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【要約】

Aktは増殖因子刺激やストレス刺激依存性に活性

化し多彩な生物学的作用に関わるセリンスレオニンキ

ナーゼである。今回，熱刺激依存性のAktの活性化

機構を検討した。 CHO細胞では熱刺激によりAktの

活性化と308位のスレオニン残基及び473位のセリン残

基のリン酸化が生じた。 Aktの308位スレオニン残基

もしくは473位のセリン残基をアラニンに置換した変

異体における熱刺激依存性のリン酸化を検討したとこ

ろ，前者では473位の，後者では308位のリン酸化が生

じ，各々の部位のリン酸化は野生型の同部位のリン酸

化と同程度であった。このことから， これらの部位の

リン酸化は独立した機構により生じることが示唆され

た。熱刺激依存性のAktのリン酸化及び活性化は1A

型及びIB型 phosphatidylinositol(pI) 3-キナー

ゼの薬理学的阻害剤であるワルトマニンにより阻害さ

れたが， 1A型P13ーキナーゼを選択的に抑制する優

位抑制型変異体の強制発現では抑制されなかった。こ

のことから，熱刺激依存性のAktの活性化は1A型PI

3-キナーゼ以外のワルトマニン感受性因子によって

制御されることが示唆された。

【緒 言】

Aktはそのアミノ末端に plekstrinhomologyド

メインを有するセリンスレオニンキナーゼであり，

cAMP依存性フ。ロテインキナーゼやプロテインキナー

ゼCに相向性を示すキナーゼドメインを有することか

らプロテインキナーゼ B(protein kinase B:PKB) 

とも呼ばれる(1)0Aktは血小板由来増殖因子やイン

スリンなどの増殖因子刺激により活性化されるが，高

浸透圧，ずり応力，熱ショックといったストレス刺激

によって活性化されることも報告されており，多彩な

細胞外刺激に応答する情報伝達分子といえる(1)。

phosphatidylinositol (PI) 3-キナーゼはP1の

イノシトール環のD3位をリン酸化する脂質リン酸

化酸素であり，細胞増殖，小胞輸送，細胞遊走，遺伝

子転写，アポトーシス抑制，インスリンの代謝調節作

用など多くの生物学的作用の制御因子である(2)0P1 

3-キナーゼは通常， 4種のサブクラスに分類される

(3)。分子量110kDaの触媒サプユニットと Src

homology (SH) 2ドメインを有する調節サブ、ユニッ

トから構成される1A型PI3-キナーゼは，最初に同定

された PI3-キナーゼであり，細胞内で活性化する

とPI，3， 4 -2リン酸やPI3，4， 5 -3リン酸を

産生する(2，3)。増殖因子刺激によりチロシンキナー

ゼが活性化すると， IA型PI3-キナーゼはSH2ドメ

インを介してチロシンリン酸化蛋白と結合する(2 ， 

3)0 IA型PI3-キナーゼとチロシンリン酸化蛋白と

の結合を阻害するような変異調節サブユニット

(ムp85)の強制発現により，増殖因子依存性のPI3，

4 -2リン酸， PI3， 4， 5 -3リン酸の産生や種々

の細胞応答が抑制されることから(4-6)， IA型PI

3-キナーゼはチロシンリン酸化蛋白と結合すること

により活性化されると考えられている。 IB型PI3-キ

ナーゼも分子量110kDaの触媒サプユニットと調節サ

ブユニットからなるが， IB型PI3-キナーゼの調節サ

ブユニットはチロシンリン酸化蛋白とは結合せず，チ

ロシンキナーゼの下流の情報伝達には関与しないと考

えられている(2，3)0 PI3-キナーゼの細胞内で機

能の検討にはワルトマニンやLY294002といった薬理

学的阻害剤が用いられるが，これらの阻害剤はIA型P

13-キナーゼ， IB型のP13-キナーゼの両者の活性を

キーワード:PI 3キナーゼ， Akt，熱刺激，細胞内情報伝達

(17) 



18 

同程度に阻害することが知られている(2，3)。

増殖因子刺激によりAktが活性化される際にはAkt

の308位のスレオニン残基及び473位のセリン残基がリ

ン酸化する(7)。これらの部位を中性アミノ酸に置換

した変異体は増殖因子依存性の活性化が生じないこと

から(7)，同部位のリン酸化はAktの活性化に必須と

考えられる。また，増殖因子依存性のAktの活性化

はワルトマニンや LY294002，さらにはsp85の強制

発現により阻害されることから(1， 9)， IA型PI3-

キナーゼにより制御されると考えられる。

熱刺激依存性のAktの活性化におけるPI3-キナー

ゼの関与については不明な点が多い。 COS細胞や 3T

3 -L 1細胞における熱刺激依存性のAktの活性化は

ワルトマニンで抑制されないことが報告されている

(9， 10)。一方， ShawらはSwiss3 T 3細胞では熱

刺激依存性のAktの活性化がLY294002で抑制された

と報告している(11)。また，熱刺激依存性にAktが

活性化する際に308位のスレオニン残基及び473位のセ

リン残基のリン酸化が生じるか否かについては報告が

ない。そこで，本研究では，熱刺激依存性のAktの

リン酸化，活性化におけるIA型PI3-キナーゼの関与

について検討した。

【方 法】

細胞と抗体

CHO-IR細胞，エピトープタグを付加したAktを

安定的に発現したCHO-IR細胞 (CHO-IR/Akt細

胞)及び抗Akt抗体は既報のごとく作成した(8)。

Aktの308位リン酸化スレオニン残基特異的抗体，

473位リン酸化セリン残基特異的抗体は New

England Biolab社より購入した口

プラスミドとアデノウイルスベクター

Aktの308位のスレオニン残基， 473位のセリン残

基をアラニンに置換した変異体はHAエピトープタグ

をイ寸加したラットAkt1 cDNA(8)を用いて， Quick 

Change Site-directed Mutagenesis kit CStratagene 

社)により作成し，各々の変異体をAkt-T308A， 

Akt -S473Aと名づけた。一過性発現実験では， CH 

O-IR細胞に蛋白発現ベクターSRαに挿入したAktT

308AまたはAkt-S473AをLipofectAMINE(GIBCO -B 

RL社)を用いて導入し，遺伝子導入40時間後に実験

に供した。優位抑制型PI3-キナーゼ(ムp85)，優位

抑制型808(ム808)をコードするアデノウイルスベ

クターは既報のごとく作成した(12)0CHO-IR細胞，

CHO-IR/ Akt細胞へのアデノウイルスベクターの

感染は既報のごとく行った(8)。

(18) 

キナーゼ活性の測定

Aktの各種のコンストラクトを一過性に発現した

CHO-IR細胞もしくはCHO-IR/Akt細胞を16時間血清

除去の後， 100nM， 10分間のインスリン刺激もしくは

450C， 10分間の熱刺激を行い，既報のごとく細胞可溶化

分画を調整した(13)。細胞可溶化分画から抗HA抗体も

しくは抗FLAG抗体を用いてAktを免疫沈降し，免疫

沈降分画中のAkt活性をHiston2 Bを基質として既報の

ごとく測定したC8， 13)。また，細胞可溶化分画を抗フォ

スフォチロシン抗体で免疫沈降し，免疫沈降分画中のPI

3 -キナーゼ活性を既報のごとく測定した(12)。

【結 果】

熱刺激によるAktの308位スレオニン残基及び473

位セリン残基のリン酸化

我々は以前にCHO細胞に45
0
Cの熱刺激を加えると

Aktが活性化されるこを報告している(13)。増殖因

子刺激によるAktの活性化には308位のスレオニン残

基及び473位のセリン残基のリン酸化が必須であるこ

とが報告されている(7)。そこで，熱刺激によりAkt

が活性化する際にも同部位のリン酸化が生じるか否か

を部位特異的抗リン酸化セリン，スレオニン抗体を用

いて検討した。 CHO-IR細胞にHAエピトープを付加

したAktを一過性に発現させ，熱刺激処理，非処理

の後，細胞を可溶化し，抗HA抗体により免疫沈降を

行った。免疫沈降物を308位リン酸化スレオニン抗体，

473位リン酸化セリン抗体，抗Akt抗体を用いたイム

ノブロットに供した。各々の細胞でAktの発現量は

ほぼ同等であったが，熱刺激を行った細胞から得られ

た分画のみが， 308位リン酸化スレオニン抗体， 473位

リン酸化セリン抗体によりイムノプロット上のバンド

として検出された CFig.1)。このことから，増殖因

子刺激と同様に，熱刺激によってもAktの308位及び

473位のリン酸化が生じることが示唆された。

次に308位スレオニン残基， 473位セリン残基をアラ

ニンに置換した変異体 (Akt-T308A及びAkt-

S473A)を用いて同様の検討を行った。 Akt信 S473A

は熱刺激により308位のリン酸化が， Akt -T308Aは

熱刺激により473位のリン酸化が生じた (Fig.1)0 A 

kt-S473Aの308位のリン酸化， Akt -T308Aの473位

のリン酸化は，各々野生型Aktの308位， 473位のリ

ン酸化と同程度であった。このことから，熱刺激によ

るAktの308位， 473位のリン酸化は各々独立した機

構により生じることが示唆された。

熱刺激依存性のAktのリン酸化，活性化における優

位抑制型P13-キナーゼとワルトマニンの効果
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Fig.2. 

熱刺激依存性のAkt活性化，

ルトマニンの効果

(A) CHO-IR/ Akt細胞を各種濃度のワルトマ
ニンで30分間前処理した後，インスリン処理または
熱処理を行った。その後，細胞可溶化分画を抗FLA
G抗体で免疫沈降し，免疫沈降分画中のAkt活"生を
測定した。

(B) CHO-IR/ Akt細胞を100nMのワルトマニ
ンで30分間前処理した後，インスリン処理または熱
処理を行い，細胞可溶化分画を抗FLAG抗体で免疫
沈降し，免疫沈降分画をAktの308位リン酸化スレオ
ニン残基特異的抗体， 473位リン酸化セリン残基特異
的抗体を用いたイムノフーロットに供した。
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次に熱刺激依存性のAktのリン酸化，活性化にお

けるPI3-キナーゼの関与を検討した。インスリン受

容体とFLAGエピトープタグを付加したAktを安定

的に発現させたCHO-IR/ Akt細胞をワルトマニン

で30分間処理，非処理の後，インスリン刺激もしくは

熱刺激を行い，抗FLAG抗体免疫沈降分画中のAkt

活性を測定したところ，インスリンでは約17倍，熱刺

激では約8倍のAktの活性増強を認めた (Fig.2 A)。

いずれの刺激によるAktの活性化もワルトマニンに

より濃度依存性に抑制され， 100nMワルトマニンの

前処置により，ほぼ基礎値にまで低下した(Fig.2 A)。

また，インスリン依存性，熱刺激依存性のAktの308

位， 473位のリン酸化もワルトマニンの前処置により，

ほぼ完全に抑制された (Fig.2 B)。

触媒サブユニットとの結合部位を欠失したIA型PI

3-キナーゼの変異調節サブユニット(sp85) は，

チロシンリン酸化蛋白との結合を抑制することにより，

IA型PI3-キナーゼ活性を特異的に抑制する(4)。そ

こで，次に，ムp85が熱刺激依存性のAktのリン酸化

活性化に及ぼす影響を検討した。 CHO-IR細胞をイ

ンスリンで処理すると，抗フォスフォチロシン抗体で

免疫沈降されるPI3-キナーゼ活性は約15倍に増強し

たが，熱刺激は抗フォスフォチロシン抗体で免疫沈降

されるPI3-キナーゼ活性に影響を与えなかった (Fi

g.3A)。アデノウイルスベクターを用いてムp85を発

現させた細胞では，インスリン依存性のPI3-キナー

ゼの活性化が容量依存性に抑制された (Fig.3 A)。

ムp85の発現はインスリンによるAktの活性化を容量

依存性に抑制したが，熱刺激依存性のAktの活性化

には影響がなかった (Fig.3 B)。さらに，ムp85の発

現はインスリンによるAktの308位， 473位のリン酸

化を抑制したが，熱刺激による同部位のリン酸化には

影響を与えなかった (Fig.3 C)。

最後に熱刺激依存性のAktの活性化におけるRAS

の関与を検討した。 RASのGTP-GDP変換促進因
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熱刺激とインスリンによるAktのリン酸化

CHO -IR細胞にHAエピトープを付加した野生
型 Akt(Akt WT)， Akt -T308A， Akt -8473Aを一
過性に発現させ，インスリン処理または熱処理を行っ
た後，細胞を可溶化し抗HA抗体で免疫沈降した。
免疫沈降物をAktの308位リン酸化スレオニン残基
特異的抗体(T308，上段)， 473位リン酸化セリン残基
特異的抗体(8473，中段)，抗Akt抗体(下段)を用い
たイムノプロットに供した。
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子である808の触媒ドメインを欠失した変異体

(ム808)は， RA8-MAPキナーゼの活性化を抑制す

る(12，14)。アデノウイルスベクターを用いてCHO田

IR/ Akt細胞にム808を発現させてもインスリン依

存性，熱依存性のAktの活性化には影響がなかった

(Fig. 4)。以上のことから，熱刺激依存性のAktの

活性化にはIA型PI3-キナーゼを介した経路及び808

-RA8を介した経路は関与しないことが示唆された。
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今回の検討では熱刺激によるAktの活性化の際に，

増殖因子刺激時と同様に， 308位スレオニン残基及び

473位セリン残基のリン酸化が生じることが明らかと

なった。ある種の蛋白キナーゼは活性化する際にキナー

ゼ自身の複数のセリン，スレオニン残基のリン酸化を

伴うことが知られている(15)。また，蛋白キナーゼの

リン酸化は段階的に生じることも報告されている。た

とえば， p7086キナーゼの場合，活性の発現に必須

である229位のセリン残基のリン酸化が生じるには，

前もって， 389位のスレオニン残基がリン酸化をうけ

ることが必要であり(16，17)，増殖因子刺激によるA

ktの活性化の際にも， 308位スレオニン残基のリン酸

化が473位セリン残基のリン酸化に影響を及ぼす可能

性が報告されている(18)。今回の検討では，熱刺激依

存性にAkt-8473Aの308位， Akt-T308Aの473位の

リン酸化が生じ，各々の残基のリン酸化は野生型Akt

の阿部位のリン酸化と同程度であった。このことから，

熱刺激によるAktの308位， 473位のリン酸化は各々

独立した機構により生じ，互いのリン酸化には影響を

与えない可能性が示唆された。

増殖因子によるAktのリン酸化，活性化はPI3-キ

察】【考

o.u 
Heat shock (45 C). -
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Fig.4 

熱刺激依存性のAkt活性化，

sSOSの効果

CHO-IR/ Akt細胞にム808をコードするアデノ
ウイルスベクター(AxCAム808)をM0I20で感染さ
せた後，インスリン処理または熱処理を行い，抗FL
AG抗体免疫沈降分画中のAkt活性を測定した。

Fig.3 

熱刺激依存性のAkt活性化，

sp85の効果

(A) ムp85のPI3-キナーゼ活性への影響。
CHO・IR/Akt細胞を各種ウイルス濃度(MOI: 
multiplicity of infection) のAxCA~85で、感染させ
た。ウイルス感染48時間後，細胞にインスリン処理
または熱処理を行い，抗フォスフォチロシン抗体で
沈降するPI3-キナーゼ活性を測定した。
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(C) AxCAムp85を感染させた CHO-IR/Akt 
細胞をインスリン処理または熱処理の後，細胞可溶
化分画をAktの308位リン酸化スレオニン残基特異
的抗体， 473位リン酸化セリン残基特異的抗体を用い
たイムノフーロットに供した。

+ 
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(B) AxCAムp85を感染させた CHO-IR/Akt 
胞をインスリン処理または熱処理の後，抗FLAG抗
体免疫沈降分画中のAkt活性を測定した。

C 

+ 
o 

+ 
o 

+ 。

O 

o 

910t : anti-phosphoAkt (T308) 

910t : anli-phosphoA純σ308)

+ 
10 

+ 
10 

明閉園陸

輸勝

+ 
O 

+ 
o 

o 

o 

Insulin (1∞nM): 
AxCAilp85 (MOI) : 

Heat shock (45'C) : 
AxCMp85 (MOI) : 



ナーゼの薬理学的阻害剤であるワルトマニンにより抑

制されることが知られているが，高浸透圧や酸化スト

レスなどの細胞外ストレス依存性のAktの活性化に

おけるワルトマニンの効果については一定の見解がえ

られていない(9-11)。今回の検討では， CHO細胞

では熱刺激依存性のAktの活性化及び308位， 473位

のリン酸化はP13司キナーゼの薬理学的阻害剤である

ワルトマニンにより抑制されることが明らかとなった。

ところが， 1A型PI3-キナーゼを選択的に抑制するP

13-キナーゼの優位抑制型変異体(ムp85) は， イン

スリン依存性のAktのリン酸化，活性化を抑制した

が，熱刺激依存性のAktのリン酸化，活性化には影

響を及ぼさなかった。このことは，熱刺激依存性のA

ktの活性化には，ワルトマニンに感受性のある分子

が関与するものの， 1A型PI3-キナーゼ経路は関与し

ないことを示唆するものと考えられる。 IA型PI3-キ

ナーゼはチロシンリン酸化蛋白との結合により活性化

し，細胞内でPI3，4 P 2やPI3，4， 5 P 3を産生

し，多彩な細胞内情報伝達経路を活性化する(2)0C 

HO細胞に熱刺激を加えてもチロシンリン酸化蛋白に

結合するP13-キナーゼ活性の増強はみられなかった

ことからも， IA型P13-キナーゼは熱刺激依存性のA

kt活性化機構には主要な役割を果たさないことが示

唆される。

低分子量G蛋白質RAsのAktの活性化への関与を

示唆する成績がある(19)。また， RASが1A型， IB型

P13-キナーゼに直接結合し活性化することも報告さ

れている(20)。しかし， CHO細胞において RAs-

MAPキナーゼ経路の活性化を十分に抑制できる量の

優位抑制型80Sを発現させても(8)，熱刺激依存性の

Aktの活性化には影響がなく， RAsを介した経路も

熱刺激によるAktの活性化には関与しないことが示

唆される。

現時点では熱刺激依存性のAkt活性化に関与する

ワルトマニンの標的分子の本体は明らかではない。 I

B型P13-キナーゼは1A型P13-キナーゼ、とほぼ同程

度のワルトマニン感受性を示すことから(3)，熱刺激

によるAkt活性化を制御する因子の候補のーっと考

えられる。 IA型PI3-キナーゼと比較してIB型PI3-

キナーゼの生理作用については不明な点が多い。また，

その活性化機構についても 3量体型G蛋白質のシグ

ナルにより活性化される可能性が指摘されているのみ

である(20，21)。熱刺激によって活性化されるワルト

マニン感受性分子の同定がAktの活性化機構を考え

る上で重要な課題と思われる。

(21) 
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Regulation of heat shock-induced activation of Akt 
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ABSTRACT 

Akt is a serine/threonine kinase activated in response to a variety of extracellular stimuli. In 

this study， regulation of heat shock -induced activation of Akt was investigated. Thr308 and 

Ser473 of Akt become phosphorylated in response to heat shock. Upon heat shock，Akt mutants in 

which either Thr308 or Ser473 were replaced by alanine were phosphorylated at Ser473 or Thr308， 

respectively， suggesting that phoshphorylation of these two sites are independently regulated 

Phosphorylation of Thr308 and Ser473 as well as kinase activity of Akt induced by heat shock 

were inhibited by wortmannin， an inhibitor of both class IA and class IB phosphatydilinositol 

(PD 3 -kinase.However， a dominant negative mutant of class IA PI・3kinase， a mutant 

regulatory subunit lacking the biding site for its catalytic subunit， did not affect heat 

shock-induced activation and phosphorylation of Akt. These results suggest that a wortmannin-

sensitive pathway that is distinct from class IA PI 3 -kinase is involved in heat -shock induced 

Akt activation. 
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