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IvIKP-7の構造と機能に関する研究

学位論文内容の要旨

  細胞内シグナル伝達系において、夕ンバクのりン酸化はシグナル伝達のOlN/ OFFに

関わっている。プロテインホスファターゼはりン酸化夕ンバクの脱リン酸イビを触媒する

酵素であり、細胞内シグナル伝達の調節において重要な役割を担っている。Mitogen-

activated protein kinase (MAPK)カスケードにおいては、主に連鎖的なタンバクの

りン酸化によルシグナルが伝播する。このカスケードは、様々なブロテインホスファタ

ーゼが寄与するが、そのうちMAPKを特異的に脱リン酸化するMAPK phosphatase

(MKP）はりン酸化スレオニンとりン酸化チロシンをともに脱リン酸化する。このよう

なプロテインホスファターゼを二重基質特異性プロテインホスファターゼ（Dual-

specificity protein phosphatase：DSP）という。現在までに報告された多くのプロテ

インホスファターゼは、リン酸化セリン・スレオニンか、もしくはりン酸化チロシンの

みを特異的に脱リン酸化する。この点においてDSPはユニークなホスファターゼ分子で

ある。本研究では、新規DSP、MKP―5およぴMKP-7を単離し、それらの特性の解析

し、さらに遺伝子発現およぴMAPKカスケードへの影響、細胞内での挙動を検討した。

  第1章では、Expression- sequence－tag (EST)databaseを利用した新規MAPK

phosphatase (MKP）遺伝子の単離とその分子のアミノ酸配列から得られた特徴を述べ

た。MKP-4をQueryとしてEST database内を検索し、2種の新規MKP遺伝子、MKPー5

とMKP-7を得た。MKP-5遺伝子はヒトが482、マウスが483のアミノ酸残基をコー

ドし、MKP-7遺伝子はヒトが665、マウスが660のアミノ酸残基をコードしていた。

MKP-5はそのN末端領域に、MKP-7はそのC末端領域に、MKPとしては特異な機能

未知領域を有する分子であった。

第2章では、単離したMKP―5およびMKP-7の遺伝子発現を検討した。ラットおよ
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びマウスの各組織でのMKP-5およびMKP-7の遺伝子発現を解析した。MKP-5では

3.5kbと2.7kbの2種の転写産物が確認され、また、5.Okbのがん特異的転写産物を発

現していた。MKP-7では4.1kbと2.1kbの2種の転写産物が確認され、4.1kbは特に

脳・腎臓・小腸・精巣での発現が高く、骨髄・胸腺・脾臓での発現が低いことがわかっ

た。また、ヒトMKP-5遺伝子は1q41に、ヒトMKP-7遺伝子は12p12にマップされ

た。

  第3章では、MKP-7のMAPK phosphataseとしての機能を検討した。MAPKカス

ケード活性化阻害能から、MKP-5がJNK‘p38冫ERK、MKP-7がJNrK> p38冫冫ERK

という基質特異性を示した。また、MAPKに対する結合特異性を解析した結果、MKP-

5はその基質特異性と同様な結果を得たが、MKP-7は高い基質特異性を有するのに対し

てその結合特異性には有意な差は見られなかった。MKP-7はその変異体を用いた解析

から、p38に対する活性化抑制能がC末端領域により自己阻害されていること、ERK

に対して微弱ではあるがホスファターゼとして機能し得ることを明らかにした。

  第4章ではMKPー7を中心として細胞内での挙動について検討した。MKP-5分子は

細胞内に広く分布していたが、MKP-7はMKP-5とは異なり細胞質に局在化していた。

しかし、MKP-7の機能未知なC末端領域にはその細胞内局在を規定するモチーフ、核

移行シグナルおよび核外移行シグナル、が存在しそれらが機能し、その結果MKP-7は

核‾細胞質問シャトルタンバクとして挙動することを明らかにした。また、MKP-7はJNK

お よ び p38を 細 胞 質 に ト ラ ッ プ す る 役 割 を 有 し て い る こ と を 示し た

  第5章では、MKP－7分子の制御機構について検討した。MKP-7はERK共発現時PMA

刺激依存的に高分子量側へのバンドシフトを生じた。アルカリホスファターゼ処理によ

ルシフトしたバンドが消失することから、このバンドはMKP－7のりン酸化物であるこ

とが明らかとなった。さらにERK特異的MAPK KinaseであるMEKl/2の活性阻害剤

処理によりこのバンドシフトは生じなかった。アラニン置換変異導入によルセリン446

がりン酸化部位であることを明らかにした。一方、JNK共発現下においてもMKP-7は

FBS、UV、PMA、EGF刺激によルリン酸化物を生じたが、p38共発現下では調べたい

かなる刺激においてもりン酸化MKP-7は確認できなかった。

  以上、本研究は新規二重基質特異性ホスファターゼ分子種の遺伝子発現、基質特異性、

リン酸化修飾、核‐細胞質問のシャトル機能を明らかにし、本酵素の情報伝達上の新たな

生理的意義を解明した。
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新規IN/IAPKホスファターゼ，MKP―5および

IVIKP-7の構造と機能に関する研究

  細胞内シグナル伝達系において、夕ンバクのルン酸化はシグナル伝達のON/OFFに関わ

っている。プ口テインホスファターゼはりン酸化夕ンパクの脱リン酸化を触媒する酵素であ

り、細胞内シグナル伝達の調節において重要な役割を担っている。Mitogen－activated

protein kinase (MAPK)カスケードにおいては、主に連鎖的なタンバクのりン酸化によル

シグナルが伝播する。このカスケードは、様々なプ口テインホスファターゼが寄与するが、

そのうちMAPKを特異的に脱リン酸化するMAPK phosphatase (MKP)はりン酸化スレ

オニンとりン酸化チ口シンをともに脱リン酸化する。このようなプ口テインホスファターゼ

を二重基質特異性プ□テインホスファターゼ(Dual-specificity protein phosphatase：

DSP)という。現在までに報告された多くのプ□テインホスファターゼは、リン酸化セリン・

スレオニンか、もしくはりン酸化チ口シンのみを特異的に脱リン酸化する。この点において

DSPはユニークなホスファ夕一ゼ分子である。申請者は本研究において、新規DSP、MKP－5

およびMKP―7を単離し、それらの特性の解析し、さらに遺伝子発現およびMAPKカスケ

ードヘの影響、細胞内での挙動を解析した。本論文の要旨は、以下の5点に要約される。

1. Express10nーSequenCeーtag（ES11）  databaSeを利用した新規MAPKphOSphataSe

（MKP）遺伝子の単離とその分子のアミノ酸配列から得られた特徴を述べた。MKP―4を

QueryとしてESTdatabase内を検索し、2種の新規MKP遺伝子、MKP―5とMKP―7を

得た。MKP―5遺伝子はヒトが482、マウスが483のアミノ酸残基をコードし、MKP－7遺
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伝子はヒトが665、マウスが660のアミノ酸残基をコードしていた。MKP―5はそのN末

端領域に、MKP―7はそのC末端領域に、MKPとしては特異な機能未知領域を有する分子

であった。

2．単離したMKP―5およびMKPー7の遺伝子発現を検討した。ラッ卜およびマウスの各組

織でのMKP―5およびMKP―7の遺伝子発現を解析した。MKP－5では3.5kbと2.7kbの2

種の転写産物が確認され、また、5.Okbのがん特異的転写産物を発現していた。MKP―7で

は4.lkbと2.lkbの2種の転写産物が確認され、4.lkbは特に脳・腎臓・小腸・精巣での

発現が高く、骨髄・胸腺・脾臓での発現が低いことがわかった。また、ヒトMKP－5遺伝子

はlq41に、ヒ卜MKP－7遺伝子は12p12にマップされた。

3. MKP－7のMAPK phosphataseとしての機能を解析した。MAPKカスケード活性化阻

害能から、MKP－5がJNK“p38冫ERK、MKPー7がJNK冫p38＞＞ERKという基質特異

性を示した。また、MAPKに対する結合特異性を解析した結果、MKPー5はその基質特異性

と同様な結果を得たが、MKP―7は高い基質特異性を有するのに対してその結合特異性には

有意な差は見られなかった。MKPー7はその変異体を用いた解析から、p38に対する活性化

抑制能がC末端領域により自己阻害されていること、ERKに対して微弱ではあるがホスフ

アターゼとして機能し得ることを明らかにした。

4. MKP―7を中心として細胞内での挙動について解析した。MKP－5分子は細胞内に広く

分布していたが、MKP－7はMKP―5とは異なり細胞質に局在化していた。しかし、MKP－7

の機能未知なC末端領域にはその細胞内局在を規定するモチーフ、核移行シグナルおよび

核外移行シグナル、が存在しそれらが機能し、その結果MKP―7は核一細胞質問シャトルタ

ンパクとして挙動することを明らかにした。また、MKP－7はJNKおよびp38を細胞質に

トラップする役割を有していることを示した。

5. MKP―7分子の制御機構について解析した。MKP－7はERK共発現時PMA刺激依存的

に高分子量側へのバンドシフ卜を生じた。アルカリホスファターゼ処理によルシフトしたバ

ンドが消失することから、このパンドはMKP―7のりン酸化物であることが明らかとなった。

さらにERK特異的MAPK IKinaseであるMEKl/2の活性阻害剤処理によりこのバンドシ

フトは生じなかった。アラニン置換変異導入によルセリン446がりン酸化部位であること



を明らかにした。一方、JNK共発現下においてもMKP－7はFBS、UV、PMA、EGF刺激

によルリン酸化物を生じたが、p38共発現下では調べたいかなる刺激においてもりン酸化

MKP―7は確認できなかった。

  これを要するに、著者は、新規ホスファターゼMKP―5およびMKP－7についての新知見

を得たものであり、細胞情報伝達の分子機構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。


