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インスリンによる 3-Phosphoinositide-dependen t 

protein kinase 1 (PDK1)のリン酸化機構

日野 泰 久

神戸大学医学部内科学第二講座

神戸市中央区楠町 7-5-1
Phone : 078-382 -5861 
Fax: 078-382-2080 

(平成13年 1月11日受付)

【要 約】

3-phosphoinositede-dependent protein kinase 

l(PDKl)は phosphatidyl-inositol(PD3-キナー

ゼの下流で機能する多くの蛋白キナーゼをリン酸化し，

活性化する蛋白キナーゼである。インスリン受容体と

PDK1をともに安定的に発現した CHO細胞をイン

スリンで処理すると， SDS-PAGE上の PDK1の移

動度の低下が生じた。また，熱刺激や過酸化水素刺激

でも同様の移動度の低下が生じた。放射性リン酸標識

実験により，インスリンによる PDK1の移動度の低

下は PDK1のリン酸化の増強を反映することが明ら

かとなった。 PI3-キナーゼの薬理学的阻害剤である

wortmanmnは，インスリンによる PDK1の移動度

の低下及び PDKlのリン酸化を抑制し，恒常的活性

型 PI3-キナーゼは刺激非存在下にもPDK1の移動度

の低下を促進した。キナーゼ欠損型の PDK1も野性

型 PDK1と同様にインスリン刺激により移動度が低

下した。優位抑制型 Akt， 優位抑制型 protein

kinase C(PKC) A， p70S6キナーゼの活性化を阻害

する薬理学的阻害剤である rapamyclDはインスリン

依存性の PDK1の移動度の低下を阻害しなかった。

以上の結果により，インスリン刺激により PDK1は

PI3-キナーゼ依存性にリン酸化され， この PDK1の

リン酸化には Akt，p70S6キナーゼ及び PKCAは関

与しないことが示唆された。

【緒 言】

PI3-キナーゼは受容体型チロシンキナーゼのリガ

ンドによる刺激を始めとした様々な刺激による細胞

反応を媒介することが知られている (1. 2)0 PI3-キ

ナーゼ依存性の細胞内情報伝達経路には不明な点も

多いが，近年， Akt， p70S6キナーゼ， serUffi-and 

g 1 ucocorticoid -ind uced protein kinase (SG K) ， 

novel PKCやatypicalPKCのある種のアイソフォー

ムといった PI3-キナーゼの下流で機能する蛋白キナ

ーゼが数多く同定され， これらの分子の PI3-キナー

ゼの媒介する細胞反応への関与が明らかになりつつあ

る(1-5)。

PDK1はAktをリン酸化レ活性化する蛋白キナー

ゼとして同定されたが(6. 7)その後， p70S6キナーゼ，

SGKに加え， novel PKCや atypicalPKCをもリ

ン酸化し活性化することが報告された(4-11)。このこと

はPDKlが PI3-キナーゼ依存性の細胞内情報伝達経

路に重要な機能を果たす可能性を示唆するが， PI3-キ

ナーゼからの情報がし、かなる機構で PDK1に伝達さ

れるかは明らかではなし、。増殖因子刺激や PI3-キナー

ゼの阻害剤で細胞を処理しても， PDK1のキナーゼ

活性に変化は生じないことが報告されており(1ヘ

PDK1のキナーゼ活性自体が PI3-キナーゼにより制

御される可能性は否定的である。また， PI3-キナーゼ

依存性の機構によって， PDK1が細胞質分画から細

胞膜分画へ移行するという報告もあるが〔は 14) これに

は異論も存在する(ヘ

本研究では， PI3-キナーゼからの細胞内情報がし1か

なる機構で PDKlへ伝達されるかを明らかとするた

め，インスリンによる刺激が PDK1のリン酸化に影

響を与えるか否か，またこの機構に PI3-キナーゼが

関与するか否かを検討した。

【方 法】

細胞と抗体

キーワード:PDK1，インスリン， PI3-キナーゼ， Akt， PKCA，リン酸化
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CHO-IR細胞に PCMV3ベクターにサブクローニ

ングされた Mvcタグを付加したヒト PDK1遺伝

子(i)を導入し，既報の如く限界希釈法にて単一クロー

ンを得:16¥ インスリン受容体と PDKlを安定的に発

現した CHO-IR/PDK1細胞を確立した口抗 Mvc

抗体は既報の如く調整し:16) 抗 p70S6キナーゼ抗

体，抗 PDK1抗体は各々 SantaCruz杜，

Biotechnolo幻ア社より購入した。

プラスミドとアデノウイルスベクター

恒常的活性型 PI3-キナーゼ(AxCA:'vIyr-pll0)叶 7)

恒常的活性型 Akt(AxCAMvr-Akt)iI8¥ 恒常的活性

型 PKCA (AxCA A ムPD):191， 優位抑制型 Akt

(AxCAAkt-AA)(16¥ 優位抑制型 PKCA (AxCA A 

ム:¥，KD)をコードするアデノウイルスベクターは既

報の如く調整した。 Lvs111または Ser241をアラニ

ンに置換した 2種のキナーゼ欠損型 PDK1(PDKl-

KI11Q及び PDKl-S241A)は， ."v1ycタグを付加し

たヒト PDK1より Quick Change Si te-Directed 

M u tagenesis ki t (Stra tagene社)を用いて作成した。

また，これらの変異体をコードするアデノウイルス

ベクターを adenovirus expression 

杜)を用いて作成し，各々 AxCAPDK1-K111Q，

AxCAPDK1-S241Aと名付けた。細胞へのアデノウ

イルスの感染は既報の知く行った16)。

イムノプロット，放射性リン酸標識及びキナーゼアッ

出された。インスリン非処理状態では低移動度(高分

子量)のバンドの強度は，高移動度(低分子量)のバン

ドの強度に比して非常に弱く，インスリン処理により

低移動度のバンド強度が増強し，高移動度のバンド強
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16時間血清を除去した CHO-IR/PDK1細胞また

はCHO-IR細胞を， 20分間九九アortmanninnで処理，

非処理の後， 100nMインスリン刺激， 8.8m."vI過酸化

水素刺激，または 45
0

Cでの熱刺激を 10分間加え，細

胞司溶化分画を抗 Myc抗体，または抗PDKl抗体に

よるイムノプロッ卜に供した。放射性リン酸標識は既

報の如く行いi!8;' 標識細胞を 20分間 wortmannmn

で処理，非処理の後， 100nMインスリンで 10分間刺

激し，細胞可溶化分画を抗 Myc抗体により免疫沈降

を行った。免疫沈降物を SDS-PAGEで分離後，

トラジオグラフィーに供した。放射活性は BAS2000

phosphoimagerにより定量した。 p70S6キナーゼ

活性は既報の万法で測定した(16)。

+ + 
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インスリンによる PI3・キナーゼ依存性の

PDK1の移動度の低下とリン酸化

山) CHO-IR/PDK1細胞を 100nMwortmannin 

で 20分間処理，非処理の後， 100nMインスリンにて

10分間刺激を行い，細胞可溶化分画を抗 PDK1抗体

によるイムノブロットに供した。 (B)CHO-IR/PDK1

細胞に AxCAMyアトpll0を 5MOI(multiplicity of 

infection)にて感染させ，感染 48時間後に抗 PDK1

抗体によるイムノブロットに供した。 (C)CHO-IR/P

DK1細胞を放射性リン酸にて標識し， 100nMの

wortmanninで 20分間処理，非処理の後， 100nM 

インスリンで 10分間刺激した。その後，細胞可溶化

分画を抗 Myc抗体にて免疫沈降し，免疫沈降分画を

SDS-PAGEで分離後，オートラジオグラフィーに供

した(上段)。また，オートラジオグラフィ一上の 2本

の PDK1のバンドの放射活性を測定した(下段)。

F igure 1. 

(132) 
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インスリンによる PDK1の移動度の変化

CHO-IR/PDK1細胞をインスリンで 10分間処理，

非処理の後，細胞可溶化分画を SDS-PAGEで分離

後，抗 PDK1抗体を用いたイムノブロットに供した

ところ， PDK1の分子量に一致するバンドが 2本検

果】【結
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F igure 2. 熱刺激，及び過酸化水素刺激の PDKl

の移動度への影響

CHO-IR/PDK1細胞を100nMの wortmannin
で 20分間処理，非処理の後， 100nMのインスリン刺

激， 8.8mMの過酸化水素刺激， もしくは 450Cの熱刺

激を 10分間行い，その後，細胞の可溶化分画を抗

PDKl抗体を用いたイムノブロットに供した。

度は減弱した(Fig. lA)。このインスリン依存性の

PDKlの SDらPAGE上の移動度の低下は

wortmannin処理によりほぼ完全に抑制された。ま

た，恒常的活性型 PI3-キナーゼをアデノウイルスベ

クターを用いて細胞に発現させると，インスリン非存

在下にも PDK1の移動度の低下が生じた(Fig.1B)。

インスリンによる PDKlのリン酸化

放射性リン酸で標識した CHO-IR/PDK1細胞を

インスリン処理し，抗 Myc抗体による免疫沈降の後，

SDS-PAGEで分離し，オートラジオグラフィーに供

した。インスリン非処理状態では放射活性が低いバン

ドが高移動度の位置に，放射活性が強いバンドが低移

動度の位置に認められ，インスリン処理により，高移

動度のバンドが減弱し，低移動度のバンドが著しく増

強した(Fig.1C)。また， インスリン処理により，

PDK1の総放射活性は約2倍に増強した(Fig.1C)。

インスリンによるオートラジオグラフィー上の

(133) 
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PDKlの各バンドの強度の変化 2本のバンドの総

放射活性の増加は wortmannin処理により抑制され

fこ(Fig.1C)。

熱刺激，過酸化水素刺激による PDKlの移動度の低

下

熱刺激及び過酸化水素刺激は各種の蛋白キナーゼの

活性を増強することが知られている (20へそこで，次

ぎにこれらの刺激による PDK1の SDS-PAGE上の

移動度の変化について検討した。 10分間 450Cの熱刺

激または 8.8mMの過酸化水素刺激はいずれも

PDK1の移動度の低下を惹起した(Fig.2)。また，

これらの刺激による PDK1の移動度の低下は

wortmanninにて抑制された。

キナーゼ欠損型 PDKlのインスリンによる移動度の

低下

CHO-IR細胞に Myctagで標識した 2種のキナー

ゼ欠損型 PDKl(PDKI-Kll1Q及び PDK1-S241A)

を一過性に発現させ， これらの変異体のインスリンに

よる移動度の変化を検討した。いずれの変異体もイン

スリン処理により野性型 PDK1と同程度の移動度

の低下が生じ，これは wortmanninにて抑制された

(Fig. 3)。

PDKlの移動度の変化を促すシグナル伝達経路の解

析

次ぎに， PDK1の移動度の低下を促す細胞内情報

伝達経路について解析した。 CHO-IR/PDKl細

胞を mammalianTOR(mTOR)の阻害剤である

rpamycmで処理すると，インスリン依存性の p70S6

キナーゼの SDS-PAGE上の移動度の低下(Fig.4A)， 

及び‘活性化(datanot shown)はほぼ完全に抑制さ

れたが， PDK1の移動度の低下は阻害されなかった

(Fig. 4A)。また，アデノウイルスベクターを用いて

優位抑制型の Akt(Fig.4B)もしくは優位抑制型の P

KC A (Fig. 4C)を， CHO-IR細胞において各々の内

因性のキナーゼの活性を十分に抑制しうる量発現させ

ても 06，19)，PDK1の移動度の低下は抑制されなかっ

た。

【考 察】

今回の研究では，インスリン処理により SDS-

PAGE上の PDK1の移動度の低下が生じることが明

かとなった。放射性リン酸標識実験の結果から， この

移動度の低下は PDK1のリン酸化の増強を反映する

ことが示された。また，インスリンによる PDK1の

移動度の低下， PDK1のリン酸化が PI3-キナーゼの

薬理学的阻害剤である wortmanninにより阻害され
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F igure 3. インスリン刺激のキナ…ゼ欠損型 PDK1

の移動度への影響

CHO-IR細胞に AxCAPDKI-KI11QPもしくは

AxCAPDKl-S241Aを各々3MOIで感染させた。感

染 48時間後に 100nMの wortmanninで 20分間処

理，非処理の後， 100nMインスリンにで 10分間刺激

を行った。その後，細胞可格化分画を抗 PDKl抗体

によるイムノブロットに供した。

たこと，及び，恒常的活性型 PI3ーキナ…ゼの発明に

より，刺激非存夜下にも PDKlの移動度の低下が生

じたことから， PDKlのリン酸化には PI3-キナーゼ

が関与することが示唆された。

最近， Casama，アorらは 293細胞において， 1型イ

ンスリン様増殖因子刺激や wortmannin処理を行っ

ても PDKlのリン酸化には変化が生じないと報告し

ている彼らの結果と本研究の結果が異なる理由は

明かではないが，使用した細胞，刺激に用いたリガン

ドの差に起因する可能性がある。また， Grilloらは

単離脂肪細胞を peroxovanadateで刺激することに

より， PDKlのチロシン桟基のリン酸化が生じるこ

とを報告している(初。しかし，我々の検討では CHO山

IR/PDKl細胞から免疫沈降した PDKlを抗フォ

スフォチロシン抗体を用いたイムノブロットに供しで

も，インスリン処理により PDKlの抗フォスフォチ

A 810t: PDK1 

PDK1=紅側酬削除輔副削除繊細削除

p70S6K -と

Insulin (10.7M) 

Rapamycin (20料M): 

日

PDK1二

Insulin (10・7M): 

AxCA Akt雌 AA: 

C 

810t : p 70S6K 

+ 

810t: PDK1 

+ 

+ 

棚鴨

+ 

810t: PDK1 

+ 
十

PDK1二工組削除制僻繍鵬

Insulin (10ヴM): 

AxCA入L1NKD:

4附 十

十

Figure 4. Rapamaycin，優位抑制製 Akt及。優

位抑制型 PKCλのインスリンによる

PDK1の移動度への影響

(A) CHO-IR/PDKl細胞を20μMのrapamycm

で20分間処理，非処理の後， 100n~I のインスリンで

10分間刺激しその後，細胞可格化分耐を抗 PDKl

抗体(上段)，抗 p70S6キナ…ゼ抗体(下段)を用いた

イムノプロットに供した。 (B，C) CHO-IR/PDKl 

細胞に AxCAAkt-AAを 20MOIで， AxCA AムN

KDを30MOIで感染させた。感染 48時間後，細胞

を 100n~ インスリンにで 10 分間刺激を行い，細胞

司法化分幽を抗 PDKl抗体によるイムノブロットに

供し

(134) 

ロシン抗体への反応性には変化が生じないことを確認

しており (datanot shown)，本細胞におけるイン

スリン依存性の PDKlのリン酸化はチロシン残基に

じない可能性が示唆されるO
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多くの蛋白キナ…ゼが自己リン酸化することが知ら ますo

れている (25)。しかし，ニドナーゼ欠損型の PDKlもイ

ンスリン処閣によりリン酸化を生じたことから，

PDK1のリン酸化には PDK1自身のキナーゼ活性は

関与しないことが示唆される o p70s6キナーゼ，

AKt，及び PKCAはPI3“キナーゼの下流で機能する

ニトナ…ゼであり(1.3) p70S6キナ…ゼ及び Aktは，

インスリンのみならず，今回， PDK1のリン酸化を

ることが明かとなった熱刺激や過酸化水素刺激

によっても活性化される (21，ヘしかし，優位抑制型変

興体や薬理学的阻害剤を用いた検討から， これらのい

ずれのキナーゼの15'性もインスリンによる PDK1の

リン酸化には関与しない可能性が示唆された。実際，

値常的活性型 Akt(Myr削 Akt)や恒常的活性型 PKC

A (A s PD)をアデノウイルスベクターを用いて

CHO-IR細胞に発現させても， インスリン刺激非存

症下では PDK1のリン酸化は生じなかった (data

not shown)。このことから， PDK1は， p70S6キ

ナーゼ， Akt，及び PKCA以外の PI3“キナーゼの下

流で機能する蛍白キナーゼによりリン酸化されること

が示唆された。

現時点でインスリンによる PDK1のリン酸化の生

理的意義は明かではない。蛋白のリン酸化は触媒活性，

蛋白同士の相互作用，細胞内局在，蛋白の分解速度や

安定性といった様々な現象を制御することが知られて

いる。しかし，細胞から免疫沈降した PDKlの活性

は増殖因子刺激や薬理学的阻害剤により影響を受けな

いことが報告されており(12) インスリンによるリン酸

化が PDK1のキナーゼ活性の制御に関わる可能性は

低いと考えれる。一方， PI3-キナーゼの下流のシグナ

ルが PDK1の細胞膜への移行に関与するとの報告も

あるが(は 14) これには異論も存在する(九我々の検討

でもインスリン処理により，細胞膜分画と細胞質分画

における PDK1の量比やこれらの分断聞での PDK1

の高移動度，低移動度のバンドの量比には有意な差異

を認めなかった(datanot shown)。しかし， これ

らの結果は PDK1のリン酸化が，細胞内の特定の部

位への局在や他の分子との相主主作用に関与する可能性

を完全に否定するものではなく，今後， PDK1上の

リン酸化部位の決定や， PDK1をリン酸化するキナー

ゼの同定を通じて， PDK1リン酸化の生理的意義が

明かとなるものと思われる。
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Insulin-向inducedphosphorylation of 3田 Phosphoinositide-

dependent protein kinωe 1 (PDKl) in CHO cells 
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7-ふ1Kusunoki-cho， Chuo-ku， Kobe 650-0017， Japan 

PDKl is a serine嗣.threoninekinase that contributes to the phosphorylation and activation of 

various other protein kinases， inc1uding several that act downstream of phosphoinositide (PI) 3-

kinase. In CHO cells expressing both recombinant PDKl and insulin receptors， as well as heat shock 

and hydrogen peroxide each induced a shift in the electrophoretic mobility of PDKl. Labeling of 

cells with 32p revealed that this mobility shift reflected an increase in PDKl phosphorylation. The 

PI 3-kinase inhibitor wortmannin abolished the insulin-induced mobility shift of and incorporation 

of 32p into PDK1， and a constitutively active mutant of PI 3-kinase induced the mobility shift in 

the absence of insulin柑 Insulinalso induced similar shifts in the mobilities of two kinase-deficient 

mutants of PDK1， and dominant negative or constitutively active mutants of Akt or of the A. 

isoform of protein kinase C did not affect PDKl mobility _ Rapamycin， which inhibited p70 86 

kinase activation， did not affect the insulin-induced shift in PDKl mobility. These results suggest 

that insulin induces phosphorylation of PDKl by a PI 3-kinase-dependent mechanism， and that the 

kinase activity of PDKl or signals mediated through Akt， p70 86 kinase， or protein kinase C A. do 

not contribute to this effect. 
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