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1型プロテインホスファターゼに特異的な阻害蛋白質，

CPI17の標的ホスファターゼの探索

学位論文内容の要旨

  CPI17は、1型セ1Jン・スレオニンホスフアターゼ(PP1）に特異的な阻害蛋白質であ

る。その阻害活性は、プロテインキナーゼC (PKC)によるりン酸化によって活性化さ

れる。また、既存の阻害蛋白質、インヒビター1やインヒビター2などとは異なり、レ

ギュレートリーサブヱニットを結合したPP1ホロ酵素の活性も完全に阻害する。このこ

とから、CPI17はPP1の活性制御を通じて細胞機能を調節する因子のひとつである、と考

えられている。しかし、CPI17の標的となるホスファターゼについては解明されてはい

なかった。そこで、本研究ではCPI17をりガンドとしたアフイニテイークロマトグラフ

イー法で標的ホスフんターゼを単離、同定し、CPI17の生理的役割を明らかにすること

を目的とした。

  第1章では、組換え体CPI17 (HtCPI17)の発現、精製と、その性質について述べた。

アフイニテイーカラムの作成には大量のHtCPI17が必要となるが、大量発現の結果、41

の液体培地から57.7mgのHtCPI17が得られた。この収量は、リガンドとして用いるのに

充分なものであった。得られたHtCPI17は、PKCによってチオリン酸化され、それに

よってホスフんターゼに対する阻害効果が著しく増加した。これらの結果から、

HtCPI17は大動脈から単離されたネイテイブのCPI17と同じ性質を持つことが示された。

  第2章では、大動脈平滑筋の高イオン強度抽出液中における標的ホスフんターゼの探

索を行った。ホスフんターゼは、チオ1Jン酸化HtCPI17 (tpHtCPI17) -Sepharoseカラム

にのみ結合した。また、全てのホスファターゼが結合するのではなく、一部のホスフア

ターゼは結合しないことが明らかとなった。カラムに結合しなかったホスフんターゼ

は、CPI17に対する感受性が結合したホスファターゼに比べ低く、CPI17の標的とはなり

得ないことが示唆された。カラムに結合したホスフんターゼをイオン交換カラムクロマ

トグラフイーで展開すると、ホスファターゼ活性がいくつかのピークに分かれて溶出し

た。従って、標的ホスフんターゼにはいくつかの種類があることが考えられた。

  大動脈平滑筋における標的ホスフんターゼのひとっとして、3量体のミオシンホスフ

ァターゼ、PPIMを同定、精製した。PPIMの活性は、CPI17のりン酸化に依存して阻害

された。速度論的解析の結果、阻害様式は混合型阻害であり、その阻害定数は
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K1=1.9nM、Ki'=5.lnMであった。ウェスタンブロット法で平滑筋細胞中のCPI17の濃度

を見積もったところ、約0.3FMのCPI17が存在することが明らかとなった。以上の結果

から、CPI17はPPIM活性の制御を通じて平滑筋収縮をコントロールしていることが示唆

された。

  第3章では、脳にもCPI17が存在することを示し、標的ホスファターゼを同定した。

脳組織の抽出液を用いたウェスタンブロットの結果、CPI17は脳幹に局在していること

が明らかとなった。また、脳幹の高イオン強度抽出液を陰イオン交換カラムで展開し、

ホスフんターゼ阻害活性を測定した結果、カラムの素通り画分に阻害活性が検出され

た。ウェスタンブロットの結果、この画分に抗HtCPI17抗体と反応する20kDaのシグナ

ルが検出された。これらの結果から、脳幹のCPI17は大動脈で単離されたCPI17と似たよ

うな性質をもつこ、とが示唆された。

  脳幹抽出液中のCPI17標的ホスファターゼを検索した結果、第2章で見られたのと同

じように、CPI17に感受性の高いPP1と低いPP1の2種類が存在することが明らかとなっ

た。また、標的ホスファターゼのひとっとして脳幹のPPIMを同定、精製した。この

PPIMは従来知られていたものとは異なり、サブユニットのひとっを欠く2量体であっ

た。このPPIMの活性は、CPI17のりン酸化に依存して阻害された。従って、CPI17は脳

幹においてもPPIMの活性を制御する因子であり、ストレスフんイバーや細胞接着など

の細胞機能をコントロールしている可能性が示唆された。

  以上の結果から、CPI17は大動脈と脳幹の両方の組織において、PPIMを標的ホスファ

ターゼのーっとしていることが明らかとなった。最近の研究から、PPIMは平滑筋収縮

のみならず、アクトミオシンからなるストレスフんイバーの形成や細胞運動、また、細

胞間接着の制御にも関与していることが示されている。このことから、CPI17iまPPIMの

活性阻害を通じて、アクトミオシン系の細胞骨格の制御に関与しているものと考えられ

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特異的な阻害蛋白質，

CPI17の標的ホスファターゼの探索

  CPI17は、1型セリン・スレオニンホスファターゼ(PPl)に特異的に作用する強カな阻害
タンパク質であり、その阻害活性は、プロテインキナーゼC (PKC)によるりン酸化で活性
化される。また、CPI17は、既存の阻害タンパク質とは異なり、PP1ホロ酵素の活性も完全
に阻害することができるので、PP1の活性制御を通じて細胞機能を調節する新規な内在性
因子であると考えられる。本研究は、CPI17をりガンドとするアフイニティークロマ卜グラ
フイ法を用いて標的として作用するPP1を同定して単離し、CPI17の生理的機能を明らかに
することを目的として行われたものである。
  学位論文は3章からなっている。第1章では大腸菌体内発現系を用いたCPI17組み換えタ
ンパク質(HtCPI17)の発現・精製と、単離したHtCPI17の性質についての結果を述べてい
る。得られたHtCPI17は、大動脈由来のCPI17と同様の性質を示し、PKCによルチオリン酸
化するとPP1に対する阻害効果が著しく増強することを明らかにしている。この結果に基
づき、HtCPI17をりガンドとしたアフィニティークロマトグラフイー法でCPI17の標的となる
PP1の探索が可能であることを示した。
  第2章では、大動脈平滑筋中に含まれるCPI17の標的PP1の探索結果を中心にして述べて
いる。PP1は、チオリン酸化した場合にのみHtCPI17Sepharoseゲルに結合すること、また、一
部のPP1は、チオリン酸化HtCPI17Sepharoseにも結合せず、CPI17の標的となりえないPP1
が存在することが示された。結合したPP1は、陰イオン交換カラムクロマトグラフイーで複
数のPP1活性のピークに分離し、CPIの標的PP1にはいくっかの種類があること明らかにし
ている。これらの中には、3量体構造をとる大動脈平滑筋ミオシンホスファターゼ(PPIM)
が含まれることを明らかにした。PPIMを単離することで、その活性がCPI17のりン酸化に
依存して阻害されること、速度論的解析に基づき、その阻害様式は混合型阻害(Ki=1.9nM．
Ki’=5.1nM)であることを明らかにした。ついで、Western blot法によりCPI17の平滑筋細胞
内濃度(0.3pM)を見積もり、CPI17がPPIM活性の制御を通じて平滑筋収縮を調節するに
足る濃度で存在することを明らかにしている。
  第3章では、脳、特に、脳幹にCPI17が存在し、大動脈平滑筋と同様に、複数の標的PP1
が存在することを明らかにしている。従って、脳幹でもCPI17はPP1の活性制御を通じて細
胞機能を調節することが示された。脳幹の標的PP1の1っとして、脳幹のPPIMを同定し精
製し、この酵素は、サブユニットの1っを欠く2量体であることを明らかにした。CPI17は
脳幹においてストレスファイバーや細胞接着タンパク質のりン酸化を制御することで細胞機
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能を調節する可能性を示した。
  以上の結果に示されるように、著者はCPI17が、PKCを介したシグナル伝達過程でPP1活
性を制御することで細胞機能を調節する新規な内在性PP1阻害タンパク質であることを明
らかにした。このうち、大動脈と脳幹の両方の組織で、CPI17がPPIMを標的酵素とし、平
滑筋収縮のみならず非筋細胞のストレスファイバーの形成や細胞骨格、細胞運動、細胞接着
の制御に関与している可能性を明らかにした。以上の業績から著者は、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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