は、cAMP長 時 間刺 激 によって 上昇 し、そ の後 はcAMP

刺 激 がな くと も一度p125が 合 成 され る と活性 が長時 間維 持 され る点 が特 徴 で ある。p125

がPI3-kinaseを 長 時 間活性 化 可能な のは 、cAMP刺 激 した際p125が 速や かな 脱チ ロシ ン

リン酸化 な い しは タ ンパ ク質分 解 を受 けな いため と考 え られ る。

p125に よ るPI3-kinaseの 活性化 は 、Akt活 性化 を介 してp66 Shcタ ンパ ク質 を増 加 、

IGF-Iシ グ ナル を増 強す る。 更 に、p125-PI3-kinase複 合体 の活性 化 は、細 胞 をIGF-Iに
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応答 して細胞増殖 を誘導す る役割 を有する。福嶋 らの結果か らは、細胞周期進行の分子機

構 においては時期特異的な リボソーム活性を維持 し、Cyclin D1のmRNAの 効率的な翻訳

を可能 とする役割 を果たす(福 嶋 博士論文,2005)。

・IRSと 結合 す るPI3-kinase

当研 究 室岡 嶋 らの研 究 に よ り、IRS2の 合成 量 は、cAMP経 路 の長 時間刺 激 とい う トロピ

ック効果 によ って、増 加す る こ とがわ か って いる。一方 、IRS2はIGF-I受 容体 にチ ロシ ン

リン酸化 され る と速やか に分解 され 、 シ グナ ルが遮 断 され る ことにな る(岡 嶋 博士論 文,

2007)。

IGF-I刺 激 に応 じたIGF-I受 容体 とIRS2の 相 互作 用は共 免疫 沈 降法 で確 認で きな い こと

な どか ら、IGF-I刺 激 に応 答 したIRS2の チ ロシ ン リン酸化 は、短時 間の相 互作 用 によ って

起 こる と考 え られ る。また 、当研 究 室 の福 嶋、岡嶋 らは、IRS2の チ ロシ ン リン酸化 は 、cAMP

シ グナル に応 答 してIRS2と 相 互作 用す る タ ンパ ク質(IRS-associated proteins;IRSAPs)

群 、例 え ば、gC1qR、HSP90、Nedd4な どによ って増 強 され る こ とも明 らか に して い る。

この よ うに、IRS2は 、受容体 キ ナーゼ との相互作 用 を調 節す る こ とによ り、IRS2の チ ロ

シン リン酸化 の強度が 調節 され る 点が特徴 で ある(福 嶋 博 士論 文,2005)。

更 に福 嶋は、IRS2が チ ロ シ ン リン酸 化 されPI3-kinaseと 相 互作 用す るのは 主 に低密 度

ミク ロソーム画 分で あ る ことを明 らか に して い る。また、岡嶋 は免疫 染 色 によ って 、FRTL-5

細胞 で はIRS2が 核 周辺 に ドッ ト状 に存 在 して いる こ とを見 出 して い る。 これ までIRS2は

細胞 膜近 くの細 胞質 に存在 して いる と考 え られて きた が、細 胞 内で は特定 の場 所 に局在 し

て 、 シグナル を伝達 して いる可能性 が考 え られ る。

IRS2に は、PI3-kinase結 合モ チー フYXXMが5ヶ 所存 在 す る。p125やIGF-I受 容体

との量比 を議論 す るの は難 しいが 、一つ のIRS2の 分 子 当た りに相 互作 用す るPI3-kinase

量 は他 の分子 に比 較 して 多 い、言 い換 えれ ば活性 強度 が 高い と予想 され る(Thirone et al.,

2006)。

一方 、先 も述 べ たよ うに、IRS2は 、IGF-I受 容体 キナ ーゼ との相 互作 用 が一過 的 で ある

上 、IRS2は 速 や かに分解 され るた め、IGF-I刺 激 に応 じたチ ロシ ン リン酸化 も一過 的 で、

PI3-kinaseの 活 性化 も短 時 間 しか 続か な い。

こ こまで述 べ てきた よ う にIRS2-PI3-kinase複 合体 の活性 は一 過 的 に大き く上 昇す るが 、

この活 性 は、G1初 期 のCyclin D1のmRNAを 一過 的 に増加 させ 、ユ ビキチ ン化 を介 した

p27KiP1の 分 解 を誘導 す る(Fuse et al.,2004;福 嶋 博士論 文,2005)。

・IGF-I受 容体 と結 合するPI3-kinase

IGF-I受 容体 の合 成量 は一 般 に胎児期 ・成長 期 に多 く、多 くの場 合、そ の標 的組織 が 増殖 ・
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分化が誘導される時に最 もレベルが高い。反対に、標的組織 ・細胞の回 りにIGF-Iが 少な

い場合に感受性をあげるためにup-regulationが 起 こることが知 られている。FRTL-5細 胞

の場合には、TSH処 理により受容体の親和性には変化がないが、20%ほ ど受容体数が減少

する ことが明 らかになっている。 いずれに しても、受容体 に急な大きな変動はないと考え

られ る。

IGF-I受 容体のチロシンリン酸化は、IGF-IがIGF-I受 容体の細胞外 ドメイ ンに結合 して

受容体の構造が変化する結果、受容体内蔵型チロシンキナーゼが活性化す るために起 こる

と考え られている。 したがって、IGF-Iが 結合 していれば、IGF-I受 容体は活性化 し、自己

リン酸化がおこり、脱 リン酸化 してもIGF-I受 容体が分解 されない限 り、再び自己 リン酸

化、チ ロシンリン酸化が維持される。福嶋らによ り、実際、FRTL-5細 胞で も、IRSの チ ロ

シンリン酸化は一過的であるの に対 して、IGF-I受 容体のチ ロシンリン酸化は長時間維持さ

れ ることが明 らか にされている。

IGF-I受 容体 は、主 に細 胞膜 に存 在 して お り、IGF-I刺 激 によ って 一部 はinternalization

され る。

IGF-I受 容体 には、p85 PI 3-kinaseと の結 合 モチ ー フであ るY1316XXMが 存 在 し、本研

究室 の 中村 らによ り、IGF-I受 容体 は1316番 目のチ ロシ ン残 基の リン酸化 を介 してp85PI

3-kinaseと 結 合す る ことが、最 近明 らか に され た。IGF-I受 容 体 に対 してPI 3-kinaseの 結

合が 、p125と 同様 に1対1で あ るので 、分子 当た りの活 性 強度 は、IRS2に 比 較すれ ば低

い と推 定 され る(中 村 修士 論 文,2007)。

また 、IGF-I受 容体 との結 合 がPI3.kinase活 性化 の原 因で あ るた め 、そ の活性 はIGF-I

受 容体 の チ ロ シン リン酸 化 を反 映 して いる。中村 らは、IGF-I刺 激 に応 答 してIGF-I受 容体

がp85 PI3-kinaseと 相 互作 用 し、抗IGF-I受 容体 抗体 で 共免疫 沈 降 され るPI3-kinase活

性 は、IGF-I刺 激後長 時 間維持 され る ことを発見 して い る。

PI3-kinaseの 活性 化 に応 答 して リン酸化 され るGSK3β は、 自身が リン酸化 され 活性 が

抑 制 され る と、G1期 か らS期 へ の細胞 周期 進行 の 正の制 御 因子 のひ とつ、cyclin D1を 安 定

化 させ る ことが報 告 され て いる(Diehl et al.,1998)。 福 嶋 と中村 は、IGF-I受 容体 に相 互

作 用 す るPI3-kinaseの 長期 活性 化 が、GSK3β の リン酸化 を介 してcyclin D1の タ ンパ ク

量 を維 持 、G1期 か らS期 へ の細胞 周期 の進 行 を可能 にす る ことを明 らか にす る こ とに成功

した。

ここ まで述べ て きた よ う に、PI3-kinaseの 結合 タ ンパ ク質は 、1)結 合 タ ンパ ク量 の合

成 、2)結 合 タ ンパ ク質 のチ ロシ ン リン酸化 、3)結 合 タ ンパ ク質 の細 胞 内局在 、4)YXXM

モ チー フに結合 したPI3-kinaseの 活 性 強度 、5)PI3-kinaseの 活 性化 時 間 を使 って 、異

な る生 理活性 の発現 を 可能 に して いる(Table総 合討論)。
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PI3-kinase p85制 御 サ ブ ユ ニ ッ ト と結 合 す る 新 規 ア ダ プ タ ー 分 子p125の 特 徴

本研 究 によ り同定、解析 した新 規p85 PI3-kinaseの アダ プター 分子p125は 、既 知のp85

アダ プター 分子 と比 較 した時 に、cAMP刺 激 に応 答 してF-actinと 共 局在 して長 時 間PI

3-kinaseを 活性 化す る。 そ してそ の結果 、p125を 介 したPI3-kianseの 生理 作 用 と して 、

DNA合 成が 促進 され る。 ここで、p125のp85ア ダ プター と して の特 色 を あ らた めて まと

めて みた い。

チ ロシ ンキナー ゼ 内蔵型受 容体 や これ らの受容 体 と直接 ・間接 的 に結 合す る既 知 のp85

ア ダプ ター分子 は 、受容体 が リガ ン ドと結合 した後 、1分 か ら15分 程 度 でチ ロシ ン リン酸

化 され 、PI3-kinaseが 活性 化す る。そ して 短時 間の うちに脱 リン酸 化 を受 けて 活性 を失 う。

PI3-kinase活 性 化 の報告 は ほ とん どが この よ うな 短時 間の活 性化 で ある。 しか し、例外 的

に既 知の アダ プター分 子 によ るPI3-kinaseの 長期 活性 化 が い くつ か報告 され て い る。例 え

ば、PDGF受 容体 が24時 間以上PI3-kinaseを 活 性化 す る(Zhangeta1. ,2003)。 また、

既 に述 べた よ うに、FRTL.5細 胞 にお いてIGF-I受 容体 が長 時間PI3-kinaseを 活性 化す る

ことが明 らか にされ て いる。 これ らの活性 化 には、 リガ ン ドが受 容体 に結 合 し続 けて いる

ことが必 要で あ り、 リガ ン ドを洗 浄除 去す る と速 や か に活性 を 失 う。 一方 、 序章 で も述 べ

た よ う に、細 胞 内でcAMPはGs型 の3量 体Gタ ンパ ク質共 役型受 容体 を介 して産 生 され

る。 これ らの受容体 はGタ ンパ ク質の β γサ ブユ ニ ッ トを介 してIB型PI3-kinaseを 活

性化 す る ことが多 数報告 され て いる(Curnock et al.,2002; Katada et aL.,1999)。cAMP

刺激 に応 じたPI3-kinaseの 活性 化経 路 と して は、Rasがp85を 介 さず にp110に 直接 結 合

す る こ とが知 られ て いる(Rodriguez-Viciana et al.,1996)。 しか しこれ らは、 全て 短時 間

のPI3-kinase活 性化 で ある。p125のPI3-kinase活 性化 機構 は 、長 時間 のcAMP刺 激 に

応答 して起 こ り、p85と 結 合、PI3-kinaseを 長時 間 活性 化 す る ことな ど、 これ らのPI

3-kinase活 性化 経路 とは 区別 され る。

最近 、focal adhesionで イ ンテ グ リン に結合 したFAKの リン酸 化チ ロシ ン残基 にp85が

結 合 し、PI3-kinaseが 活 性化 され る こ とが 数 多 く報 告 され て いる。 報 告 され て い るPI

3-kinaseの 活 性化 時 間は15分 ～4時 間で(Akagi et aL.,2002;Xia et al.,2004;Zeng et al.,

2006)、 や は りp125の 場 合 に比較 して 短 い。今 回、p125はF-actinと 共 局在 す る こ とを

示 した が、PI3-kinase活 性 がp125と の結 合 を介 してF-actinに 局在 す る意義 、特 に この

PI3-kinase活 性 が どのよ うにcyclin D1の 翻訳活 性 を 上昇 させ るのか は明 らか で はな い。

細胞 外基 質が イ ンテ グ リン と結合 す る と、このstressfiberの 末 端 はイ ンテ グ リンと結 合 し、

FAKやSrcな どのチ ロシ ンキ ナーゼ を リクル ー トしたfocaladhesionと 呼 ばれ る タ ンパ ク

質複 合体 を形成 す る こ とが知 られ て いる(Cabodi et al.,2004;Diviani et al.,2006)。focal

adhesionは 抗 リン酸化 チ ロシ ン抗体や 、抗vinculin抗 体 によ って可視 化 す る ことが でき る
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(Hotulainen and Lappalainen, 2006) 。抗 リン酸化チロシン抗体を用いた予備的な実験結

果 で は、p125はfocal adhesionに も存 在 して お り、 こ こでチ ロシ ン リン酸化 され て いる と

考 え られ る。FAKやSrcがp125の チ ロシ ンキ ナー ゼで な い とすれ ば、他 の チ ロシ ンキナ

ー ゼがfbcal adhesionに リクルー トされ て くるの か も しれ な い
。Focal adhesionに お いて 、

p85以 外 のp125と 結合 す る タ ンパ ク質 を 同定 して どのよ うな タ ンパ ク質複 合体 を形 成 して

いるか解 明す る ことによ り、Factinとp125が 結 合す る意 義が 明 らか にな る ので はな いか

と期待 して いる。

PI 3-kinase活 性は細胞増殖、細胞生存 シグナル、細胞移動、免疫応答な ど、様 々な生理

作用 を有 し、p85ア ダプター分子 を含む活性化機構 によって調節されている。p125を 介 し

たPI3-kinase活 性化はcAMP単 独刺激では生理作用 をほとんど示さない。IGF-Iも 同じく

単独刺激ではDNA合 成の促進能 力は弱いのだが、p125を 介 したPI3-kinase経 路のシグ

ナルを受けた時のみ相乗的なDNA合 成の増強が起 こる。 したがって、このタ ンパク質は、

複数のシグナルを合流 させ る役割 を持 った新 しいシグナルクロス トーク制御 タンパク質 と

考えることができる。

今 後 の課 題

正常甲状腺組織においては、FRTL-5細 胞同様、TSHとIGF-Iは 協調 して細胞増殖に働

いて いる。 しか し甲状腺 ガンやGraves'病 のよ うな甲状腺の機能亢進では細胞増殖 におけ

るTSH依 存性の低下や、IGF-Iに 対する応答性 の元進が起 こる ことが報告されて いる

(Clement et al,2001)。 実際 このよ うな状態の甲状腺組織ではp125の レベルが高いこ

とを確 認 している(高 橋 私 信)。 この過増殖の メカニズムがp125高 発現 を介 したPI

3-kinase経 路の異常な活性化であることを明 らかにできれば、治療の標 的分子 となるであ

ろう。

また 、本研 究 でp125が 様 々な 組織 で発現 して いる ことを示 した 。甲状腺 以外 の組 織 で も、

TSHR、 あ る いはTSHRと 同 じGs型 の 三量体Gタ ンパ ク質共役 型ホル モ ン受容体 を発現

す る組織 で は、p125を 介 したPI3-kinase活 性 化機構 の存在 が期待 され る。 例 えば、 セル

トリ細胞 で は、Gs型 のfollicle-stimulating hormone receptorが 発現 して いる。FSH刺 激

がcAMP合 成 を介 してPI 3-kinaseを 活性化 す る こ とが 明 らかにな って い るが、そ の機構

は不 明 であ る(Meroni et al.,2004)。 あ る いはSH-SY5Y細 胞 で はcAMP長 時 間刺激 によ

っ て 神 経 線 維 が 伸 長 す る が 、 この 際PI3-kinaseが 活 性 化 す る こ と も報 告 され て い る

(Sanchez et al.,2004)。 また 、当研 究室 の長 谷川 は3T3-L1脂 肪 細胞 でp125の 発現 を確 認

し、線 維 芽細 胞 か ら脂 肪 細胞 へ の分化 の過程 でp125タ ンパ ク量が 変動 す る ことを発見 した

(長谷 川 私信)。 この場合 も、p125の 役割 は 明 らかで はな く、今後 の研究 課題 で ある。 ま

た 、cAMP経 路 の刺 激 ばか りで はな く、血管 内皮 細胞 をビ トロネ クチ ンで 刺激 す る と、IGF
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刺激 に応答 して細胞増殖 ・細胞遊走が起 こることが報告 されて いるが、ビ トロネクチ ン処

理 によってp125が チロシンリン酸化 されることも見 出されている(Clemmons私 信)。 こ

れ らの結果は、p125がIGFの 応答性を上昇させる様々なケースで普遍的に機能 している可

能性 も示 している。

本研究ではp125のPI3-kinase活 性化能を中心に研究を進めてきた。YXXMモ チーフや

F-actin結 合部位の解析を行ったが、2つ 存在するPHド メイ ンの機能は未知である。また、

PI3-kinase活 性化能 を持たないAEAP-110とPHド メインやcoiled-coilの 相同性が高く、

AEAP-110で はこれ らの ドメイ ンがcPKCやSrcな どのタンパク質の結合や、F-actinの 構

造を変えることが明らか となっている。 したがって、p125は 新たなスキャフォール ドタン

パク質 としての役割 を果た しているのか もしれない。IGFシ グナル経路に対す る機能ばか

りではな く、p125が 幅広い生理現象 に果たす役割の解明を進める必要がある。

本研究によ り、PI3-kinase p85制 御サブユニッ トの新たなアダプター分子、p125の 同

定 に成功 した。cAMP刺 激 に応 じて タンパク質が発現 誘導 され、F-actinと 結合 してPI

3-kinaseを 長期活性化する機構はこれ までのPI3-kinase活 性化機構 には例のないもので

ある。 このPI3-kinase活 性化の結果、TSHとIGF-Iシ グナルのクロス トークが起 こり、

DNA合 成を相乗的に促進する機能が明 らかにすることができた。 しかし、p125の 研究は

端緒についたばか りである。今後 は、 この分子 をコンデ ィショナル ノックアウ トす るよ う

なモデル動物を作出するな どして、p125の 生理的意義をin vivo系 も含め総合的に解明で

きれば と考えている。今後の研究の発展に大いに期待 した い。
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Table総 合 討 論cAMP刺 激 がIGF-I刺 激 を相 乗 的 に増 強 し、FRTL-5

細 胞 の増 殖 が誘 導され るため に必要 なP-3-kinase

活性 化 機 構 の 比 較
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Fig.総 合 討 論cAMP長 時 間 処 理 によって1GF-Iシ グナ ル が増 強 され 、相 乗

的 なDNA合 成 が誘 導 され る機 構 の 作 業 仮 説

cAMP長 時間 処 理 はp125と 結 合 したPI3-kinaseを 長 期 活 性 化す る。その結 果 、IGF-Iシ グナル
の 下 流 に 存 在 する、IGF-I受 容 体 基 質p66 Shcの タンパ ク質合 成 と細 胞 周期 制 御 因子cyclin D1

の 翻 訳 が 促 進 され る。またcAMPか らp125を 介 さず にIRS2を 修 飾 す る機 構 が 明 らか にされ てお

りJRS2に 結 合 したPI3-kinaseの 活 性 化 を介 してcyclin D1の 転 写 とp27Kip1の 分 解 が 促 進 され

る。そ してIGF-I受 容 体 に直 接PI3-kinaseが 結 合す ることも明 らか にされ てお り、GSK3β の 活

性 を抑 制 してcyclin D1タ ンパ ク質 を安 定 化 す る。これ らの機 構 がIGF-1シ グナル を増 強 し、結 果
としてDNA合 成 が相 乗 的 に増 強 され る。
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