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第 1章 要旨

Protein kinase B (PKB) はその構造のアミノ末端側に pleckstrinhomology 

(PH) ドメイン、カルボキシル末端側にリン酸化触媒ドメインを有するセ

リン/トレオニンタンパク質リン酸化酵素である o PKBは proteinkinase C 

(PKC) に相向性の高いタンパク質リン酸化酵素として、またはウイルス性

ガン遺伝子 v-aktの細胞性相同遺伝子として同定された。 PKBは細胞増殖因

子のシグナルを伝達することが知られており、 PKBの生理機能としては細胞

内代謝の制御、アポトーシスの抑制に関与することが報告されている o PKB 

の活性化機構としては細胞増殖因子刺激に伴い活性化される

phosphatidylinositol 3-kinase (PI 3・kinase)反応産物が直接 PKBの PHドメイ

ンに作用すること、および PDKlと呼ばれる上流タンパク質リン酸化酵素が

PKBをリン酸化することが報告されている。一方、細胞増殖因子のみならず

過酸化水素処理や熱ショックなどの種々のストレスによっても PKBが活性

化されることが明らかにされているo このように PKBは細胞増殖因子のみ

ならずストレスによっても活性化を受けることから、ストレスによる PKB

活性化の分子機構とその機能を解析することによりストレス応答の分子機構

だけではなく細胞増殖因子のシグナル伝達機構について重要な手がかりが得

られることが期待される O そこで、本研究では細胞増殖因子およびストレス

による P回活性制御の分子機構を解析した。

実験としてはまず、細胞増殖因子および各種のストレスによる PKB活性

化機構の比較検討を行った。 PKB活性化に対する PI3-kinase阻害剤の効果の

検討および細胞内 PI3-kinase反応産物の測定を行ったところ、 PI3・kinaseが

過酸化水素処理により活性化されることが明らかとなり、過酸化水素処理は

細胞増殖因子と同様に PI3-kinaseを介して PKBを活性化することが示され

たo PI 3・・kinaseが種々の受容体刺激により活性化されることは知られていた

が、この実験により過酸化水素処理によっても PI3・kinaseが活性化されるこ

とが見いだされた。これに対して、熱ショックは一部は PI3・kinaseを介して

PKBを活性化するものの、 PI3-kinaseとは独立の経路を介しても PKBを活

性化することが示されたD

そこで、熱ショックによる PKB活性化の分子機構を詳細に解析した。細
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胞増殖因子による PKB活性化には PHドメインへの PI-3-kinase反応産物の

作用、およびPKBリン酸化反応の両方が必要だ、と考えられている O 即ち、 PH

ドメイン内の Arg25をCysに置換した変異体は PI3・kinase反応産物が結合せ

ず、細胞増殖因子による活性化を受けないことが報告されている D また、 PKB

のリン酸化部位としては、 Ser124、Thr308、Thr450、Ser473が報告されてい

るO これらリン酸化部位のうち Thr308、Ser473は細胞増殖因子によりリン

酸化が充進し、特に Thr308のリン酸化は PKB活性化に必須であると考えら

れている D 一方、 Ser124、Thr450のリン酸化は細胞刺激による誘導を受けず、

酵素活性に対する効果はないと考えられている O そこで、これらのアミノ駿

残基を置換した変異体を用いて解析を行った。 Arg25を Cysに置換した変異

体は細胞増殖因子により活性化されないものの、熱ショックによっては活性

化された。リン酸化部位のうち Ser124、Thr450、Ser473をAlaに置換した変

異体は野生型酵素と同様に細胞増殖因子および熱ショックにより活性化され

た。また、 Thr308のリン酸化を特異的に認識する抗リン酸化ペプチド抗体を

用いて解析したところ、熱ショックによりわずかに Thr308のリン酸化が誘

導されることが明らかになった。しかし、 PI3・kinase阻害剤により Thr308の

リン酸化は抑制されるにもかかわらず、 PKB活性化は完全には抑制されなか

った。さらに、細胞を 32p 正リン酸で標識し未同定のリン酸化部位の検索を

行ったが、顕著なリン酸化は検出されなかった。従って、熱ショックによる

PKB活性化には Thr308を始めとするリン酸化は必須ではないことが示され

た。

また、熱ショックを加えた細胞内で PKB同士が PHドメインを介して複合

体を形成することが見いだされた。この PKB複合体形成は細胞増殖因子刺

激および過酸化水素処理を加えた細胞内では検出されなかった。ゲルろ過ク

ロマトグラフイーを用いた解析により PKB複合体が高い酵素活性を持つこ

とが示された。さらに、複合体形成および酵素活性は PI3-kinase阻害剤の影

響を受けないことが確認されたO そこで、 PKBの PH ドメインフラグメント

を全長 PKBとともに発現し PKB複合体形成と活性化への効果を検討したD

PH ドメインフラグメントは無処理細胞でも全長 PKBと結合しており、熱シ

ョックにより結合が増加することが示されたが、 PKBの活性化には影響を与

えなかった。従って、 PKB複合体の形成は PKB活性化の必須条件ではなく、

活性化された PKBが複合体を形成する可能性が高い。 PKB複合体形成の役
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割は不明だが、熱ショックは PKBの持続的な活性化を誘導することから PKB

活性化状態の安定化に関与しているのではないかと考えられる D

以上の結果から、 PKBは細胞増殖因子だけではなくストレスによっても独

立の分子機構により活性化をされることが明らかになった。細胞増殖因子が

さまざまな細胞死を抑制することが知られており、その作用においても PKB

が重要な役割をしていることが報告されている口 PKBの高発現によりストレ

スによる細胞死が抑制されることから、ストレスに対するフィードパックと

して PKBが活性化され細胞の生存に貢献する機構の存在が推定される o 熱

ショックによる PKB活性化が長時間持続し、また PKBの細胞内局在の変化

が誘導されることから熱ショックを受けた細胞内では PKBは細胞増殖因子

とは異なる標的タンパク質をリン酸化することにより細胞内で機能している

ことが考えられる O 多細胞生物は多様な細胞刺激に対応し、それぞれの刺激

に応じた細胞応答を制御している O 今後さらに PKBの活性制御機構、生理

機能を解析することにより、多様な細胞刺激に対する特異的および共通した

細胞応答が誘導される機構が明らかになることが期待される O
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第 3章 序論

多細胞生物の個々の細胞は細胞増殖因子、ホルモンや環境変化などの多様

な刺激に対応し、増殖、分化、生命の維持などの応答を制御している D 細胞

応答が誘導される細胞内シグナル伝達機構では多くのタンパク質がリン酸化

/脱リン酸化反応によりその機能制御を受けており、細胞内シグナル伝達機

構においてはタンパク質リン酸化反応を触媒するタンパク質リン酸化酵素が

重要な働きをしている(Krebs，1994 )。タンパク質リン酸化酵素はほ乳類で

は約 2∞0種類存在すると考えられており、それぞれさまざまな細胞応答に

対応していることが推定されている (Hanksand Hunter， 1995、Hunter，2000) 0 

Protein. kinase B (PKB) は、 1991年のほぼ同時期に 3グループから cDNA

クローニングの報告がされた。 Hemmings、Woodgettらの研究グループは

protein kinase C (PKC) の類似リン酸化酵素のスクリーニングによりこの酵

素の cDNAをクローニングした。即ち、 Hemmingsらはヒトの cDNAをクロ

ーニングし RAC-proteinkinaseと命名した(Joneset al.， 1991) 0 Woodgettらは

ウシの cDNAをクローニングし pro旬inkinase B (PKB)と命名した (Cofferand 

W oodgett， 1991) 0 また、 Tsichlisらはげっ歯類のレトロウイルス AKT-8の癌

遺伝子 (v-akt)の細胞性相同遺伝子としてマウスの cDNAをクローニングし

Aktと命名した (Bellacosaet al.， 1991) 0 このように異なる動物種から独立に

クローニングが行われたため本酵素の命名はいまだに統ーされていないが、

本稿では PKBの名称を使用する o PKBはその後、ほ乳類のみならず線虫、

ショウジョウパエ、粘菌からもクローニングされている (Prankeet al.， 1994、

Andjelkovic et al.， 1995、Paradis，and Ruvkun， 1998) 0 また PKBはほ乳類ではα、

P、yの 3種類のサブタイプが同定されており分子ファミリーであることが明

らかになっている (PigurelA) (Jones et al.， 1991b、Chenget al.， 1992、Konishi

et al.， 1994b， 1995、Masureet al.， 1999、Nakatani et al.， 1999)。

PKB分子ファミリーはその構造のアミノ末端側の pleckstrinhomology (PH) 

ドメイン (Oibsonet al.， 1994、Haslamet al.， 1993、Mayeret al.， 1993)、カル

ボキシル末端側のリン酸化触媒ドメイン (kinasedomain) から構成されてい

る (Pigure1B) 0 PHドメインは血小板中に存在する pleckstrin内の繰り返し

配列をモチーフとしたデーターベース検索により、多くのシグナル伝達に関
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与するタンパク質に見いだされた機能領域であり、 PKB、F“adrenagicreceptor 

kinaseなどのセリン・トレオニンタンパク質リン酸化酵素、 Brtutontyrosin 

kinaseなどのチロシンタンパク質リン酸化酵素、 dynaminなどの GTP結合タ

ンパク質、リン脂質代謝酵素 phospholipaseC、細胞骨格タンパク質 spectrin

などに存在する (Musacchioet al.， 1993、Gibsonet α1.， 1994) 0 これらの PHド

メインを有するタンパク質の解析から、 PHドメインは 3量体 GTP結合タン

パク質Pザテプユニット (Kameyamaet al.， 1993、Konishiet al.， 1994、Touharaet 

al.， 1994、Wanget al.， 1994)、PKCなどの夕ンパク質 (Ko∞niおsh悩1Iet αal.， 1994句aム

1ω995 、Yaω.0 et α 1.， 1ゆ994引)、pho邸spha剖tidy刊li泊n∞10ωsito叫14，5-帽剖-

et αal.， 1994引)、 inositol1人5-trisphosphateなどのイノシトールリン脂質やその代

謝産物と結合することが見いだされ (Cifuenteset al.， 1994、Yagisawaet al.， 

1994、Hyvonenet al.， 1995、Lemmonet al.， 1995、Jameset al.， 1996)、PHドメ

インはこれらの分子と結合することにより細胞内シグナル伝達に関与すると

考えられている。

PKBは遺伝子クローニングにより存在が明らかにされたため、その活性制

御機構および機能は不明であったが、 1995年に insulinやplatelet-deri ved growth 

factor (PDGF)、 epidermal growth factor 刺激に伴い活性化される

phosphatidylinositol 3-kinase (PI 3-kinase) の下流標的因子として活性調節を

受けることが明らかにされた (Burgering，and Coffer， 1995、Crosset α1.， 1995、

Franke et al.， 1995、Kohnet al.， 1995) 0 PKBの活性化には、 PI3・kinase反応産

物phosphatidylinositol3，4・bisphosphate (PI 3，4-P2) または phosphatidylinositol 

3，4，5-trisphosphate (PI 3人5・P3) のPH ドメインへの結合 (Frankeet al.， 1995， 

1997、Frechet al.， 1997) とPKBリン酸化反応 (Crosset al.， 1995、Andjelkovic

et al.， 1996、Kohnet al.， 1996)の両方が不可欠であることが報告されている O

即ち、 PHドメインの Arg25をCysに置換した変異体は PI3-kinase反応産物

への結合能を欠失しており、細胞増殖因子刺激による活性化を受けないこと

が示されている (Frankeet al.， 1995) 0 一方、 PKBのリン酸化アミノ酸残基と

しては Ser124、Thr308、Thr450、Ser473が明らかにされており、 Ser124はヒ

ンジ領域、 Thr308はリン酸化触媒領域の activationloop、Thr450、Ser473は

カルボキシル末端にそれぞれ存在する O これらのアミノ酸残基のうち Thr308

および Ser473は細胞増殖因子刺激によりリン酸化が充進し、特に Thr308の

リン酸化が活性化に不可欠であることが報告されている (Alessiet al.， 1996) 0 
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その後、 PI3，4，5・P3に依存して PKBの activationloopをリン酸化し活性化す

ることを指標として、 PKBの上流リン酸化酵素 3-phosphoinositide-dependent

protein kinase-l (PDKl、別名 PKB-kinase)が同定された (Alessiet al.， 1997a， b、

Stephens et al.， 1998) 0 現在では、 PKBの活性化の分子機構として PI3-Kinase

反応産物が PKBの PHドメインに作用することにより PKBは細胞膜上へと

リクルートされ、同時に PI3・kinase反応産物により細胞膜上へとリクルート

された PDKlにより activationloopのリン酸化を受け活性化されることが考

えられている (Figure2) (Alessi et al.， 1997b、Andersonet al.， 1998) 0 一方、

PKBの機能としては細胞のさまざまな代謝の制御、増殖、タンパク質合成な

どに関与していることが報告されている (Crosset al.， 1995、Kohnet al.， 1996、

Deprez et al.， 1997、Tantiet al.， 1997、Gingraset al.， 1998、Uekiet al.， 1998)。

最近では特に細胞死を抑制し、生存に貢献することが報告され注目を集めて

いる (Ahmedet al.， 1997、Dudeket al.， 1997、Kulik，and Weber， 1997、Philpottet 

al.， 1997、So時 yanget al.， 1997、Crowder，and Freeman， 1998、Eveset al.， 1998)。

即ち、 PKBがアポトーシス促進因子 Badをリン酸化し Badの機能の抑制に

より、 Bc1xLとの解離を誘導すること (Dattaet α1.， 1997、delPeso et α1.， 1997、

Blume-Jensen et al.， 1998)、ヒト caspase圃 9をリン酸化しプロテアーゼ活性を

抑制すること (Cardoneet al.， 1998)、およびFasリガンドなどのアポトーシ

ス促進因子の転写に関わる Forkheadファミリ一転写因子をリン酸化しその

機能を抑制すること (Biggset al.， 1999、Brunetet α1.， 1999、Kopset α1.， 1999、

Takaishi et al.， 1999、Tangetal.， 1999) などが報告されている口

以上のような PKBに関する研究が進められている中で、本研究により細

胞増殖因子のみならず、熱ショックや過酸化水素処理などのストレスによっ

ても PKBが活性化されることが明らかになった。以下に細胞増殖因子およ

びストレスによる PKB活性化機構の比較解析の結果を紹介するとともに、

熱ショックにより細胞増殖因子とは独立の分子機構で PKBが活性制御を受

けることを示す。
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第 4章 材料と方法

I 発現プラスミド

FLAGエピトープタグを付加した PKBα(FLAG-PKB)およびLys179をMet

に置換しリン酸化酵素活性を欠失した変異体 (FLAG-PKBK179M) は pECE

ベクター (Elliset al.， 1986 )を用いて作成した (Konishiet α1.， 1996) 0 

hernrnaglutinin (HA)エピトープタグを付加した PKBα(HA-PKB) は PKBα

をコードする cDNAをpTB701-HAベクター (Kurodaet al.， 1996) に導入し

作成した。 Arg25をCysに置換した変異体 (R25C)、およびSer124、Thr308、

Thr450、Ser473をそれぞれ Alaに置換した変異体 (S124A、T308A、T450A、

S473A) はFLAG-PKBを鋳型として polyrnerasechain reaction (PCR)法によ

り作成した。 R25C/K179Mは R25Cを鋳型として PCR法により Lys179をMet

に置換し作成した。 Ser124、Thr450、Ser473の 3ヶ所を全て Alaに置換した

変異体3AはFLAG-PKBを鋳型とした PCR法により作成した。R25CのSer124、

Thr450、Ser473の 3ヶ所を全て Alaに置換した変異体 R25C/3Aは R25Cを

鋳型として PCR法により作成した。 FLAGエビトープタグを付加した PHド

メイン (FLAG-PH)は PKBαのアミノ酸残基 1-113をコードする cDNAをPCR

法により増幅し、 pECEベクターに導入し作成した。FLAG-PHの Arg25をCys

に置換した変異体 (FLAG-PHR25C) は、 R25Cのアミノ酸残基 1-113をコー

ドする領域を PCR法により増幅し、 pTB701FLAGベクター (Kurodaet al.， 

1996) に導入し作成した。

以上の変異体 cDNAの塩基配列は DNAシークエンサー (rnodel373A、

Applied Biosysterns) を用いて dideoxy法により確認した。

2 抗体

イムノプロットおよび免疫沈降に用いた抗体は以下の会社より購入または作

成した。

抗 PKB抗体:大腸菌を宿主として発現した PKBαを抗原としてウサギに

免疫し作成した (Konishietα1.， 1994b) 0 

抗 FLAG抗体:Sigrna 

抗 HA抗体:Roche 
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抗 PKBリン酸化 Thr308抗体、抗 PKBリン酸化 Ser473抗体:N ew England 

Biolabs 

抗 P回リン酸化 Thr450抗体:PKBαのアミノ酸残基 445-455に相当する

ペプチドのアミノ末端側に Cysを付加した合成リン酸化ペプチド

( CQMITIpTPPDQD、pTはリン酸化 Thrを示す)を KeyholeLimpet 

hemocyaninにカップリングし、ウサギに免疫したo CNBr-activated 

Sepharose (Pharmacia) にリン酸化ペプチド CQMITIpTPPDQDを

カップリングしたアフイニティーカラムに抗血清を添加し、結合

した抗体を溶出した。さらに、 CNBr-activatedSepharoseに非リン

酸化ペプチド CQMITITPPDQDをカップリングしたアフィニティ

ーカラムに添加し、非リン酸化ペプチドを認識する抗体を除き、

リン酸化ペプチドのみを認識する抗体を調整した (Nishikawaet al.， 

1991)0 

Alka1ine phosphatase融合抗マウス抗体、 Alkalinephosphatase融合抗ウサギ

抗体:Chemicon 

3 動物培養細胞および遺伝子導入

COS-7細胞は 10%牛胎児血清 (GIBCOBRL)、100unitlmlペニシリン G

(GIBCO BRL)、100μg/mlストレプトマイシン (GIBCOBRL) を含む

Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) を用い、 37
0

C、5%COz存在下

で培養した。トランスフェクションは Genepulser (Bio Rad) を用いて行つ

t.:.o トランスフェクション後さらに 36時間培養を行い、培地を 0.1%BSA 

を含む DMEMに交換し 16・18時間の培養の後、各実験を行った。 PI3-kinase 

阻害剤による前処理は各刺激の前に 200nM wortmannin (Sigma) を含む培地

で 15分の培養を行った。 CHO細胞は 10%牛胎児血清、 35μg/mlプロリン、

100 unitlmlペニシリン G、100μg/mlストレプトマイシンを含む DMEMを

用い、 37"C、 5%COz存在下で培養した。 FLAG-PKB高発現細胞の樹立には

pRc/CMVベクターシステムを用いた。高発現 CHO細胞を用いた実験は血清

を含まない DMEMで24時間の培養の後に行った。

4 免疫沈降

免疫沈降の各手順はすべて 4
0Cまたは氷上で、行った。細胞を PBSで洗浄し

n
U
 

4
E
E
A
 



た後、 lysisbuffer (20 mM  Tris-HCl at pH 7.5， 1 mM EDTA、1mMEGTA、lOmM

2-mercaptoethanol、1% Triton-X100、150mM NaCl、lOmMNaF、 1mMNa3V04、

50μg/ml phenylmethylsulfonyl f1uoide) に溶解し、 18，000X g/10分の遠心を

行った。上清 (500-600μgprotein) に各種抗体 (2μg) を加え 60分のインキ

ユベ}トの後、 ProteinA-Sepharose (Pharmacia) を加えさらに 30分インキユ

ペートした。遠心によりレジンを回収し、washbuffer (20 mM Tris-HCl at pH 7.5、

150 mM NaCl、1% Triton-X100) で4回洗浄したD

5 PKB精製

COS-7細胞に FLAG-PKB発現プラスミドをトランスフェクションし、血

清を含む培地中で 48時間培養を行った。発現細胞(細胞数、約 107個)を lysis

bufferを用いて可溶化し、 18，000X g/ 10分の遠心を行ったO 上清を 20mM 

Tris-HCl at pH 7.5、1mMEDTA、1mMEGTA、10mM 2-mercaptoethanol、150mM

NaCl、10mM NaF、1mM Na3V04、50μg/mlphenylmethylsulfonyl f1uoideで平

衡化した FLAGM2アフイニティーカラム (Kodak) に添加した。カラムを

wash bufferで洗浄した後、 1mlの 0.1M glycine-HCl at pH 3.0を用いて

FLAG-PKBを溶出し、 1M Tris-HCl at pH 7.5の添加により pHを中性に調整

した。

6 ゲルろ過クロマトグラフィー

FLAG-PKBを発現した COS-7細胞を 20mM Tris-HCl at pH.7.5、 1mMEDTA、

1 mMEGTA、10mM 2-mercaptoethanol、1mMMgC12、150mMNaCl、lOmMNaF、

1 mM Na3V04、50μg/mlphenylmethylsulfonyl f1uoide中で、テフロン・グラス

ホモジナイザーを用いて破砕した。細胞抽出液を 100.000Xg/30分遠心し、

上清を Superdex-200(SMART system、Pharmacia) に添加した。各フラクシ

ョンから抗 FLAG抗体を用いて PKBを免疫沈降した。

7 イムノプロット

免疫沈降物または精製標品に SDふsamplebufferを加え 2分間煮沸した後、

SDS-PAGE を行いタンパク質を展開した O 展開したタンパク質を

polyvinylidene dif1uoride膜 (Millipore) に転写し、各種抗体と反応、を行った。

2次抗体として Alkalinephosphataseを融合した抗マウスまたは抗ウサギ抗体
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を用いて nitroblue tetrazolium/5-bromo-4-chloro・3-indolylphosphateを基質と

した発色法によりタンパク質の検出を行った。

8 リン酸化酵素活性測定

PKBのリン酸化酵素活性は[y_32p]ATPから corehistoneを基質タンパク質

とする放射活性の転位反応または自己リン酸化反応により測定した。

A)免疫沈降物を用いたリン酸化酵素活性測定

免疫沈降物を 20mM  Tris-HCl at pH 7.5、1mMEDTA、1mMEGTA、lOmM

2-mercaptoethanol、50μg/mlphenylmethylsulfonyl fluoideで洗浄し、 Triton-X100、

NaClを除いた。免疫沈降物に反応液 25μ1(20 mM  Tris-HCl at pH 7.5、lOmM

MgC12、20μMATP、15-20kBq [y_32p] ATP、200μg/mlcore histone)を加え、 30'C

/30分インキュベートした。自己リン酸化活性測定の場合は、 corehistone 

を含まない反応液を用いた。 SDS-samplebufferを加えてリン酸化反応を停止

し、基質タンパク質を SDS嶋 PAGEにより展開した o Bioimaging analyzer 

BAS2000 (同i)を用いて基質タンパク質または PKBへの放射活性の取り込

みを検出および定量した。

B)精製酵素を用いたリン酸化酵素活性測定

精製 PLAG-PKB(100 ng) を上述の反応液中で 30
0

C/30分インキユベー

トした。イノシトールリン脂質を添加する場合は、それぞれの脂質(最終濃

度 10 nM-100μM)存在下でリン酸化反応を行ったO リン脂質には PI4，5乎2

(Roche)、PI3，4，5-P3 (Watanabe， et al.， 1994) を用いた。リン酸化タンパク

質の検出は1)と同キ羨に行ったD

9 細胞の標識

イノシトールリン脂質測定に際しては、 COS-7細胞を 32p正リン酸 (37MBq 

/ml) を含む phosphate-freeDMEM中で標識したD 細胞を刺激した後、培地

を除き、 MeOH: lN HCl (1 : 1)を加え反応を停止した。脂質をクロロホル

ムを用いて抽出し、メチルアミンにより脱アシル化を行った。調整したサン

プルを Partisphere5・SAXカラムを用いた高速液体クロマトグラフイーに添加

し、それぞれの glycerophosphoinositideを分離してその放射活性を液体シン

チレーションカウンターを用いて測定した (Pukuiet al.， 1989) 0 タンパク質

の標識に際しては、 COS-7細胞を 32p正リン酸 (18.5MBq/mI)を含む
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phosphate-free DMEM中で標識した。刺激の後、抗 FLAG抗体を用いて各 PKB

を免疫沈降し、 SDS-PAGEおよびイムノプロットを行った。各タンパク質の

リン酸化を Bioimaginganalyzer BAS2000を用いて視覚化した。

10 試験管内での脱リン酸化

免疫沈降物を proteinphosphatase入反応液 (50mM Tris-HCl at pH 8.0， 5 mM 

dithiothreitol、2mM MnClp 0.1 % BSA) で2回洗浄した後、 100U protein 

phosphatase λ( Calbiochem) を含む proteinphosphatase λ反応液を加え 30'C/

10分インキュベートした。反応後、免疫沈降物を washbufferで洗浄し protein

phosphatase λを除き、イムノプロットおよびリン酸化酵素活性測定を行った。

13 



第 5章 結果

第 1節 ストレスによる PKB活性化

l 熱ショックによる PKB活性化

FLAG-PKBを発現した COS-7細胞に PDGF刺激および 42"Cの熱ショック

を加えた後、 FLAG-PKBを免疫沈降しリン酸化酵素活性測定を行った (Figure

3)0血清刺激により Swiss3T3細胞内で PKBが時間依存的に活性化されるこ

とが報告されている (Andjelkovicet al.， 1996) 0 COS-7細胞では PDGF刺激

により 10分間で PKBの最大活性化が誘導された (Figure3A) 0これに対し

て熱ショックでは、培地の温度は 2分以内に 42"Cに上昇するにも関わらず、

PKB活性は緩やかに上昇し、 20分後に最大活性化が検出された (Figure3B) 0 

また、熱ショックの温度を比較したところ、 40"Cでも活性化は検出され、 42"C

で最大活性化が誘導された。さらに高温にしてもそれ以上の活性上昇は見ら

れなかった (Figure3C) 0従って、熱ショックは PDGF刺激に比べ緩やかに

PKBを活性化することが示された。なお、熱ショックによる PKB活性化の

最大値は PDGF刺激による活性化に比べやや低い値であった。

2 熱ショックと細胞増殖因子による活性化の比較

FLAG-PKBを発現した COS-7細胞、 CHO細胞を用いて細胞増殖因子とし

て血清刺激および熱ショックによる活性化の比較を行った (Figure4) 0 COS-

7細胞だけではなく、 CHO細胞においても熱ショックにより PKBが活性化

された。なお、結果は本稿には示していないが、 NIH3T3細胞の内在性 PKB

も熱ショックにより活性化された。従って、熱ショックによる PKB活性化

が細胞特異的な現象ではなく一般的な応答であることが確認された。なお、

CHO細胞において熱ショックと血清刺激を同時に作用させた場合でも、そ

れぞれを単独に作用させた場合以上の顕著な PKB活性化は誘導されなかっ

た。

3 PKBの精製

FLAG-PKBを発現した COS-7細胞から抗 FLAG抗体を結合したアブイニ

ティーカラムを用いて FLAG-PKBの精製を行った。無処理細胞、熱シヨツ
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ク細胞から精製した標品を CBB染色により確認したところ、ほぼ単一のタ

ンパク質のみ検出され顕著な他のタンパク質は検出されなかった (Figure

5A) 0 このタンパク質が FLAG-PKBであることを抗 PKB抗体を用いたイム

ノプロットにより確認した (Figure5A) 0 この精製標品を用いて自己リン酸

化、 core histoneを基質としたリン酸化酵素活性測定を行ったところ、熱シ

ョック細胞から精製した酵素は無処理細胞から得た酵素に比べ高いリン酸化

酵素活性を有することが示された (Figure5B) 0 なお、結果は示していない

が ATP結合部位 Lys179をMetに置換することにより酵素活性を欠失した変

異体、 FLAG-PKBK179Mを同様の手順により精製した標品にはリン酸化酵

素活性は検出されないことから、以上の実験で示されたリン酸化酵素活性は

PKBの活性であることが確認された。従って、無処理細胞および熱ショック

細胞からそれぞれ不活性型、活性型酵素を分離することができた。

4 PKB酵素活性に対するイノシトールリン脂質の効果

PKBの活性化機構として、 PI3-kinaseにより産生される PI3，4，5-P3が PKB

のPHドメインに直接作用することが提唱されている O そこで、精製 PKBを

用いて PKBリン酸化酵素活性に対する PI3，4，5-P3の効果を検討した (Figure

6)0対照として PI4，5-P2を用いた。 PI3，4，5-P3は不活性型、活性型酵素のリ

ン酸化酵素活性に影響を与えなかった。従って、 PKB活性化機構は PI3人5-

P3が PHドメインに直接結合することにより活性化されるという単純な機構

ではないことが示されたD なお、 PI4，5・P2が濃度依存的に活性型酵素のリン

酸化酵素活性を阻害したことから、分子機構は不明だが PI4，5-P2が PKBに

結合し活性調節に関与する可能性が示された。

5 各種ストレスによる PKB活性化

FLAG-PKBを発現した COS-7細胞を用いて、熱ショック以外のストレスの

効果を検討を行ったO 熱ショックのみならず過酸化水素処理、 CdC12、ヒ素、

高浸透圧によっても PKBは活性化されることが示された (Figure7) 0 そこ

で、これらのストレスと PI3・kinaseの関係を検討することが必要になった。

6 細胞内 PI3・kinase反応産物の測定

PKBを活性化するストレスのうち、熱ショックと過酸化水素処理について

15 



PKB活性化経路の解析を行った。 COS-7細胞を用いて PKB活性化に対する

PI3・kinaseの強力な阻害剤である wortmanninの効果を検討した (Figure8A) 0 

その結果、過酸化水素処理による PKB活性化は wortmanninにより抑制され

た。そこで、細胞内 PI3・kinase反応産物の測定を行ったところ、過酸化水素

処理により PI3，4，5-P3、PI3，4-P2が共に著しく増加することが見いだ、された

(Figure 8B) 0 従って、過酸化水素処理は PI3・kinaseを活性化し、その結果

PKB 活性化を誘導することが示された。一方、熱ショックによる PKB活性

化はほとんど wortmanninの影響を受けなかった (Figure8A) 0 細胞内 PI3・

kinase反応産物のうち PI3人5・P3のみが増加したが、 PI3，4，5・P3の増加は

wortmanninにより抑制された (Figure8B) 0従って、熱ショックは PI3・kinase

とは独立の機構を介して PKBを活性化しうることが示されたD

7 PKB複合体の解析

PKBが PHドメインを介して会合することが報告されている (Dattaet al.， 

1995)0そこで、ゲルろ過クロマトグラフィーを用いて、 PKB複合体の解析

を行った (Figure9) 0無処理細胞では、 PKBは1次アミノ酸配列による推定

分子量 60kDaよりわずかに高分子量側ではあるが、おそらく単量体と考え

られる分子量約 70kDaのフラクションに溶出された。過酸化水素処理細胞

では PKBは分子量約 70kDaのフラクションに溶出され、高い酵素活性を有

することが示された。この PKB活性上昇は wortmannin前処理により抑制さ

れた。これに対して、熱ショック細胞では、 PKBは分子量 70kDaのフラク

ションだけではなく分子量約 200kDaのフラクションにも溶出されたD 即ち、

熱ショックにより分子量 200kDaの PKB複合体形成が誘導されることが明

らかになったo PKB複合体は高い酵素活性を持ち、この PKB複合体形成お

よびその酵素活性は wortmanninの影響を受けなかった。なお、熱ショック

細胞から分離された PKB単量体も高い酵素活性を有していたが、 wortmannin

によりその酵素活性は抑制された。従って、熱ショックは一部は PI3・kinase

を介して PKBを活性化するものの PI3・kinaseとは独立の機構により PKBを

活性化し、その活性化には PKB複合体形成を伴うことが示された。

以上の実験により PKBが細胞増殖因子のみならず熱ショックや過酸化水素

処理を始めとするストレスにより活性化を受けることが見いだされた。スト
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レスのうち過酸化水素処理は PI3-kinase活性上昇を誘導し、 PKBを活性化す

ることが明らかになったO これに対して、熱ショックは一部は PI3・kinaseを

介して PKB活性化を引き起こすものの、 PKB複合体形成を伴う PI3・kinase

とは独立の機構により PKBを活性化することが明らかになった (Figure10) 0 
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第2節 熱ショックによる PKB活性化の分子機構

1 各種 PKB変異体を用いた解析

細胞増殖因子による PKB活性化には PHドメインへの PI3・kinase反応産物

の作用およびPKBリン酸化の両者が必要であると考えられている (Frankeet 

al.， 1995， 1997、Crosset al.， 1995、Alessiet al.， 1996、Andjelkovicet α1.， 1996、

Kohn et al.， 1996、Frechet al.， 1997) 0 一方、前節では PKBが熱ショックによ

りPI3-kinaseとは独立にされることが示されたo そこで、熱ショックによる

PKB 活性化の詳細な機構を解析するためにまず、イノシトールリン脂質結合

能を欠失し、細胞増殖因子による活性化を受けないことが報告されている PH

ドメイン内の Arg25をCysに置換した変異体、 PKBのリン酸化部位、 Ser124、

Thr308、Thr450、Ser473をAlaに置換した変異体を作成し PDGF刺激および

熱ショックによる活性化を比較検討した (Figure11) 0 野生型 PKBは前節で

述べたように PDGF刺激および熱ショックにより活性化された。 PDGF刺激

による活性化は wortmanninにより完全に抑制され、熱ショックによる活性

化は一部は阻害されるものの完全には抑制されなかった。 R25Cは報告され

ているように PDGF刺激によっては活↑生イヒを受けなかったものの、熱ショッ

クによっては活性化され、この活性化は wortmanninの影響を受けなかった。

ATP結合部位 Lys179を Metに置換した変異体 K179Mは酵素活性を欠失し

ており、 R25Cに同じ変異を導入した R25C/K179Mの免疫沈降物中にもリ

ン酸化酵素活性は検出されなかった。従って、観察された R25Cのリン酸化

酵素活性は発現した PKB変異体の酵素活性であることが確認された。リン

酸化部位の変異体のうち T308Aは酵素活性を欠失していることが報告され

ており (Alessiet al.， 1996)、この解析でも PDGF刺激、熱ショックを加えて

も免疫沈降物中にリン酸化酵素活性は検出されなかった。 S124Aは野生型と

同様に PDGF刺激、熱ショックにより活性化された。 T450A、S473AはPDGF

刺激、熱ショックにより活性化されるが、これらの変異体は野生型に比べ

PDGF刺激による活性化が弱く、また熱ショックによる活性化は wortmannin

の影響をほとんど受けなかった。従って、 Thr450、Ser473のリン酸化は活性

化の必須条件ではないが、最大活性化に必要であることが示唆された。 Ser124、

Thr450、Ser473の3ヶ所を全て変異した 3AはT450A、S473Aと同様に PDGF
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刺激による活性化の程度が低く、また熱ショックによる活性化は wortmannin

の影響をほとんど受けなかったo R25C/3Aは R25Cと同様に PDGP刺激に

よる活性化を受けなかったものの、熱ショックによっては活性化され、

wortmanninの影響を受けなかった。以上の結果から、熱ショックによる P阻

活性化にはこれまでに明らかにされているリン酸化アミノ酸残基のうち、

Ser124、Thr450、Ser473のリン酸化は必須ではなく、また熱ショックによる

PKB活性化にはイノシトールリン脂質の PHドメインへの作用も不可欠では

ないことが示された。なお、結果は示していないが PKBのリン酸化触媒ド

メインのみを発現した場合には、 PDGP刺激および熱ショックによる活性化

を受けないことから、熱ショックによる PKB活性化には完全な PHドメイン

は必要ないものの、イノシトールリン脂質結合能以外の PH ドメインの機能

が必要だと考えられる。

2 細胞内での PKBリン酸化

変異体を用いた解析では T308Aが酵素活性を欠失しているため、 Thr308

のリン酸化の意義を解析できなかった。そこで、細胞内での PKBのリン酸

化をそれぞれのリン酸化部位を認識する抗リン酸化ペプチド抗体を用いて解

析した (Pigure12)。野生型 PKBは無処理細胞では Thr308のリン酸化はほと

んど検出されず、 PDGP刺激により Thr308のリン酸化が検出された。 PDGP

刺激による Thr308リン酸化および活性化は wortmanninにより抑制された。

一方、熱ショック細胞では PDGP刺激に比べると程度は低いものの Thr308

のリン酸化が検出された。しかし、 wortmanninにより活性化は完全には抑制

されないにもかかわらず、 Thr308のリン酸化は検出されなくなった。また、

R25Cでは PDGP刺激、熱ショックのどちらでも Thr308のリン酸化は検出さ

れなかった。従って、熱ショックによる PKB活性化には Thr308のリン酸化

も必須ではないことが明らかになった。また、 Ser473はこの実験では無処理

状態でもリン酸化が検出され、 PDGP処理、熱ショックによりリン酸化が充

進した。 Ser473のリン酸化の充進は wortmanninにより抑制されたが、完全

には消失しなかった。 Thr450は野生型、 R25Cの両者で常にリン酸化されて

おり刺激によりリン酸化の程度は変化しなかった。

3 細胞内での PKBリン酸化
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上述のように熱ショックによる PKB活性化には Thr308を始めとする既知

の4ヶ所のアミノ酸残基のリン酸化は必須ではないことが示された。次に、

熱ショックによ PKB活性化にこれら以外の未同定のアミノ酸残基のリン酸

化が関与している可能性を検討するために、野生型または変異体 PKBを発

現した COS-7細胞を 32p正リン酸標識し、 PKBのリン酸化を解析した (Figure

13)。野生型 PKBは無処理細胞でもリン酸化されており、熱ショックにより

わずかにリン酸化が充進した。なお、 wortmannin前処理によりリン酸化の充

進は抑制された。一方、 R25Cは常にリン酸化されており、熱ショックを加

えてもリン酸化の変化は見られなかった。 R25C/3Aはほとんどリン酸化され

ておらず、熱ショックを加えてもリン酸化は検出されなかった。従って、無

処理細胞内で検出される野生型PKBおよびR25Cのリン酸化はSer124、Thr450、

Ser473のリン酸化に由来し、野生型 PKBの熱ショックによるリン酸化の充

進は、 Thr308、Ser473に由来すると考えられる。以上の結果から、熱ショッ

クはリン酸化を介さずに PKBを活性化する可能性が示された。

4 細胞内での PKB不活性化

次に、熱ショックまたは PDGP刺激により活性化された PKBの細胞内での

不活性化を比較検討した (Figure14) 0 即ち、 FLAG-PKBを発現した COS-7

細胞に PDGF刺激および熱ショックを加えた後、培地を 0.1% BSAを含む

DMEMに交換、または温度を 37'Cに戻して細胞を培養し、細胞内での PKB

の不活性化およびThr308の脱リン酸化を解析したo PDGF刺激により活性化

された酵素は速やかに Thβ08が脱リン酸化され、酵素活性も低下したD こ

れに対して、熱ショックにより活性化された酵素の酵素活性は PDGF刺激に

比べ緩やかに低下した。 Wortmannin前処理を行い熱ショックを加えた場合

はほとんど酵素活性は低下せず、 60分後でもほとんど不活化は見られなかっ

た。

5 試験管内での PKB不活性化

COS-7に発現した PKBを免疫沈降し、 PKBリン酸化および酵素活性に対

する proteinphosphatase λ処理の効果を検討した (Figure15) 0 PDGF刺激細胞

より回収した PKBはphosphatase処理により Thr308、Thr450、Ser473は全て

脱リン酸化され、酵素活性も消失した。熱ショック細胞より回収した酵素は
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Thr308が脱リン酸化されるものの、酵素活性は完全には消失しなかった。

Wortmannin前処理を行った熱ショック細胞から回収した PKBの酵素活性は

phosphatase処理を行っても変化しなかったo R25Cの酵素活性も同様に

phosphatase処理の影響を受けなかったo 以上の結果からも、熱ショックはリ

ン酸化を介さずに PKBを活性化することが強く示唆される O なお、 Thr450

のリン酸化は、無処理細胞、 PDGF処理細胞から回収した酵素では phosphatase

処理により完全に脱リン酸化されるものの、熱ショック細胞から回収された

酵素では完全には脱リン酸化されなかったO 熱ショックにより PKBの立体

構造の変化が誘導され、 Thr450の配置が phosphatase耐性の場所に移動して

いると考えられる D

6 PKB複合体の形成

前節に記述したように熱ショックにより PKB同士が会合し複合体を形成す

ることが明らかにされている O そこで、 PHドメインフラグメントと全長 PKB

をCOS-7細胞に共発現し細胞内での PKB同士の会合を検討した (Figure16)0 

PHドメインフラグメントは無処理細胞でも全長 PKBと結合しており、熱シ

ョックにより結合が充進したが、 PDGFおよび熱ショックによる活性化には

影響を与えなかった。従って、 PKB複合体の形成は活性化の必須条件ではな

く、活性化された分子同士が結合することが示唆される o R25C変異を導入

した PHドメインフラグメントも野生型 PHドメインフラグメントと同様に

全長 PKBと会合することから、 PKB複合体の形成に完全な PHドメインの

構造は必要ないことが示された。なお、 PHドメインが PKBのドミナントネ

ガテイブとして機能することが報告されているが(Khwajaet al.， 1997)、こ

の実験ではその効果は観察されなかった。

以上の結果から、熱ショックによる PKB活性化には Thr308を始めとする

PKBリン酸化、 PI3-kinase反応産物の結合は必須ではないことが示された。

熱ショックは PKBの構造変化を介して、 PKB複合体形成および活性化を誘

導すると考えられる o (Figure 17) 
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第 6章 考察

PKBは遺伝子のクローニングにより存在が明らかにされたため、その機

能および活性制御機構が不明であった。一方、細胞刺激にともない PI3-kinase

が活性化され 3位にリン酸化を受けたイノシトールリン脂質が産生されるこ

とが知られていた。 PI3-kinase反応産物は細胞内代謝を始めとする多くの細

胞応答に関与することから注目されていたが、その標的因子は長い間不明で、

あった (Ca中enterand Cant1ey， 1996) 0 1992年に PKBがPI3拍 laseの下流標

的因子であることが提唱され、以来、 PKBに関する多くの研究が行われてい

る (Cofferet al.， 1998、Chanet al.， 1999) 0 このような PKBに関する研究が進

展するなかで、本研究では、 PKBが細胞増殖因子のみならず熱ショックや過

酸化水素処理などの種々のストレスによっても PKBが活性化されることを

明らかにし、細胞増殖因子およびストレスによる活性化経路ならびに分子機

構の解析を行った。本研究を開始した当時は、 PKBがPI3-kinaseの下流標的

因子として活性化を受けることが明らかにされていたがその活性化機構の詳

細は明らかではなかった。即ち、 PKB活性化の分子機構として PI3・kinase反

応産物が直接 PKBに結合すること (Frankeet al.， 1995， 1997、Frechet al.， 1997) 

およびPKBが未同定の上流リン酸化酵素によりリン酸化を受けること (Cross

et al.， 1995、Andjelkovicet α1.， 1996、Kohnet al.， 1996)がそれぞれ提唱されて

いた。不活性型酵素に PI3人5-P3を加えても活性化は検出されず、 PKB活性

化には PI3-kinase反応産物の直接の結合ではなく PKBの修飾が重要である

ことが示された (Figure8) 0 その後、 Alessiらにより細胞増殖因子刺激によ

りPKBの Thr308のリン酸化が誘導され PKBが活性化を受けることが明ら

かにされ、さらに PKB上流リン酸化酵素 PDK1が同定された (Alessiet al.， 

1997ab、Stephenset al.， 1998) 0 現在では、 PKBの活性化機構として (Figure2) 

のモデルが考えられている D

本研究においてストレスによる PKB活性化経路の解析から、過酸化水素

処理は PI子kinaseを介して PKBを活性化することが明らかになった。過酸

化水素を始めとする活性酸素は細胞内シグナル伝達経路で重要な働きをして

いることが知られている (Finkeland Holbrook， 2000) 0 例えば、細胞増殖因

子刺激により細胞内で活性酸素が産生されることが知られており、細胞増殖
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因子刺激により誘導される mitogen-activatedprotein kinase活性化がラジカル

スカベンジャーにより抑制されることなどが報告されている (Sund紅白anet 

al.， 1995) 0 活性酸素が関与すると考えられているシグナル伝達経路は多数あ

り、多くの標的因子が存在すると考えられている (Pinkeland Holbrook， 2000) 0 

今回の研究により過酸化水素処理により PI3-kinaseが活性化を受けることか

ら、 PI3・kinaseも活性酸素の標的因子の一つであることが明らかになった。

一方、熱ショックによる PKB活性化は PI3・kinaseを介した経路と PI3-

kinaseとは独立の経路を介していることが示された。即ち、熱ショックによ

る活性化は PI3-kinase阻害剤により完全には抑制されないこと、および細胞

増殖因子刺激による活性化を受けない Arg25をCysに置換した変異体が熱シ

ョックによっては活性化を受けることが明らかになった。 PKBの活性化には

触媒ドメインの activationloopに存在する Thr308のリン酸化が不可欠である

と考えられている o Thr308をリン酸化する上流リン酸化酵素としては PDKl

のみならず、神経細胞では calmodulinkinase kinaseが直接 PKBのThr308を

リン酸化することが報告されている (Yanoet al.， 1998) 0 また、最近 cyc1icAMP

増加にともない PKBの未同定のアミノ酸残基がリン酸化され、 PKBが活性

化されることも報告されている (Sableetal.， 1997、Pilippaet al.， 1999) 0 しか

し、今回の解析により、熱ショックによる PKB活性化には Thr308のリン酸

化をはじめとする PKB リン酸化は必須ではないことが示された。なお、カ

ルボキシル末端側に存在する Thr450、Ser473のリン酸化は酵素活性にあま

り効果がないことが報告されていたが (Alessiet al.， 1996)、変異体を用いた

解析からこれらのリン酸化は、活性化には必須ではないものの PKBが最大

活性を発揮することに寄与していることが示された (Pigure11) 0 これらの

変異体を用いて細胞増殖因子刺激後の不活性化の時間経過を比較したところ、

S473Aは野生型酵素と同様の時間経過で不活性化され、 T450Aは野生型酵素

に比べ速やかに不活性化された (datanot shown) 0 従って、 Ser473のリン酸

化は最大活性化に必須であり、 Thr450のリン酸化は活性化状態の安定化に寄

与していることが考えられる D

また、熱ショックにより活性化された酵素は、細胞増殖因子刺激により活

性化された酵素に比べ、 Thr308の脱リン酸化が遅く、不活性化の時間経過が

緩やかであった (Pigure14) 0 さらに、細胞増殖因子により活性化された酵

素は phosphatase処理により脱リン酸化、不活性化されるのに対し、熱ショ
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ツク細胞から回収した酵素は phosphatase処理を行っても不活性化されなか

った (Figure15)0以上の結果から、熱ショックは P回の構造変化を介して

PKB活性化を引き起こす事が強く示唆される D 熱ショック細胞ではが高い酵

素活性を有する PKB複合体が形成されることが明らかになった。 PKB複合

体形成と活性化の関係を検討しところ、PHドメインフラグメントは全長 PKB

と無処理状態でも会合しており、熱ショックによりその結合は増加した

(Figure 16) (Datta et al.， 1995) 0 しかし、 PDGF刺激および熱ショックによ

るPKB活性化は PHドメインフラグメントの結合の影響を受けなかった。従

って、熱ショックにより PKB同士がPHドメインを介して会合し複合体を形

成することは、 PKB活性化には必須ではないことが示唆された。異なるエピ

トープタグを付加した全長 PKB同士を用いて PKB複合体形成の解析を行っ

たところ、無処理状態では PKB複合体は検出されず、熱ショック細胞での

み複合体形成が観察された。また、最近になり PH ドメイン結合タンパク質

として TCLl と呼ばれるタンパク質が見いだされている o TCLlは PH ドメ

インに作用し、 PKB複合体形成を誘導し PKBを活性化することが報告され

ている (Laineet al.， 2000) 0 また、試験管内で PI3，4・P2により P胞が活性化

されることが報告されている (Frankeet al.， 1995) 0 これらの結果から、不活

性な状態では PH ドメインは触媒ドメインと作用しており、 PH ドメインに

他の因子が結合することにより触媒ドメインから PH ドメインが外れ、 PKB

酵素活性が発揮されることが考えられる O 熱ショックにおいても何らかの結

合因子により PH ドメインと触媒ドメインの相互作用が外れ、遊離した PH

ドメイン向士が結合し PKB複合体を形成することが考えられる D

以上の結果から、 PKBが細胞増殖因子のみならず種々のストレス刺激に

よっても独立の機構により活性化されることが明らかになった。細胞増殖因

子がさまざまな細胞死を抑制することが知られており、その作用においても

PKBが重要な役割をしていることが報告されている o PKBの高発現により

ストレスによる細胞死が抑制されることから、ストレスに対するフィードパ

ックとして PKBが活性化され細胞の生存に貢献していると推定される D 細

胞増殖因子は細胞の生存だけではなく刺激は細胞は増殖、糖代謝、細胞の生

存などの細胞応答を誘導する D これに対して、ストレスは細胞増殖因子とは

異なる細胞応答を誘導する D 従って、 PKBが活性化刺激の違いにより細胞内

で異なる機能をしていることが推定される o PKBが生存に重要な役割をして
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いることが知られていることから、 PKBがストレスに対するフィードパック

として活性化され、細胞の防御機構に機能していると考えられる O ストレス

と細胞増殖因子刺激では、 PKBはそれぞれの刺激で共通の標的因子のリン酸

化を介して細胞応答に貢献するとともに、それぞれの刺激により異なる標的

タンパク質をリン酸化することにより刺激に特異的な細胞応答の制御にも関

与すると考えられる O 細胞内の PKBの局在を観察したところ、熱ショック

細胞では PKBが核膜周辺に局在することが見いだされており、 PKBは活性

化機構の違いにより細胞内の異なる部位に移行し、それぞれの刺激特異的な

標的因子をリン酸化している可能性が高い。

今後さらに PKBの活性制御機構、標的タンパク質の検索を通じて生理機

能の解析行うことにより、細胞応答の特異性が生じる機構が明らかにされる

だけではなく、ストレスの受容機構の解明にも多くの手掛かりが得られると

考えられるo
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第 7章図

PKBクローンと構造

細胞増殖因子による PKB活性化機構と機能

PDGF刺激と熱ショックによる PKB活性化

血清刺激と熱ショックによる PKB活性化

FLAG-PKBの精製

PKB酵素活性に対するイノシトールリン脂質の効果

各種ストレスによる PKB活性化

ストレス細胞の PKB活性化と PI3・kinase反応産物の測定

PKB複合体

ストレスによる PKB活性化経路とリン酸化アミノ酸残基

PKB変異体の活性化

抗リン酸化ペプチド抗体を用いた PKBリン酸化の解析

細胞標識による PKBリン酸化の解析

細胞内での PKB脱リン酸化と不活性化

試験管内での PKB脱リン酸化と不活性化

PHドメインを介した PKB複合体形成

熱ショックによる PKB活性化の分子機構
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Figure 1 A) 登録されている各種生物の PKBクローン (accessionnumber) 

B) PKBの構造の模式図
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Figure 2 細胞増殖因子による PKB活性化の分子機構と機能
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FLAG-PKBを発現した COS-7細胞に PDGF刺激または熱ショックを加え
た。抗 FLAG抗体を用いて FLAG-PKBを免疫沈降し、 corehistoneを基質と
してリン酸化酵素活性測定を行った。

A) PDGF刺激 (20ng/ml) を図に示した時間加えた。

B)熱ショック (42"C)を図に示した時間加えた。

C) を図に示した温度の熱ショック(15分)を加えた。

右) (パネル上)リン酸化酵素活性測定

(パネル下)抗 FLAG抗体を用いた免疫沈降物のイムノプロット
左)右の定量および培地の温度
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Figure 4 血清刺激と熱ショックによる PKB活性化

FLAG-PKBを発現した培養細胞に血清刺激 (10%/20分) (FCS) および

熱ショック (45"C/20分) (hs) を単独または同時に加えた。抗 FLAG抗体

を用いて FLAG-PKBを免疫沈降し、 corehitoneを基質としてリン酸化酵素活

性測定を行ったO

A) COS-7細胞

B) CHO細胞

(パネル上)リン酸化酵素活性測定

(パネル下)抗 FLAG抗体を用いた免疫沈降物のイムノプロット
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Figure 5 FLAG♂KBの精製

FLAG-PKBを発現した COS-7細胞に熱ショック (450C/20分) (hs) を加

えた。無処理細胞を(-)で示している O それぞれの細胞から FLAGアフイ

ニティーカラムを用いて FLAG-PKBを精製した。

A)精製 FLAG-PKBの確認

(パネル左)CBB染色

(パネル右)抗 PKB抗体によるイムノプロット

B)精製 FLAG-PKB(100 ng) を用いたリン酸化酵素活性測定

(パネル上)自己リン酸化反応

(パネル下)core histoneを基質とした活性測定
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Figure 6 精製 PKB酵素活性に対するイノシトールリン脂質の効果

無処理細胞または熱ショック細胞よりそれぞれ精製した不活性型(ー)、活

性型 (hs)P回を用いて、図中に示した濃度の PI，4，5-P2、PI3人5-P3存在下

でcorehistoneを基質としたリン酸化酵素活性測定を行った。

A) リン酸化酵素活性測定

(パ才、ル上 2段)PI4，5-P2の効果

(パネル下 2段)PI3人予P3の効果

B) Aの定量 不活性型 PKBのリン酸化酵素活性を基準としている O 活

性型 PKBに対する PI4，5-P2、PI3人子P3の効果(・および0)、不活性型

PKBに対する PI4，5-P2、PI3，4，5-P3の効果(企およびム)
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Figure 7 各種ストレスによる PKB活性化

FLAG-PKBを発現した CuS-7細胞にそれぞれ血清 (FCS)、熱ショック (hs)、

過酸化水素 (HzOz)、カドミウム (CdClz)、ヒ素 (NaAsuz)、NaClによる高

浸透圧処理を加えたO 無処理細胞を(-)で示している O 抗 FLAG抗体を用

いて FLAG-PKBを免疫沈降し、 corehistoneを基質としてリン酸化酵素活性

測定を行った。

(パネル上)リン酸化酵素活性測定

(パネル下)抗 FLAG抗体を用いた免疫沈降物のイムノプロット
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Figure 8 ストレス細胞の PKB活性化と PI3-kinase反応産物の測定

A) PKB活性化に対する PI3・kinase阻害剤の効果。 FLAG-PKBを発現した

COS-7細胞に熱ショック (42
0

C/20分) (hs)および過酸化水素(lOmM/I0

分)を加えた。無処理細胞を (C) で示している o Wortmannin (WT)前処

理の有無を(+)および(ー)で示しているo抗 FLAG抗体を用いて FLAG-PKB

を免疫沈降し、 corehistoneを基質としてリン酸化酵素活性測定を行った。

(パネル上)リン酸化酵素活性測定

(パネル下)抗 FLAG抗体を用いた免疫沈降物のイムノプロット

B)細胞内 PI3-kinase反応産物の測定。細胞を 32p 正リン酸で標識し、 A)

と同様の処理を行った O 無処理細胞に対するそれぞれの

glycerophosphoinositide放射活性を相対値で示している O

(パネル上)PI3，4-P2 

(パネル下)PI3，4，5-P3 
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Figure 9 PKB複合体

FLAG-PKBを発現した COS-7細胞に熱ショック (45
0C/20分)または、

過酸化水素 (10mM/lO分)を加えた。無処理細胞を (ControI)で示してい

る。 Wortmannin前処理を Wortで示している O 細胞質画分を調整し、ゲルj慮

過クロマトグラフイーを行った。抗 FLAG抗体を用いて各フラクションから

FLAG-PKBを免疫沈降し、自己リン酸化反応による酵素活性測定を行った。

(パ才、ル上)抗 FLAG抗体を用いた免疫沈降物のイムノプロット

(パキ、ル下)リン酸化酵素活性測定
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Figure 10 ストレスによる PKB活性化経路とリン酸化アミノ酸残基
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Figure 11 PKB変異体の活性化

FLAO-PKB (wild type) または各種 PKB変異体を発現した COS-7細胞に、

PDOF刺激 (20ng/ml/ 10分)および熱ショック (42t/15分) (hs) を加

えた。無処理細胞を (ControI)で示している。 Wortmannin前処理の有無を

(+)または(-)で示している O 抗 FLAO抗体を用いて FLAO-PKBおよび

各種 PKB変異体を免疫沈降し、 corehistoneを基質としてリン酸化酵素活性

測定を行った。

(パネル上)リン酸化酵素活性測定

(パネル下)抗 FLAO抗体を用いた免疫沈降物のイムノブロット
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Figure 12 抗リン酸化ペプチド抗体を用いた P回リン酸化の解析

FLAG-PKB (wild type) およびR25Cを発現した COS-7細胞に PDGF刺激

(20 ng/ml/lO分)および熱ショック (42
0

C/15分) (hs) を加えた。無処

理細胞を (Control) で示している o Wortmannin前処理の有無を(+)および

(ー)で示している D 抗 FLAG抗体を用いて FLAG-PKBおよび R25Cを免疫

沈降し、 corehistoneを基質としてリン酸化酵素活'性測定を行った。

(パネル最上段)免疫沈降物を用いたリン酸化酵素活性測定

(パネル下4段)抗 FLAG抗体、抗リン酸化 Thr308抗体、抗リン酸化

Thr 450抗体および抗リン酸化 Ser473抗体を用いた免

疫沈降物のイムノプロット
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Figure 13 細胞標識による PKBリン酸化の解析

FLAG-PKB (wild type)、R25C、R25C/3Aをそれぞれ発現した COS-7細

胞を 32p正リン酸で標識した後、熱ショック (420C/15分) (hs)を加えた。

無処理細胞を (C) で示している o Wortmannin前処理の有無を(+)または

(-)で示している o FLAG-PKBおよび各種 PKB変異体を抗 FLAG抗体を用

いて免疫沈降した。

(パネル上)免疫沈降物のオートラジオグラフィー

(パネル下)抗FLAG抗体を用いた免疫沈降物のイムノプロット
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Figu陀 14 細胞内での PKB脱リン酸化と不活性化

FLAG-P回を発現した COS-7細胞に PDGF刺激 (20ng/m1/lO分)およ

び熱ショック (42
0

C/15分) (hs) を加えた。無処理細胞を (C)で示して

いる o Wortmannin前処理の有無を(+)またはし)で示している O 処理後、

培地を 0.1%BSAを含む DMEMに交換し、 370Cで図に示した時間培養を行

った。抗 FLAG抗体を用いて FLAG-PKBを免疫沈降し、 corehistoneを基質

としたリン酸化酵素活性測定を行った

(パネル上)リン酸化酵素活性測定

(パネル中)抗リン酸化 Thr308抗体を用いた免疫沈降物の

イムノブロット

(パネル下)抗 FLAG抗体を用いた免疫沈降物のイムノプロ ット
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Figure 15 試験管内での PKB脱リン酸化と不活性化

FLAG-PKB (wild type) または R25Cを発現した COS-7細胞に PDGF刺激

(20 ng/ml/lO分)および熱ショック (42
0

C/15分) (hs) を加えた。無処

理細胞を (ControI)で示している o Wortmannin前処理を (Wort) で示して

いる O 抗 FLAG抗体を用いて FLAG干KBまたは R25Cを免疫沈降し、その

後の proteinphosphatase入 (ppλ)処理の有無を(+)または(-)で示してい

るO

(パネル最上段)免疫沈降物を用いたリン酸化酵素活性測定

(パネル下 4段)抗 FLAG抗体、抗リン酸化 Thr308抗体、抗リン酸化 Ser

473抗体、および抗リン酸化 Thr450抗体を用いた免疫

沈降物のイムノブロット
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Figure 16 PHドメインを介した PKB複合体形成

HA-PKBを単独、あるいは FLAG-PHまたは FLAG-PHR25Cと共発現した

COS-7細胞に PDGF刺激 (20ng/ml/lO分)および熱ショック (420C/15分)

(hs) を加えたロ無処理細胞を (Control) で示している o Wortmannin前処理

の有無を(+)または(-)で示している O 抗 HA抗体を用いて HA-PKBを免

疫沈降し、 corehistoneを基質としたリン酸化酵素活性測定およびFLAG-PH、

FLAG-PH R25Cとの結合の解析を行ったD

(パネル上)リン酸化酵素活性測定

(パネル中)抗 HA抗体を用いた免疫沈降物のイムノプロット

(パネル下)抗 FLAG抗体を用いた免疫沈降物のイムノプロット
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Figure 17 熱ショックによる PKB活性化の分子機構
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