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    学位論文題名

Identification of protein kinaseAcatalytic subunitpasa

novel binding partner of p73 and regulation of p73 function

（Aキナーゼ触媒サブユニットpとp73夕ンパク質の結合および

    p73夕 ン パ ク 質 の 機 能 制 御 に 関 す る 研 究 ）

学位論文内容の要旨

【緒言】p73は癌抑制夕ンバク質p53のホモログであり、p53結合配列をそのプ口モータ

ー上に持つp貊舳やみ＆x等の遺伝子群の発現を制御する転写因子として機能し、p53と同

様にG1／S期での細胞周期停止やアポトーシスを引き起こす。最近の知見によると、シスプ

ラチンなどのDNA障害因子により、p73はりン酸化やアセチル化などの化学修飾をされ転

写活性能が亢進すると報告されている。我々は、p73aをbaitとしたyeasttwo．hybrid法に

よる結合夕ンパク質のスクリーニングの結果、cAMP．dependentproteinkinasecatalytic

subunit（PKA．C）p4abを同定した。PKA．Cpはp73彊との相互作用およびりン酸化により、

p73aの転写活性能を抑制し、その細胞増殖抑制能あるいはアポトーシス誘導能に対して負

の制御をすると考えられた。【方法と結果】＠p73との新規結合夕ンパク質であるPKA．Cp

の同定：p73dをbaitとしたyeasttwo．塒′brid法で胎児脳由来のcDNAhbraryをスクリー

ニングし、Aキナーゼ触媒サプュニットであるPKA．Cp4abを同定した。＠細胞内でのp73

とPKA．Cpの結合：COS’7細胞にp73dとPKA．Cpを強制発現させ、免疫沈降（IP）法およ

び分画ウエスタンブロッテイング（WB）法、免疫螢光法によりp73dとPKA・Cpの結合お

よび細胞核内での共存を確認した。一方、p53とPKA・Cpの結合は見られなかった。◎p73d

とPKA・Cpの結合領域の同定：p73aの各領域のGST融合夕ンパク質と35Sメチオニンで標

識したPKA．Cpを用いたプルダウン法により、PKA，Cpはp73dの転写活性化領域を含むN

端および転写抑制領域を含むC端と結合することが確認された。＠PKA．Cpによるp73の

転写活性能への影響：機能的p53を欠損しているH1299細胞を用い、p53/p73結合配列を

持つp田ぬロまたはみaxのプロモーターを組み込んだルシフェラーゼレポータープラスミド

を使用し、ルシフェラーゼレポーターアッセイ法にてPKA．Cpによるp73およびp53の転

写活性能への影響を観察したところ、PKA．Cp発現プラスミドの形質移入量に合わせて、

p73aの転写活性能は抑制された。一方、p73dのC端が部分的に欠損したスプライシングバ

リアントのp73pおよびp53の転写活性能への明らかな影響はみられなかった。また、p73

およびp53により誘導される内在性p21waf1の発現をWB法で確認したところ、ルシフェラ

ーゼレポーターアッセイ法での結果と同様に、PKハCpはp73uによるp21waf1の発現を抑制
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したが、p73Pとp53によるp21waflの発現には影響を及ぽさなかった。◎PKA-cpによる

p73のルン酸化：精製されたAキナーゼ触媒サプュニットによるp73aの各領域のGST融

合夕ンバク質を基質としたりン酸化実験により、p73aのN端の領域がりン酸化されること

が確認された。また、PKA-cpのATP結合部位であるりシンをアルギニンに置換しりン酸

化能を欠損させたPKA-cp(K76R)によるp73aの転写活性能への影響を実験＠と同様の実

験系で観察したが、ルシフェラーゼレポーターアッセイ法およびWB法ともにp73a,の転写

活性能への影響はみられなかった。◎PKA-cpによるp730cのアポトーシス誘導能の抑制：

H1299細胞にp73a単独およびp730cとPKA-cpまたはPKA-cp(K76R)を強制発現させ、

DNA障害因子であるカンプトテシンによるp73aのアポトーシス誘導能をMTT法に準じて

観察したところ、p73aのアポトーシス誘導能はPKA-cpにより有意差を持って抑制された。

一方、PKA-cp(K76R)による影響はみられなかった。また、p53を用いて同様の実験をした

が、p53のアポトーシス誘導能はPKA- cpに影響されなかった。◎内在性Aキナーゼによ

るp73の転写活性能の阻害：Aキナーゼ作用物質であるdibutyryl cAMPおよびAキナー

ゼ阻害剤であるH-89の存在または非存在下にp73aの転写活性能をルシフェラーゼレポー

ターアッセイ法およびWB法にて観察したところ、dibutyryl cAMP存在下ではp73aのレ

ポーター活性や内在性p21waflの発現は阻害されたが、H-89を加えることにより、レポー

ター活性や内在性p21waflの発現は部分的に回復した。◎PKA-cpによるp73分子内の相互

作用の強化：H1299細胞にp73a単独またはp73aおよびPKA-cpを強制発現させ、ク口マ

チン免疫沈降(ChIP)法にてp73a,とp21wa々 およびぬxのプ口モーター領域の結合を観察

したが、両者にPKA．Cpの存在による結合の差はみられなかった。一方、p73dの転写活性

化領域を含むN端と転写抑制領域を含むC端の結合をIP法を用いて観察したところ、PKA．

Cpの存在によりこの結合は促進された。PKA・CpくK76R）による影響はみられなかった。【考

察】今回の研究で、p73ぱの新規結合夕ンパク質としてPKA・Cpを同定した。PKA・Cpはp73彊

のN端およびC端と結合し、p73qの転写活性能を抑制した。これはPKA．Cpがp73dのN

端にある転写活性化領域にC端にある転写抑制領域を架橋することにより、p73彊が不活性

型になるからであると考えられた。また、リン酸化実験を通じて、PKA‐CDによるりン酸化

がp73伐の転写活性抑制に必要であることが判明した。さらに、dibuぢrylcAMPによる

cAMP′Aキナーゼ情報伝達経路の活性化によりp73彊の転写活性能は抑制され、Aキナーゼ

阻害剤であるH，89によりこの抑制効果は減弱した。以上のことから、Aキナーゼによる

p73dの高次構造の変化およびりン酸化は、p73dの転写活性能に対する新規の抑制機序であ

ることが判明した。哺乳類の細胞においてAキナーゼは情報伝達経路の差異により、細胞

増殖促進的にも抑制的にも働く。Aキナーゼによるアポトーシス抑制の機序としてERKや

phosphatidylinosit013・kinase／Akt経路の活性化が知られている。また、AキナーゼはBad

やglycogensynthasekinase―3pをりン酸化することによりそのアポトーシス能を阻害する

ことも知られている。今回の研究は、Aキナーゼによるp73dの転写活性抑制が、Aキナー

ゼによるアポトーシス抑制の機序のひとつであることを示した。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

Identification of protein kinaseAcatalytic subunitロasa

novel binding partner of p73 and regulation of p73 function

（Aキナーゼ触媒サブユニットグとp73夕ンパク質の結合および

    p73夕 ン パ ク 質 の 機 能 制 御 に 関 す る 研 究 ）

  p73は癌抑制夕ンバクp53のホモログであり、Gl/S期での細胞周期停止やアポトーシス
を引き起こす。最近の知見によると、シスプラチンなどのDNA障害因子により、p73はり
ン酸化やアセチル化などの化学修飾をされ転写活性が亢進すると報告されている。本研究で
は、p73aをbaitとしたyeast two-hybrid法による結合夕ンパク質のスクリーニングにより、
cAMP-dependent protein kinase catalyticsubunit（PKA・C）p4abを同定し、生化学的手法
を用いてp73に対するPKA・Cpの機能解析を施行した。
  p73dの各ドメインのGST融合夕ンバクと35Sメチオニンで標識したPKA．Cpを用いたプ
ルダウン法により、PKA．Cpはp73dのN端およびC端と結合することを確認し、細胞内で
のp73とPKA．Cpの結合を、免疫沈降法により確認した。p53とPKA．Cpの結合は見られな
かった。PKA．Cpによるp73の転写活性への影響をルシフェラーゼレポーターアッセイ法に
て観察したところ、PKA．Cpによりp73dの転写活性は抑制されたが、p73pおよびp53の転
写活性への明らかな影響はみられなかった。p73およびp53により誘導される内在性p21w8f1
の発現をWB法で確認したところ、ルシフェラーゼレポーターアッセイ法での結果と同様に、
PKA・Cpはp73dによるp21waf1の発現を抑制したが、p73pとp53によるp21waf1の発現には
影響を及ぼさなかった。Aキナーゼによるりン酸化実験により、p73dのN端がりン酸化さ
れることが確認された。また、リン酸化能を欠損させたPKA．I矼によるp73dの転写活性へ
の影響を観察したが、影響はみられなかった。DNA障害因子であるカンプトテシンによる
p73dのアポトーシス誘導能をMTT法にて観察したところ、p73dのアポトーシス誘導能は
PKA．Cpにより抑制されたが、PKA．KIによる影響はみられなかった。p53のアポトーシス
誘導能はPKA．Cpに影響されなかった。dibutyryld揃PおよびAキナーゼ阻害剤である
H．89を用いてp73伐の転写活性を観察したところ、内因性のAキナーゼによりp73dの転写
活性は抑制されることが示唆された。クロマチン免疫沈降法にてp73dとp釘ぬ々およびみax
のプ口モーター領域の結合を観察したが、両者にPKA．CDの存在による結合の差はみられな
かった。一方、免疫沈降法を用いてp73dの転写活性化領域を含むN端と転写抑制領域を含
むC端の結合を観察したところ、PKA．CDの存在によりこの結合は促進された。PKA．K【に
よる影響はみられなかった。以上の結果から、p73ぱはPKA．Cpにりン酸化されることによ
り 、 転 写 活 性 お よ び ア ポ ト ー シ ス 誘 導 能 が 抑 制さ れ る と 考 え ら れ た 。
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  公開発表後、副査の畠山教授よりl)PKA-cpがp73aと細胞核内で結合することの確認、
2)PKA-K【がdominant negativeに働くか、3）PKA-cpがp730cとPKAの調整サプュニット
を介して結合する可能性、についての質問があった。それに対して、1）免疫染色にて核内で
の共存の確認した、2）実験結果から、dominant negativeに働くことは否定的である、3冫
PKA-cpとp73aは直接結合していると考えられる、などの回答があった。また、主査の浅
香教授からPKA.cpによるp73aの転写活性抑制が、臨床での癌細胞制御に応用できるかと
の質問があった。それに対して、p53が変異している癌細胞がAキナーゼ依存的に増殖して
いる場合は、Aキナーゼ阻害により制御できる可能性がある、との回答があった。副査の藤
堂教授からは1） PKA-cpによるp730cの転写活性抑制が生体内で実際どのような働きをして
いると予想されるか、2)p53をはじめとした癌抑制夕ンバクの臨床応用への今後の可能性、
についての質問があった。それに対して、1）文献等から考察すると、神経系の発生などに関
与している可能性が高い、2）アデノウイルスベクターによる治療の可能性がある、などの回
答があった。最期に、主査の浅香教授が、生化学的な手法を用いて今後の臨床の場への応用を
望む、との旨の感想を述べられた。
  この論文は、Aキナーゼによるp73aの転写活性抑制が、Aキナーゼによるアポトーシス抑
制の機序のひとつであることを示した論文であり、今後の臨床治療への応用が期待される。
  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充
分な資格を有するものと判定した。
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