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ストレス応答性MAPキナーゼカスケードにおけるブロテインホスファ
ターゼ2Cの機能

1:じめに
細胞はホルモンや成長因-(-など繍々な酬胞外

ングナルに応苔する仙朝日Al皇ンステムを備えて

L、るが 彊白質のリン酸化および脱リン酸化反

応はその主要機構のひとつである 蛋白質のリ

ン惜化はプロテインキナーゼにより。その逆反

Le.である脱リン般化はプロテインホスファター

ゼにより触媒される プロテインホスファター

ゼの研究は キナーゼと比べて活性測定に基質

の湖節が必要であるため敬述されて来たが 細

胞内ffi臼質のリン酸化レベルはプロテインホヌ

ファターゼとプロテインキナーゼの活性のパラ

ンスによって剥節されていると考えられてお

り その腹能が注目されている

プロテインセリン/スレオニンホスファターゼ

の分類

プロテインホスファターゼは大きくセリン/

スレオニンホスフ ァターゼ チロンンホスファ

ターゼおよび二重特典聞ホスフアターゼとに分

けられる セリ ン/スレオニンホスフ ァタ ゼ

は蛋白慣のセリンまたはスレオニンの水般基に

結合したリン般の加水分解を触媒するが その

革質特異性と阻害剤に対する感受性から 1983 

4トにさらにタイ プ 1(PPI)とタイプ2 (PP2) 

にう}類された (査 1)(tngebritsen et al.， 1983) 

WIちPPlIiインヒピター!と2 11- 1 、 1-2 ) に~~

受性を持ち (Huanget al.， 1976)， PP2は抵抗性
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である また cAMP依存性キナーゼによって

リン骨量化されたホスホリラ【ゼキナーゼを基質

とした時 PPl はβサプユニット をPP2はαサ

プユニッ トを選択的に脱リ ン般化する PP2は

さらにこ価陽イオン要求性からA.BおよびCの

3輔君1に分類される PP2BはCa2+依存性を持

ち.PP2CはMg2+またはMn2.依存性である

PP2Aは両者に対する要求性が無い 現在では

PPI. PP2AおよびPP2Bはその3次元構造の類

似性から PP4 (Brrewis et al.， 1993). PP5 

(Chcn el al.， 1994)， P同 (BastIanset a1.， 1996) 

およびPP7(Huang el al.. 1998)など新たに見つ

かったホスファターゼとともにPPPファミリー

と也呼ばれる

PP2C白骨子多櫨性と発現制御

PPI. PP2AおよびPP2Bは触媒サプユニット

とi醐節サプユニットからなっており 湖節サプ

ユニッ トによってその基質特拠性が変化すると

身えられているが PP2Cの削節サプユニヅ卜

はみつかっておらず 分干鼠43-48Kの単鼠体

として存在していると考え られている また

PPI. PP2AおよびPP2B町一次構造がEいに相

同性を持つのに比べ PP2Cはごれらの一次構

造との柑同性に乏しい PP2Cは当初ラット肝

に見い11¥され (旧kuchi.]977) 引き続き慎散

のグループによって (Pato& Adelstein， 1980. 

Hiraga， 1981)精製が行われた そのf去の化学

表 1 プロテインセリンスレオニンホスファターゼの古典的分節

グリコーゲン，、Zホリラーーゼキナーゼ !Il古剤に対する慮受性

のサプユニ 7 トに対する特質性 1 -1および 1-2 オカダ催(児団司 nM)
2偏イオy嬰求守主

PPI P あり 10-20 nM なし

円宅A a なし 0.1 nM なし

PP2B α なし 活妨L‘ Ca" 

PP2C a なし 本し Mg'争
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図1 ほ乳甜PP2C77ミリー

制Iotl性の尚L通領域金斜線で，がした.

分析の結集αとFの2町1mのアイソフォームが
存在することが判明し 1989年にラットPP2C

acDNAのクロー ニングが成功した憧

(Tamura， 1989)。引き続きPP2Csのクローニ

ングもなされ(Wenk，(992). PP2C.とβが異

なった遺伝子によってコードされていることが

ゆlらかにされた 現在ほ乳矧では6種頗の

PP2C遺伝子の報告がなされているが ショウ

ジョウパエのゲノム解析の綜出などからその副

知は今後ますます噌えそうである <Rubinet 

al.. 2Q∞) (図1) 

PP2C aとHのアミノ酸配列の類似性は約

75%である 筆者らはPP2Caおよびβ(1)cDNA

の単離とこれを用いた.knw菌での活性蛋白質の
発現に股初に成功した (Tera祖waet al.. 1993 

Kato et al.. 1994) そのi査の桝析の結果、 PP2C

aにはC末端の極基配列のみが異なる 3種知の

アイソフォームが PP2Cpには同織の 5傾額

のアイソフォ ムがJjlーのpre-mRNAからの選

IR的スプライシングによって生じることが明ら
かとなっている (Katoet al.， 1995， 1996) 

PP2Csの各アイソフォームのうち PP2C s.I 

はマウス肺性幹細胞やマウス脳性腕場細胞での

尭現を合的 マウスのほとんどの臓器に普遍的

に発現していたが 戸2は脳と心筋に! 月一3.4 

および5は精巣 小腸および肝肢に選択的に尭

現しτお旬。組織特異的な槻能を荷なっている
のではなL功、と推測された マウスPP2Cs遺

伝子を111離し 転写淵節制域の解析を行った結

県 I 少なくとも 2崎賢iのプロモーターの存在が

明らかとなった (Ohnishiet al. 1999) このう

ち上流に位置するプロモーターはTATABoxを

持たず GC配列の$'リ、ウスキーピングタイ

プのプロモーターの特徴を耐えていたー F流の

也のにはTATAポ yクスの他，性決定に関する

転写因子の結合にl瑚わるとされている5RY配列

やNRE配列が認められた RT.PCRによる検討

では IIU者のプロモーターによって亮現調節さ

れる転写産物が各組臓器に普遍的に検出され

憧古による転写直骨却は制巣 胸骨および肝臓の

みに尭現が抽出 されることから PP2Cs 

mRNA3 末端の車駅的スプラインングによる

PP2Cs.3. 4および5の時lJIが怯古のプロモー

ターによる転写調節機構と連動している可能性

が示唆された

PP2Cによるストレス感畳性MAPキナーゼシス

テムの制御

分裂酵母でPP2CはPtcl.Ptc2およびPtc3円 3

極矧が見つかっており!ほ乳煩のPP2Cと約

30%の制間性を示す Ptcl1;t当初J熱ショ yク

ffi臼賀HSP90と刷IIiJ性を持つ分裂併時のSwol

の温度感受性蛮異株をを事コピーで回復させる

遺伝子として見つけられた (Shiozakiet al 

(994) その挫の研究により， ptcr ptc3'ーおよび

plcl" ptc2"" plc3'ーの$[(変1~体は温度感受性を示

すにもかかわらず I 日浸透圧崎地ではその表現

型が1"制されることから。 PP2Cが細胞内浸透
圧の嗣節に関係していることが推測さ れた

(Shiozaki ct al.， 1995) 

MAPキナ ゼカスケードは 高級生物に普

遍的に存在する情報伝達果である (Nishidaet 

al.， 1開3) この情制，1<述身、は。願書に活性化す

る3倒郊のキナーゼからな っており まず

MAPKKKが上流の分「との結合によって活性

化されると.MAPKKのセリンおよびスレオニ

ン残恭をリン般化し これを活性化する 活甘

化されたMAPKKはMAPKのスレオニンおよび

チロシン残基をリン般化 Lて活性化する

(Widmann et al.. 1999) ほ乳首1のMAPキナー

ゼカスケードは現在3つのグループに分けられ

ているが守このうち沿も早くから知られていた

MAPキナーゼであるERKIおよびERK2は

様々な明姑因子によって1主Y配列がリン酸化さ

れ活性化される (Lewiset al.， 1998)， ERKとは

県立り jNKほ紫外線や日浸透圧などのストレ

ス TNFやIし1などのサイトカイン刺激によっ

てTPY配列がりン俗化され。活性化される 3 
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冊目のグループのp36も辺渇圧やその他のスト

レスによってTGY配列がリン酸化され活性化さ

れることが知られている このp38と高い相同

悼を吊すキナーゼは分裂併帥およびIIHt併i止で

はそれぞれSpclおよびHoglとして知られてお

り!これらは静ほの浸透11，シグナル伝達にかか

わるMAPキナーゼカスケードを構成している

ことが報告されている (Gustinet al. 1998) (図

2 ) 分裂都母のPP2CであるPtclは浸透日に

よるストレス刺激では SpclやWislなどカス

ケードを情成するキナーゼを直接脱リン階化し

ているわけではなく 。Spclによって活性化され

る転写困 fAt日の標的過!i;(-の転写を抑制する

ことにより Spcl経路をuに測節していること
が市されたが (Gaitset al.， 1997) 熱ショ ック

によって活性化したSpclはPtclおよびPtc3によ

るスレオニン残基の脱リン般化によって不活性

化されることが示唖された (Nguycnet al.. 

1999). 1'1'1牙併時ではこれと典な旬 。Ptc1 ， 

円c2およびPtc3が浸透圧ス lレスで活性化され

るHoglの脱リノ酸化と不活性化にほ接附与し

ていることが示暗されている (Maedaet al.. 

1994， ¥Varmka et al.，加01)

このような併時での附究結*から PP2Cが

普遍的にス トレス応菩MAPキナーゼカスケ

ドの制嗣にl瑚与しているこ とがJ示唆されたた
め )聴者らはほ平L動物細胞でのPP2Cの過剰尭

副主を聞いて ストレス比〉害時のMAPキナー

ゼカスケードの活性化にPP2Cが与える影響を

横討した その結出 PP2C(IまたはPP2Cp-1

分裂両手惜

ルIAPKKK Wis4 

MAPKK Wis I 

MAPK Spc 1 

をC05-7cellで亮現した系で アニソマインン

やNaCl刺激時に冗逃するp38MAPキナーゼのチ

ロンン残基のリ ン階化が抑制されることがl明ら

かとなり (HanadaCl al.， 1998)。同械の結果は

Takekawaらからも報告された (Takekawaet 

aL. 19981. PP2Cがリン般化セリ ン/スレオニ
ンに特典的なホス ファターゼであることから

その作HI点はより上流であることが推測された

ため |而lじ系でのMAPKKのリン般化状態を調

べたところ ストレス刺激時にん進するMKK3

および6のリン椴化はPl屯CaまたはPP2Cp-1の

自発現によって抑制されるエとがわかった こ

のリン般化の抑制は PP2Cp-1の不活性型査

開体を過剰尭現した地告には，/られなかったた

め PP2Cp-IQ)活性に依存することが判明し

た p38のリン般化および活性がPP2Cによって

抑制 されるのに対 ~. m蛸因子によって活性化
されるE目白およびE町(1を活性化するMEKIに

対 してはPP2Cの過剰発現の影響は見られず l

PP2Cはストレス応答MAPキナーゼカスケ ド

を遭択的に抑制していると考えられた.

そこでストレス応帯性MAPキナーゼカスケ

ードにおけるPP2Cの作問点在同定するためさ

らに轍討を行った まず。 PP2CaまたはP-1 
の両克現によって抑制されるM旧却のリン般化

が は般PP2Cによって脱リン俗化されたため

かどうかを淵べるため 大腸闘で発現制製し

たそれそ'れの蛋白質をItlいて検問したところ，

PP2Cp-1はMKl留を不活性化できなかった こ

の結果から PP2Cβlの作附点はさらに上流

lll!HI母 ほ乳買I

SIC 11 Ask 1. MLK3. TAK I 

Pbs 2p M旧<3.M旧(6

Hog lp p 38 

図2 ストレス応答MAPキナーゼ情根伝連系

Ill.!f";f旬では符遇Lf 分製岬!なとほ乳M.ではÌ'.J~重1五を自治め黙外線 勲ンヨ ツクなど様 な々細胞外からの
ストレスによって活性化されi 情報を枝に伝える.
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であると考え。 MAPKKKとPP2Cs-Iを商売現

した地合の下流のングナルのリン般化状態およ

び活性化にI到して柚討を行った その結果

.38の上流に位置するMAPKKKの lつである

TAKl (TGF s -activated kinase)とその活性化

因子TABIをCOS-7細胞で発現Lた喝合冗避す

る MKK6のリン傾化レベルがPP2Cの共尭現

によって抑制 されることがわかった また

TAKIの尭現による.38およV'JNKの活性化も。

同様にPP2Cの共尭現によ って抑制 された

TAKIはIL-I刺激によって リン齢化 され活性

化することが知られているが(図 3上 PP2C

s -1は共尭現によ ってこのTAKIのリン般化を

抑制I ~ またMKK6を基質としてinvitroで

TAKIのキナーゼ活性を湖べると PP2Cs-Iは

鼠依存的にTAKIの活性を抑制した さらに免

疫沈降を行ったところ i 内在性PP2Cs-Iはキ

ナーゼ傾域を古むTAKIの中央部分と相互作用

し 特典的に複合体を形成していることが判明

した 以上の結果から PP2Cs-IはTAIく!と相

互作用することによって脱リン般化。活性を抑

制lし その下流のMAPキナーゼカスケードを

抑制することが示噴きれた

iしl畳富体

専豆シ居室D

宣豆一寸

細胞醐

分解

続

AP-I 

活性化 活性化

図3 1し1Yグナル伝通経路

TAKIはIしl刺激によ って活性化されること

が制告されているため (Ninomiya-Tsujiet al 

1999). IL-Iングナル伝達経路におけるPP2Cs

lの作間を検討した IL-1Rを官正的に完現した

293細胞にPP2C(J-lとルンプエラーゼレポータ

ー遺伝子を共尭製し.1しlで刺激したところ

下流の転写因子であるAP-Iの活性がPP2Cs-I

の尭現によって抑制されることがわかった

PP2C s-Iのホスフ アターゼ活性を持たない慢

性ネガティプ変異体を尭現した地合には この

APーlに対するPP2Cs -1 0)抑制作刑は解除 され

るだけでなく AP-Iの活刊が冗避しており 内

在性のPP2CβがIL-IによるAP-Iの活性化に関わ

っていることが型付けられた PP2Cβー1は

TAKIの高尭現によるNF-KBの活性をも抑制し

たため PP2CがIL- I シグナル r.ë.遣~、の制闘に関

与している可能刊が市唆されたが その活性制

御機構に関 しては不明な部分が~くより詳細な

解析が待たれる

俳母からほ乳首Iに至るまで ストレス応書刊J
MAPキナーゼカスケードの制御にl珂わるPP2C

機能は保存在れているこ とがわかったが

PP2C a-2は、 MAPKおよびMAPKKを共に脱リ

ン織化することが報告されており その作同点

など詳細主部分では分子同によって遣いが児ら

れた PP2Cファミリ ーに属するホスファタ

ゼは1，1近でも新しい分子が次々に報告されてお
り 生理的機能、およびその活性調節機構につ

いて解明されることが期待される
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