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1型プロテインホスファターゼに対する新規阻害夕ンパク質

Inhibitor-4の構造と機能に関する研究

学位論文内容の要旨

  本論文では，EST (expression sequence tag)データベースより見出した1型プ口テ
インホスファターゼ(PP1）に対する新規阻害夕ンパク質Inhibitor-4 (I-4)の分子特
性を明らかにすることを目的として，14のク口ーニング・生化学的性状解析・遺伝
子発現について検討を行い，そのPP1に対する阻害機構や生理機能について考察を行
った。本論文は，以下の6章から成っている。

第1章：序論

第2章：Inhibitoト4cDNAの単離
human Inhibitor-2 (I-2)の塩基配列をプローブとして，ESTデータベースをスクリー
ニングした結果得られたク口ーンは，アミノ酸レベルでI-2に対し約44U/oの相同性を
持っていた。その構造から新規PP1阻害夕ンバク質であることが考えられたので，こ
れをInhibitoト4(I-4)と名付けた。I-4は202のアミノ酸残基からなり，アミノ酸配列
による二次構造および疎水性予測解析の結果，ヘリックス構造を多く持つ親水性に富
んだ分子であった。

第3章：Inhibitor-4の機能解析
  I-4をGST融合夕ンバク質として大腸菌より発現させ，プ口テインホスファターゼ
に対する阻害活性などの生化学的性状について検討した。その結果，I-4はPP1を特
異的に阻害し，その阻害活性(ICso=0.2 nM)は非常に強いものであった。PP1の触媒
サブュニット(PPIC)に存在する4つのisoform（ぱ，Yl，把，6）を同等に阻害し，PPlC
に対する特異性は認められなかった。また，PPlのホ口酵素の1つであるミオシン軽
鎖ホスファ夕一ゼ（PPlCとM‐subunitの複合体，PPlM）に対する阻害活性について
も検討した。I―4は，PPlMとプレインキュベーションすることにより，PPlMの活性
を強く阻害することができた。このとき，GST・－I一4に結合しているPPlC’の量はプレ
インキュベーションの時間依存的に増加していたが，I－4に対するMーsubunitの結合は
認められなかった。すなわち，I14がM－subunitに拮抗的にPPlCと結合することによ
って，PPlMの阻害をすることが示された。

第4章：Inhibitor-4によるPP1阻害の分子機構
  I-4のdeletion mutantを用いて，I-4の阻害機構の検討を行った。PPICに対するI-4
の結合サイ卜は，少なくとも3力所，Site-l（11-18)，Site-2（19-123），Site-3（13 2-202)
に存在することが明らかとなった。
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（1）Site-lの11-18の領域がI-4とPPICとの結合において最も寄与が大きいことが
示された。また，Site-lをdeletionさせたI-4（19~202)の阻害活性はwild-typeのI-4
に対し約1/150まで低下し，Site-lのdeletionによる結合活性の減少とよく相関してい
た。
（2）Site-lとSite-2の両方を含むmutantは，wild-typeのI-4に対し拮抗的に働くこ
とから，少なくとも2つの箇所による結合がPPICとの安定な結合を形成するために
は重要であることが明らかとなった。
（3）Site-3をdeletionすると，阻害活性が全くみえなくなる。また，Site-3のみでも
阻害活性を示すことから，阻害にはSite-3が必須であることが明らかとなった。Site-
3は，触媒部位に親和性を持つことが示唆された。
  これらの結果から，PP1に対するI－4の阻害は，N末端の結合領域（11-18)を中心
としたI-4に存在する複数の結合サイ卜が，PPICに結合することによってなされてい
るためと考えられた。

第5章：Inhibitor-4の発現と細胞内局在
Northem blotting法によって，1-4 mRNAの発現を調べたが，ヒト正常組織にその発現
は見られなかった。ヒト由来のcell lineからRNAを精製し，RT-PCR法により調べた
ところ，Hela細胞等のガン細胞においてI-4 mRNAの発現が認められた。さらに多く
のヒト組織やガン細胞について，この発現を検討する必要があると思われる。
Iー4にFLAG‐tagを付加し，その細胞内での発現を免疫染色法によって観察した。wild―
typeの14は核膜に局在するが，その2つのdeletionmutant（l．131，19‐202）では，そ
の局在がいずれも細胞質に変化することが明らかとなった。2つのdeletionmutantは，
各々異なるPPlC結合サイトをdeletionしたものであることから，I→4とPPlCとの結
合が，Iー4の核膜への局在に関与していることが示唆された。

第6章：総括と展望

  本研究で行った以上の解析によって，I―4の生化学的性状，阻害機構を明らかにするこ
とができ，さらにI・4の遺伝子発現は，その生理機能を考える上で非常に興味深い情報を
得ることができた。I-4の生理機能については，今後さらなる検討が必要であり，その解
析結果によっては，PP1の新しい機能を見出せると思われる。
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学 位 論 文 題 名

1型プロテインホスファターゼに対する新規阻害夕ンパク質

Inhibitor-4の構造と機能に関する研究

  1型セリン／スレオニンプ口テインホスファターゼ(PP1）は，最も重要なセリン／スレオニ

ンホスファターゼのひとつである。申請者は，PP1の生理的意義を明らかにする目的から，その

機能調節夕ンバクを探索し，新規阻害夕ンパク質Inhibitor-4（Iー4）の存在を明らかにし，次いで

I―4のク口ーニング・生化学的性状解析・遺伝子発現について検討を行い，I・4の構造／機能相関

を解析し，PP1に対する阻害機構や生理機能について考察を加えた。本論文の要旨は，以下の4

点にまとめられる。

1．  Inhibitoト4cDNAの単離：

  human Inhibitor-2（I－2）の塩基配列をプローブとして，ESTデータベースをスクリーニングし

た結果得られたク口ーンは，アミノ酸レペルでI－2に対し約44%の相同性を持っていた。その構

造から新規PP1阻害夕ンバク質であることが考えられたので，これをInhibitor-4（I・4）と名付け

た。I・4は202のアミノ酸残基からなり，アミノ酸配列による二次構造および疎水性予測解析の

結果，ヘリックス構造を多く持つ親水性に富んだ分子であった。

2．  Inhibitor-4の機能解析：

  I一4をGST融合夕ンバク質として大腸菌より発現させ，プ口テインホスファターゼに対する阻

害活性などの生化学的性状について検討した。その結果，I・4はPP1を特異的に阻害し，その阻

害活性(IC50=0．2nM)は非常に強いものであった。PP1の触媒サブュニット(PPIC)に存在す

る4つのisoform (a，W，化，6）を同等に阻害し，PPICに対する特異性は認められなかった。ま

た、PP1のホ口酵素の1つであるミオシン軽鎖ホスファ夕一ゼ(PPICとM―subunitの複合体，
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PPIM)に対する阻害活性についても検討した。I―4は，PPIMとプレインキュペーションするこ

とにより，PPIMの活性を強く阻害した。このとき，GST―I-4に結合しているPPICの量はプレ

インキュペーションの時間依存的に増加したが，I・4に対するM―subunitの結合は認められなかっ

た。すなわち，I・4がM-subunitに競争的にPPICと結合することにより，PPIMの阻害をするこ

とが示された。

3．Inhibitor-4によるPP1阻害の分子機構：

  Iー4のdeletion mutantを用いて，I一4の阻害機構の検討を行った。その結果；

（1）Site－1（11―18)の領域がI-4とPPICとの結合において最も寄与が大きい。

（2）Siteー1とSite―2(19ー123)の両方を含むmutantは，wild-typeのI・4に対し競争的に働く。

（3）Site-3(132-202)の領域をdeletionすると，阻害活性が消失する。Site・3のみでも阻害活性を

    示す。

  これらの結果から，PP1に対するI・4の阻害は，N末端の結合領域（11―18)を中心としたI-4

に 存 在 す る 複 数 の結 合 サ イ 卜 が PPICに 結 合 する こ と に よ ると 考え られた 。

4. Inhibitor-4の発現と細胞内局在：

  Northern blotting法によって，I―4mRNAの発現を調べたが，ヒト正常組織にその発現は見られ

なかった。ヒ卜由来のcell lineからRNAを精製し，RT-PCR法により調べたところ，Hela細胞等

のガン細胞においてI-4 mRNAの発現が認められた。I・4にFLAGーtagを付加し，その細胞内での

発現を免疫染色法によって観察したところ，wild－typeのI・4は核膜に局在するが，その2つの

deletion mutant（1-131．19―202)では，その局在がいずれも細胞質に変化することが明らかとなっ

た。2つのdeletion mutantは，各々異なるPPIC結合サイトをdeletionしたものであることから，

I・4とPPICとの結合が，I・4の核膜への局在に関与していることが示唆された。

  以上を要するに，申請者はPP1の新規阻害夕ンパクを見出し，その構造／機能相関を明らかに

したもので，PP1研究において貢献するところ大なるものがある。よって，申請者は北海道大学

博士（理学）の学位を授与される資格あるものと認める。
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