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1.は じ め に

プ ロテ イ ンキ ナ ーゼC(PKC)は,1977年 に 発見 さ

れ たセ リ ン ・ス レオ ニ ン リン酸化 酵素 で,受 容体刺 激

に伴 う脂 質代 謝 産 物 に よ り活性 化 され る.PKCの 活

性 化 に関与 す る最 もよ く知 られ た脂 質代 謝産 物 は,ジ

ア シ ル グ リセ ロー ル(DG)と イ ノ シ トー ル3リ ン酸

(IP、)で あ り,両 者 は フ ォス フ ァチ ジ ル イ ノ シ トー

ル4,5,ニ リ ン酸(PIP2)が フ ォス フ ォ リパ ーゼC

(PLC)に よ り分 解 され る こ とに よ り生 じる.PKCの

活 性 化 は,DGとIP3に よ っ て細胞 内 ス トア か ら動 員

され るCa2+に よ り促 され る こ とが よ く知 ら れ て い

る.そ の後,フ ォル ボ ール エ ス テ ル がPKCの 特 異 的

な活性 化 剤 で あ る こ とが明 らか に な り,フ ォル ボ ール

エ ス テ ル を用 い た研 究 に よ り,PKGは,様 々 な生 命

現 象,生 理機 能 に関与 して い る こ とが明 らか に されて

きた1-4).

PKCは,そ の分 子 ク ロー ニ ング に よ り,哺 乳 類 で

は少 な く とも11種 類 のサ ブ タイプが あ る こ とが解 り,

そ の一次 構 造 の違 いか ら,cPKC(classicalPKC),nPKC

(nove1PKC),aPI(C(atypicaユPKC)の3種 に大 別 さ

れ る5,6)(図1).こ れ ら11種 類 の サ ブ タイ プ 問 で活 性

化 機構 や,組 織 分布,細 胞 内分布 が 異 な るこ とか ら,

生 体 内 で は,各 サ ブ タ イプは,異 な った生理 機 能 を持

つ もの と予 想 され たが,そ の酵 素学 的特 徴 は非常 に類
ト

似 し,基 質特異性 も低いため,生 化学的 な手法で,そ

れぞれのサ ズタイプの特異的な特徴 を見 いだす ことは

困難 であった.そ こで,免 疫電顕法 などを用いてrPKC

各分子種 の詳細 な細胞内局在 を検討することにより,

それ らの特異的な基質や機能を明らかにする試みがな

された?).し か しなが らPKCは,そ の活性化の際 に,

細胞質か ら細胞膜あるいは,他 の細胞 内器官に局在が

変化す る(ト ランスロケーションす る)こ とが明らか

にな り8),PKGと その特異的基質 との空間的関連 を解

析 し,PKCの 分子種特異的機 能 を解 明するには この

トラ ンス ロケーシ ョン現象 を考慮 に入れる必要が生 じ

てきた.

PKCを 含 む細胞 内情報伝 達系 の形 態学 的 な解析

は,従 来,そ のほ とんどが,固 定された分子の光学顕

微鏡,あ るいは電子顕微鏡 を用いた解析 であ り,生 体

内でのPKCの 動態 を解析する には限界があ った.そ

こで,我 々 は,1994年 に分 子 クロ ーニ ン グ され た

GreenFluorescentProtein(GFP)に 着目し9.1°),GFP

標識 した種々のPKC分 子種 を,そ の本来の酵素学的

特性を損なわず培養細胞 に発現 させ,種 々の細胞外刺

激 による各PKCの トラ ンスロケ ーシ ョン現象 を生細

胞内で経時的 に観 察 し,各PKCサ ブタイプがrど の

ような刺激 の際に,ど のような時間経過で,そ の標的

に到達するか(タ ーゲティング)を 明 らか にすること

によ り,PKCの 機能解析 を試みているu).本 稿では,

蛍光蛋 白 質融 合PKCを 用 いて明 らか に され たPKC

夕一ゲティングを指標 としたPKGの 機能解析の知見

を解説する.

2.生 細 胞 内 で の 蛍 光 蛋 白 質 融 合 プ ロ テ

イ ン キ ナ ー ゼC(PKC-GFP>の 発 現

と動 態(ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン)の 観 察

GFp(GreenFluorescentprotein)は,1994年 に北

米 シア トル沖の太平洋に生息するオワンクラゲか ら分

子 クローニングされた1°).その発表以来,GFPは 多 く

の生命科学の研究 に利用 された きた.そ の理 由 と し

て,GFPが,1)カ ルシウムなどの因子 を必要 とせず.

蛍光 を発すること,2)細 胞毒性が低 いことr3)非 常

に安定 なタンパ ク質であること,4)遺 伝子組換 え技

術 の利用 によ り,様 々な研 究領域 に応用 され うる こ

と,な どがあげられる9).

クローニングされたGFPは,ク ラゲのコ ドンを用

いて発現する蛋白質であったため,哺 乳動物細胞に発

現 させた際に,発 現 レベル,蛍 光強度 も低 く,培 養 も

低温 〔25-30度〕で行 う必要が あった.し か し,そ の

後 の点変異体GFPの 作 製 と哺乳動物 のコ ドンへの変

・f
+・
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異 に よって,哺 乳 動 物細 胞 内で37度 で発現 で きる蛍光

強 度 の 高 いGFPが 得 ら れ た.さ ら に,excit,at.ionと

emissionの 波 長 の異 なる変1:EI体が 作 製 され,今liで は

BFP(131t.ieFluorescelltPr()teiil),CFP(Cyan

Fluorescent.1'roteirl),YFP(YellowTluorescent

Protein)な どが 入 手 可 能 で あ る.ま た,最 近,イ ソ

ギ ンチ ャ クか ら,赤 色蛍 光 蛋 白 質 のDsRedが 開 発 さ

れ,こ れ らを用い る こ とに よ り,異 な る蛍光 波 長で標

識 され た 複数 の タンパ ク質 を生細 胞 内 で同時 に観 察 す

る こ とが可 能 に なって きた.

我 々 は,こ れ らの蛍 光 蛋 白 質 とPKCのC末 端 に 融

合 させ た蛍 光蛋 白融 合PKCを 様 々 な培 養細 胞 に 発現

させ(図1),PKCを 活 性 化 させ る であ ろ う様 々 な刺

激 を加 え て生 細 胞 でのPKCの タ ー ゲテ ィン グ を共 焦

点 レーザ ー顕微 鏡 で リアル タイム に観察 したIP.

CHO-K1細 胞 に発 現 したY,E,δ の3種 のPKC分

子 種 は,そ れ ぞれ特 有 の細胞 内 分布 を示 した.つ ま り,

YPKC-GFPは 主 に細 胞 質 に発現 し,核 内 に も少 量存 在

した.一 方,sPKGGFPは 細 胞 質 のみ に発現 し,δPKC-

GFPは 細 胞 質 及 び核 質 と も同程 度存 在 した(図2)lz,.

CHO-K1細 胞 はG蛋 白 質 と共 役 したATP受 容 体 を

有 して い る ことか ら,各 融 合蛋 白質 を発現 させ た細 胞

をATPで 刺 激 し,そ の トラ ンス ロ ケ ー シ ョ ンを解 析

した.ATPの 投 与 に よ り,YPKC-GFPは 細 胞 質か ら細

胞 質 膜 へ す ば や く トラ ンス ロ ケ ー シ ョ ン し,そ の 後

1-2分 で 刺 激 前 の状 態 に 戻 っ た.核 内 のPKCに 変

化 は 認 め られ な か っ た.ε 及 び δPKC-GFPに つ い て

も,ATPの 投 与 に よ りほぼ 同様 の トラ ンス ロ ケー シ ョ

ンが 観 察 され た(図2)12L.こ れ に対 し,PKCの 活 性

化 剤 で あ るTPAで 細 胞 を 刺激 す る と,す べ て の 分子

Subtypes RegulatorydomainKinasedomainGFP

-一/一

CPKCa.,(31,(311,y-PKC

・PKC臓8μ 〔=一一 一 一

aPKCζ ・λ一PKC 一
図1GFP融 合PKCサ ブ タイ プの構築 と特性 の解 析

PKCフ ァ ミ リー の分類 とGFP融 合PKCサ ブ タ イプの構 築

PKCフ ァ ミ リーは,reluratorydomain(調 節 ドメイ ン)の 構 造 の違 い に よ り,3つ

の サ ブ グル ー プ に 分類 され る.我 々 は、 い くつ か のPKCサ ブ タ イ プのC末 端 側 に

GFPが 付 加 す る よ うに構 築 を作 製 した.P:偽 基 質領 域,C1:シ ス テ イ ン リ ッチ ド

メイ ン,C2:Ca2+結 合 ドメイ ン

Y-PKC

一PKC

s-PKc
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図2ATP受 容 体 刺 激 に よるGFP融 合Y'一,

δ一PKCの トラ ンス ロケ ー シ ョン

GFP融 合y-,ε 一,δ一PKCをCHO-K1細

胞 に 発 現 さ せ,ATP受 容 体(purinergic

受 容 体)を100μmATPで 刺 激 し,ト ラ ン

ス ロケ ー シ ョン を観 察 した.い ず れの 分

子種 も,素 早 く細 胞質 か ら形 質膜 に トラ

ンス ロケー シ ョ ン し,1-2分 後 に は元

の状 態 に戻 った.ス ケー ル10μm
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種 に おい て,細 胞 質のPKCが ゆ っ く りと(3-5分)

細 胞 質膜 ヘ トラ ン スロ ケー シ ョン し(図3A),30分

後 も膜 に留 まっ た ままで あ っ た(図3B).こ の よ う

に,同 じ細 胞 質 か ら細胞 膜へ の 局在 の変化 も,時 間経

過 が異 な る こ とが,GFP融 合PKCの 動 態 を観 察 す る

こ とに よ り,簡 単に しか も明 瞭 に観察 す る こ とが可 能

で あ っ た.さ ら に,ATPに よ る トラ ン ス ロ ケ ー シ ョ

ンの よ うに生細 胞 内 で の素早 い動 きは,従 来 の生化 学

的方 法 や,固 定標 本 な どで は観察 不可 能で あ った所 見

で あ り,GFPを 用 い た方 法 の も っ と も有 効 な 点 とい

え る.

PKCは,invitroで 様 々 な脂 肪 酸 に よって活性 化 す

る こ とが 知 られ て い る.ま た,PKC各 分 子 種 問 で 脂

肪 酸 に対 す る感受 性 も異 な る ことが知 られ て いる.そ

こで,我 々は,脂 肪 酸 がPKC-GFPを トラ ンス ロケ ー

シ ョン させ る か を検 討 した とこ ろ,種 々の 脂 肪 酸 は

PKC-GFPの トラ ンス ロケー シ ョンを誘導 し,1Tlvitro

の 活 性 化 の結 果 と同様 に,そ の感受 性 は

分 了・種 問で異 な るこ とが明 らか になっA

た】:P.ま た,同 じ脂 肪 酸 で もPKC分 子

種 が 異 な る と異 な った ターゲ テ イ ング先

y-PKCに ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン させ る こ とが

解 った.例 え ば,飽 和 脂肪 酸 の トリデ カ

ン酸 は,Y-PKC-GFP,ε 一PKC-GFPを と も

に細胞 質か ら形 質膜 に速や か に,か つ一
E-PKC

過 性 に トラ ンス ロケ ー シ ョン させ るが,

不 飽和 脂肪 酸 の ア ラキ ドン酸 は,y-PKC-

GFPを 細 胞 質 か ら形 質膜 に素 早 く トラ

Bン ス ロ ケ ー シ ョ ン さ せ る の に対 し,ε 一

PKC-GFPに 対 して は,核 方 向へ の 比 較

的 ゆ っ く りと した トラ ンスロ ケー シ ョン

を 引 き起 こ した(図4)i31.こ の,ア ラ

キ ド ン 酸 に よ る ε一PKC-GFPの タ ー ゲ

テ ィン グ先 は主 に ゴ ル ジ体 で あ る こ と

が,ゴ ル ジ体 の マ ー カ ー で あ るWheat

GermAgglutinin(WGA)と の 二重 染色

で 明 らか に な った13}.ま た,fi-PKC-GI'P

は,ト リデ カ ン酸,ア ラ キ ドン酸 に よっ

て トラ ン ス ロ ケ ー シ ョン を示 さな か っ

た.

以 上 の結 果 か ら,1)刺 激 の種類 が 異

なる と,同 じサ ブ タイプで あ って も ター

ゲ テ ィン グ機 構(部 位,時 問経 過)が 異

なる こ と,2)同 じ刺激 に対 して も,各

サ ブ タ イプ は,異 な る ター ゲテ ィング機

構 を有 す る こ と,さ らに3)サ ブ タイプ

間 で,種 々 の刺激 に対す る感 受性 が異 な

y-PKC

る こ とが推 測で きた.

ま た,最 近 の 我 々 の検 討 か ら,1)PLCに よ り産

生 され る脂 質代謝 産物 以外 に,フ ォス フォ リパ ーゼA

2に よ り産生 され る脂 質代 謝産物 が1",あ る い は,DG

と と もに脂 質 メデ イエー ター と して知 られ てい るセ ラ

ミ ドがPKCの ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン を 引 き起 こ

す15、.2)セ ラ ミ ド,ア ラ キ ドン酸 に よるPKCの タ ー

ゲ テ ィングには,そ のClBド メ イ ンが 重要 な役割 を

担 って い るlb'.3)PKCの タ ーゲ テ ィン グは,そ の基

質 の リン酸化 に必 須の 現 象 で あ る171.4)PKCのC1

ドメ イ ンは,PKCが 形 質 膜 に ター ゲ テ ィ ン グ した際

に,PKCを 形 質膜 に留 め るの に重 要 な役 割 を して い

る(未 発 表 デ ー タ).5)cPKCは,細 胞 内 の カ ル シ

ウム濃度 の変 動 に伴 い,細 胞 質 と細胞 膜 を行 き来 す る

オ シ レー シ ョン を引 き起 こす(未 発 表 デ ー タ).等 の

PKCの ター ゲ テ ィン グ に関 す る 新 た な機 能 が 次 々 と

明 らか にな って きた.

Omin 1min 3min 5min

'

・wi'

'

' σ一'

,
■

幽 `

、 ● o

' .a
' ●

邑

◎

',Z
、 、

'

'

1

Omin

〆 猟

'ミ1
.

繁 と ・

10min

3

/へb/0

ノ 《♪

∫,t!
・/

価oり 一随ら9

30min

の

ピ隔
》・7幽/
'

F-PKC
`,き

　が サ 　　ヘロ

レ ノ'
いζ ㌧.'噸

図3TPAに よ るGFP融 合Y-,ε一PKCの トラ ンス ロケ ー シ ョン

GFP融 合Y-,ε一PKCをCHO-K1細 胞 に発 現 させ,フ ォルボ ー

ル エ ステ ル のTPA(100nm)で 刺 激 し,ト ラ ンス ロケ ー シ ョ

ン を観 察 した.

A:TPA刺 激 で は,ATP刺 激 と異 な り,GFP融 合Y-,ε一PKCは ゆ っ

くりと(3-5分 で)細 胞 質 か ら形質 膜 に トラ ンス ロケ ー シ ョ

ン した.

B:ま た,ATPで 刺 激 した際 と異 な り,い った ん形 質 膜 に トラ ン

ス ロ ケ ー シ ョン したGFP融 合PKCは,細 胞 質 に戻 って くる

ことは ない.ス ケール10μm
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トリデカ ン酸 アラキ ドン酸

'
,'-PKC

ε一PKC

刺激前 刺激後

刺激前 刺激後

刺激前 刺激後

刺激前 刺激後

図4脂 肪 酸(ト リデ カ ン酸,ア ラキ ドン酸)に よ るGFP融 合Y-,ε一PKCの ト

ラ ンス ロケ ー シ ョン

飽 和 脂肪 酸 で あ る トリデ カ ン酸 は,Y-,ε 一PKCと も に細 胞 質 か ら形 質 膜

へ の素 早 い トラ ンス ロケ ー シ ョン を引 き起 こ した.そ れに対 し,不 飽和

脂 肪酸 の ア ラ キ ドン酸 は,y-PKC-GFPを 細 胞 質 か ら形 質 膜 に素 早 く ト

ラ ンス ロ ケ ー シ ョ ン させ るの に対 し,ε 一PKC-GFPに 対 して は,核 方 向

へ の比 較 的 ゆ っ くり と した トラ ンス ロ ケ ー シ ョン を引 き起 こ した.ス

ケー ル10μm

この よ うに,GFP融 合PKCを 用い た その ター ゲ

テ ィングのイ メー ジングは,PKC白 身の機能解明ば

か りでな く,PKCが 関わ る様 々な細胞内情報伝達の

新 しい側面を見いだす上で も非常に有川な研究法であ

るといえる.

3.今 後 の 展 開

GFP融 合蛋 白質 を用 いてPKCの トラ ンス ロケー

ションを生細胞内で可視化す ることによ り,PKCの

細胞内の動態は想像をはるかに超 えた ダイナ ミックな

ものであることが明 らか にな った.ま た,各PKC分

チ種が 多様 な トランスロケーシ ョン機構 を有 している

こ とを示 し,PKCの ターゲテ ィング機構 の解析 とい

う新 しい研究領域 を拓いだ81.今 後,PKCの 各分子種

特異的 なターゲティング機構 を更に詳細 に検討するた

めには,各 分子種が内在性に発現 し,特 異的な機能 を

持 っていると思 われる細胞系,例 えば,生 体内での機

能 をより反映 していると考えられる初代培養の細胞 を

使 った研究が重要性 を増 して くる.そ のためには,PKC

-GFPを 発現す るための ウイ ルスベ ク ターが必要 と

なって くる.ま た,細 胞 レベ ルだけでな く,個 体 レベ

ルでPKCタ ーゲテ ィング機構 の重要性 を検 討する に

は トラ ンスジェニ ックマ ウスの作製 が今後,必 要 に

なって くるものと思われる.

現在,我 ・々はウイルスベ クターでPKC-GFPを 発現

させた培養初期神経細胞や脳部位特異的 にPKC-GFP

を発現する トランスジェニ ックマウス用いて,蛍 光蛋

白質融合PKCの ターゲテ ィングを指標 に神経 可塑性

におけるPKCの 役割 を明 らか に しようと試 みて い

る.
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