
博士（理学）福川千香子

学 位 論 文 題 名

プロテインホスファターゼ2A阻害夕ンパク質工ー1PP2A

およびI―2 PP2Aの生理機能に関する研究

学位論文内容の要旨

    卜lPP2AおよびI―2PP2Aはプロテインホスファターゼ2A (PP2A)の阻害夕ンパクとして

単離されたほか、様々な分野からの報告がなされてきた分子である。種々の癌遺伝子による

NIH3T3細胞のトランスフオーメーションを抑制する癌抑制遺伝子産物、pp32はcDNAク

口ーニングから卜lPP2Aと同一の分子であることが知られている。また、急性骨髄性自血病

において染色体転座する遺伝子setはI－2PP2Aをコードしていた。しかしながら、これらの

癌抑制あるいは癌化に対するIーlPP2AおよびI―2PP2Aの役割は明らかにされていない。本研究

では、I11 PP2AおよびI―2PP2Aの機能について知ることを目的とした。その結果、IーlPP2Aおよ

びI―2PP2Aが細胞増殖抑制に働くこと、Gl/S期の進行およびDNA合成に関わること、およ

び増殖シグナル伝達系路のーつであるMAPK経路を抑制することを見いだした。本論文は、

序章および以下の6章より構成される。

第 1章   「 I一 2PP2A 1TiRI¥JAの ラ ッ ト 肝 癌 お よ び 再 生 肝 に お け る 発 現 」

  マウスIl2PP2Aの塩基配列をプローブとしてラット組織、肝癌、および肝再生過程におけ

る発現レベルを、ノーザンブ口ッテイング法を用いて検討した。この結果、卜2PP2A mRNA

は脳で比較的高い発現を示し、また、胸腺、脾臓、および骨髄で特に高い発現を示した。ま

た、I―2PP2A rriRl¥JAは正常肝に比して肝癌で発現が上昇し、肝再生過程では、細胞周期のGl/S

期に相当する時期に一過性の発現上昇が観察された。

第2章  「TetーOffシステムによるI一lPP2AおよびI―2PP2A誘導発現細胞株の樹立」

  I―lPP2AまたはI-2 PP2Aの誘導発現を可能にするためTet―Offシステムを用いたHeLa細胞

株を樹立した。この細胞株を用いて、卜1PPZAおよびI一2PP2Aの細胞内局在を間接螢光抗体法

にて観察したところ、FLAG―I一lPP2A、FLAG―卜2PP2Aはいずれも核に局在していた。

  0.1％′rritonX一100を用いて細胞を分画したところ、FLAGーIllPP2Aは全て可溶画分に検出

された。一方、FLAG―II2PP2Aは可溶画分と不溶画分の両方に検出された。また、I―1PP2Aま

たは卜2PP2A過剰発現の細胞増殖に対する影響について検討した。この結果、I一1PP2Aおよび

I―2PP2Aの発現誘導によって、細胞増殖が抑制された。

第3章  「siRNAによるIーlPP2AおよびI一2PP2A発現のノックダウンとその効果」

  siRNAを用いてHeLa細胞におけるI―lPP2AまたはI12PP2A発現のノックダウンを行った。

卜lPP2AおよびI－2PP2Aのいずれもコント口ールに比ベ約20％にまで発現が低下した。また、
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これによって生じる表現型の解析を行ったところ、以下の知見が得られた。(i)卜lPP2Aまた

はI―2PP2A発現のノックダウンにより細胞の大きさが増大した。大きさの増大は全ての細胞

周期において観察された。(ii)I―lPP2AまたはI一2PP2A発現のノヅクダウンによりGl期細胞

の割合が減少し、S期細胞の割合が増加した。

第4章  rI―lPP2AおよびI―2PP2Aのシグナル伝達系への効果」

  トlPP2Aまたは卜2PP2Aの過剰発現により、C〇Sー7細胞におけるEGF刺激時のMEKおよ

びERKの活性化が抑制された。

    I

第5章  「卜l PP2AおよびI-2 PP2AのPP2Aに対する作用」

  I-l PP2Aおよび卜2PP2AのGST融合夕ンバクを作製し、PP2A活性に対する阻害効果を調べ

た。この結果、GST―I-l PP2A、GST-ーI一2PP2Aのみならず、GST部分を除いた精製IllPP2A、卜

2PP2AもPP2Aに対する阻害活性を示さなかった。

  また、FLAG―ト1PP2AまたはFLAGート2PP2Aを培養細胞に過剰発現させ、これらのタンパ

クとPP2A触媒サプュニット（PP2Ac)との結合について免疫沈降法を用いて検討した。

FLAG一 卜 1PP2Aお よ び FI_AG一卜 2PP2Aは と も に PP2Acと 共沈 さ れ なか った 。

第6章  「トlPP2AおよびI－2PP2A結合夕ンバク質の探索」

  免疫沈降法を用いて、I―lPP2AおよびI一2PP2Aの結合夕ンバク質の探索を行った。免疫沈降

物を銀染色で調べた結果、分子量約64kDaおよび約58kDaのタンパクがI－lPP2Aの免疫複

合体中に、また、分子量約54kDaおよび約36kDaのタンパクがI―2PP2Aの免疫複合体中に

検出された。

  以上、本研究はトlPP2AおよびI―2PP2Aの細胞増殖抑制機能ならびに細胞周期調節機能を有

す る こ と を 明 ら か に し 、 こ れ ら の 分 子 の 新 た な 生 理 的 意 義 を 解明 し た 。
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学 位 論 文 題 名

プロテインホスファターゼ2A阻害夕ンパク質工一1PP2A

    およびI―2 PP2Aの生理機能に関する研究

  I_lPP2Aおよび I-2 PP2Aはプ口テインホスファターゼ2A (PP2A)の阻害夕ンパク

として単離されたほか、他の研究分野からも報告がなされてきた分子である。すな

わち種々の癌遺伝子によるNIH3T3細胞の形質転換を抑制する癌抑制遺伝子産物

pp32は：I―lPP2Aと同一の分子である。また、急性骨髄性自血病において染色体転

座する遺伝子setはI―2PP2Aをコードしていた。しかしながら、これらの癌抑制ある

いは癌化に対するトlPP2AおよびI－2PP2Aの役割は明らかにされていない。本研究で

はI_lPP2Aおよび卜2PP2Aの機能について解析し、それらの生理的役割を明らかにす

ることを目的とした。その結果、I―lPP2AおよびI―2PP2Aが細胞増殖抑制に働くこと、

Gl/S期の進行に関わること、およびMAPキナーゼ経路を抑制することを見いだ

した。本論文の要点は、以下の6点にまとめられる。

  Iー2PP2A rTiRNAのラット肝癌および再生肝における発現

  ラット組織、肝癌、および再生肝におけるI―2PP2Aの発現レベルを、ノーザンブ口

ッテイング法を用いて検討した。この結果、I―2PP2A mRNAは胸腺、脾臓、および骨

髄でとくに高い発現を示した。またI－2PPZA mRNAは正常肝に比して肝癌で発現が

上昇し、再生肝では、細胞周期のGl/S期に相当する時期に一過性の発現上昇が観

察された。

2．′Fet－OffシステムによるI－lPP2AおよびI一2PP2A誘導発現細胞株の樹立

  I_lPP2AまたはI一2PP2Aを′Fet―Offシステムにより誘導発現するI-IeLa細胞株を樹立

した。この細胞株を用いて細胞内局在を調べたところ、I―lPP2AおよびIー2PP2Aは細胞

核に局在していた。また0.1％TritonX―100を用いた分画により、I→lPP2AとI_2PP2Aが
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核内において異なる存在様態をとることが示唆された。

  I―lPP2Aの発現誘導はHeLa細胞の足場非依存的増殖を約60％低下させた。一方I―

2PP2Aの発現誘導はHeLa細胞の足場依存的および非依存的増殖を約40％低下させた。

3． siRNAに よ る ト lPP2Aお よび I― 2PP2A発 現の ノッ クダウ ンと その 効果

    siRNAを用いてHeLa細胞におけるI－lPP2AまたはIー2PP2A発現のノックダウンを

  行った。I―lPP2AおよびIー2PP2Aのいずれもコント口ールに比ぺ約20％にまで発現が

  低下した。これによって生じる表現型の解析を行ったところ、以下の知見が得られ

  た。(i)I―lPP2AまたはI-2 PP2A発現のノックダウンにより細胞の大きさが有意に増

  大した。(ii)I―lPP2AまたはI_2PP2A発現のノックダウンによりGl期細胞の割合が

  有意に減少し、S期細胞の割合が増加した。

4．I―lPP2AおよびI―2PP2Aのシグナル伝達系への効果

  I→lPP2AまたはI－2PP2Aの過剰発現により、C○S－7細胞におけるEGF刺激時のMAP

キナーゼ経路の活性化が著しく抑制された。

5．I-l PP2AおよびI一2PP2AのPP2Aに対する作用

  I一1 PP2AおよびIー2PP2Aの組み換えタン／ヾクを大腸菌で発現・精製し、PP2Aに対す

る阻害効果を調べた。この結果、いずれの組み換えタンバクもPP2Aに対する阻害活

性を示さなかった。また、FLAGーI_lPP2AまたはFLAG－ト2PP2Aを培養細胞に発現させ、

PP2A触媒サブュニットとの結合について免疫沈降法を用いて検討したが、いずれも

PP2Acと共沈しなかった。

6．IーlPP2AおよびI-2 PP2A結合夕ンバク質の探索

  免疫沈降法によりI―lPP2AおよびI―2PP2Aの結合夕ンバク質の探索を行った。免疫沈

降物を銀染色で調べた結果、I―lPP2AおよびI_2PP2Aのそれぞれについて、特異的な結合

夕ンバクと見られるバンドが検出された。

  これを要するに，著者はIーlPP2AおよびI－2PP2Aが細胞増殖抑制機能ならびに細胞周

期調節機能を有することを明らかにし、これらの分子の新たな生理的意義を解明した

もので，細胞の増殖および周期調節研究の領域に貢献するところ大なるものがある。

よって，著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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