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来者 a=t 

個体の発生、生殖脱細胞の増殖や機能分化、性成熟や性同期

タイミ.ングの調整といった現象は、さまざまな情報が、生体内

で生産されるホルモンや増殖因子等の情報伝達物質を介して棋

的組織に伝えられるごとによって調整されている。それゆえそ

の機構の解明は、生殖生理学において非常に興味深いテーマで

ある。

ある種のペプチドホ jレモンや増殖因子による細胞外からの情

報は、細胞 1I真に存在する受容体で受容され、セカンドメッセン

ジャーと呼ばれる物質の増大を介して細胞内に伝達される白こ

のような伝達系には、細胞内 cyclicAMPの上昇によって活性化

される cyclicAMP依存性タンパク質リン酸化酵素を介する系や、

cyclicGMPの上昇によって活性化される cyclicGMP依存性タンパ

ク質リン酸化酵素を介する系や、細胞内 Ca 2 .の上昇によって活

性化される Ca 2 ， -カルモジュリン依存性タンパク質リン酸化酵

素を介する系の他に、最近非常に注目されている 11葉リン脂質の

代謝応答系と共投した Ca 2 • -リン脂質依存性タンパク質リン酸

化酵素(以下 C キナーゼと呼ぶ)を介した情報伝達系がある。

1 9 5 3年に Hokinらによって、アセチルコリンで組l胞膜受容体

を刺激すると、ホスファチジルイノシトールとホスファチジン

融へのリンの取込みが上昇する己とが見出され、己れが刺激応

答に伴う膜リン脂質代謝の変化の最初の報告となった [110 そ

の後一 H寺精力的な研究が行われた時期もあったが、その生理学

的意義はしばらくまったく不明であった o 1 9 7 5年 Michellは、

イノシトールリン脂質代謝の充進が細胞内 Ca 2 .の上昇に関与す

るという仮説を発表した[2 ]。その後 1980年代に入り重要な発

見が相次いだ。 1983年 Berrigeらは、ホスホリバーゼ C による
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ホスファチジルイノシ|、ールー4.5 -2 リン酸(以下 PI P 2と呼ぶ)

の加水分解物であるイノシトールー 1.4.5-3リン酸(以下 1P 3と

呼ぶ)が、細胞内 Ca 2 .プールより Ca 2 .を動員することを見出し

た [3L 一方 Nishizukaらは、 PI P ~のもう一つの分解!闘であるジ

アシルグリセロール(以下 DGと呼ぶ)が C キナーゼの Ca 2 .要求性

を著しく減少させ、生理的条件下の Ca 2 .濃度でとれを活性化す

るととを見出した [4，510 cキナーゼは、 1977年に Nishizukaら

のグループによって、分解を受付て活性化されるタンバク質 1)

ン酸化酵素として見出され、後に 10 -3 Mの Ca 2 .と酸性リン脂質

存在下に活性化する己とが判明した[6 • 7 ] 。以上のように、あ

る極のホルモンや増殖因子がイノシトールりン脂質代謝を元進

させ、それが C キナーゼを介する情報伝達と結びついているこ

とが明らかとなった。その後、 Castagnaらによって強力な発癌

プロモーターのひとつで種々の細胞に対して多彩な作用を有す

る 12-Q-tetradec8noyl phorbol-13-acetate 以下 TPAと IJ干ぷ)

が C キナーゼを活性化する己とが報告され、 TPAの細胞 F1qの標

的が C キナーゼであるととが判明し、 C キナーゼがさまざまな

細胞機能発現に重要な役割を果していることが明白となった

[8，9 L 

現在までに、 C キナーゼを介した情報伝達が関与すると示唆

されて固いる生殖生理学的-現象には、以下のようなものが報告さ

れている o 発生・分化に関しては、 Winkelらは 4細胞期のマウ

ス胞を TPAで処理すると一過性の Compactiollが起己ることを見

出し、 Compactionに C キナーゼが関与することを示唆した[1 0] 0 

また Otteらによって、アフリカツメガエルの干111経構の誘導時

に C キナーゼが細胞膜に移行し、しかも TPAによっても神経構

の誘導が起己ることが報告されているい 1]。性周期に関しては、

性腺刺激ホルモン放出ホルモン(以下 Gn-RHと呼ぶ)は培養脳下
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垂体前葉細胞のイノシトールリン脂質の代謝回転を克進させ、

また TPAはこの細胞からの黄体形成ホルモン(以下 LHと呼ぶ)の

分泌を引き起こすことが報告されている [12-21]c また Gn-RHは、

頼粒臨細胞のイノシトールリン脂質の代謝を允進させ、 TPAと

同様にエストロゲンの分泌を抑制する己とが報告されている

[22.23] D また強力な黄体退縮作用のあるプロスタグランジン

F 2 αが、黄体細胞のイノシ卜ールリン脂質の代謝回転を冗進す

る己とから、その作用に C キナーゼの活性化が関与しているも

のと考えられている [24-27]0 またウニの未受精卵に、 1P 3やそ

の他のイノシトールリン脂質代謝物をマイクロインジェクショ

ンする己とによって、細胞内 Ca 2 喝の増大と共に、受精に伴って

形成される卵!院が形成されるととも知られている [28-30]c 受

精に伴う細胞内 Ca 2 .の増大は、シリアンハムスターのような

哨乳動物でも確認されており[3 1 ]、受精時に起こる種々の現象

に、イノシ卜ールリン脂質代謝や C キナーゼの活性化が関与し

ている可能性が示唆されている。以上のように C キナーゼは、

発生や性周期や生殖細胞の機能発現等さまざまな生殖生理現象

に関与している乙とが示唆されている巴

図に C キナーゼの活性化を介した情報伝達を模式的に示す。

ある植の情報伝達物質が細胞膜上の受容体に結合すると、 GTP

結合タンパク質を介しでホスホリバーぜ Cが活性化される。ホ

スホリバーゼ CはP1 P 2を分解し、 DGと1P 3が生成される。この

代謝産物のうち、可溶性の 1P 3が細胞内の小胞体からの Ca 2 .を

般出させる己とによって細胞内 Ca 2 .を上昇させる。己の Ca2・の

上昇は、 Ca 2 .ーカルモジュリン依存性タンパクリン酪化酵素を

活性化すると共に Cキナーゼを細胞|慌に移行させる a 一方 DGは

Cキナーゼの Ca 2 .要求性を著しく減少させることによって活性

化させる。 TPAは細胞内の Cキナーゼに直接結合し、細胞膜に



TPA 

⑪ 

fミα

Cellular Respo口ce

Schema下icmodel of activation of protein kinase C. L， inositol brea'l， 
down iriducible legand; R， inositol break down inducible legand receptor; 
G， GTP binding protein; EGF， epidermal growth factor; PDGF， platelet de-
rived growth factor; R-K， receptor kina白巴 of EGF or PDGF; PLC， phospho四
lipase C; PIP2， phosphatidシ lino8itol-4 ， 5-bisp~osphate; IP3・inositol-
1，4，5-triphospKate; DG， diacylglycerol; ER， endoplasmic retlculum; P~ç ， 
prot自in kinas巴 C; CP， calpa目in; PKM，protein kinase M; CM-K， Ca岳
c目alm叩1叩O刊du叫li印n.寸巴pen山1
r、ylat巴dsubstr、atepr、at巴in.

- 4 -



移行させて己れを活性化する匂活性化した C キナーゼは、基質

タンパク質をリン酸化するごとによって情報を細胞内に伝達し、

それによって細胞の増殖や分化等さまざまな細胞機能が発現す

る。また細胞内 Ca 2 +の上昇は、 Ca2‘依存性タンパク質分解酵素

であるカルパインを活性化する。細胞内 Ca 2 ..の上昇によりカル

パインは細胞膜に移行して活性化し、細胞 11真に結合した cキナ

ーゼを優先的に分解し、 C キナーゼの触媒部位を細胞質に切り

出す (Mキナーゼ)0 Mキナーゼはもはや cofactorを要求せず、

常時リン酸化活性を有している a 上皮成長因子(以下 EGFと呼ぶ)

や血小;阪由来成長因子(以下 PDGFと呼ぶ)は、その受容体を介し

てホスホリバーゼ C γ をリン酸化することによって己れを活性

化し、 C キナーゼを活性化させる o 己のようにして細胞内に伝

えられた情報によって極々の細胞機能が発現する e

C a 2 ..や DGや TPAによって活性化された C キナーゼが細胞膜に

局在することは、その基質タンパク質も細胞膜ないしはその近

傍に存在することが望ましいと容易に想慢される。事実発癌遺

伝子産物のひとつである p60srcの C キナーゼによるリン酸化に

は、 p600rcにミリスチン酸が結合して細胞膜への結合性を獲得

する必要があると示唆されている [3 2 J 0 ま た Ca 2 ..依存性リン脂

質膜結合タンパク質である Annexin 1の Cキナーゼによるリン

酸化にも、 Ca 2 ..に依存したりン脂質膜への結合が必要であるこ

とが示唆されている (33.34]。一方カ jレパインによって切り出

された "Mキナーゼは細胞質に局在するため、膜結合 C キナーゼ

とは基質タンパク質が連-っていることが容易に推察される。こ

れらの報告は、 C キナーゼを介した情報伝達系は単に C キナー

ゼの活性化のみで制御されているのではなく、基質タンパク質

の合成後の {Iま飾や、細胞の刺激応答に伴う細胞内 Ca 2 ..の上昇等

細胞内環境の変化による基質タンパタ質の細胞内町1)1替、や、 C キ

F d 



!ナーゼの分解等によっても制相lされている乙とを示唆している。

そ己で本研究では、 C キナーゼの活性化に伴う細胞膜への移

行に着目し、 C キナーゼによる情報伝達機構を、細胞fI員と細胞

質タンパク質の相互作用の観点から考察し、その生殖生理に果

すs:t割を明らかにする己とを目的とした。

第一章では C キナーゼの活性化における基質タンパク質とリ

ン脂質膜との相互作用の意義について検討した。人工リン脂質

膜を細胞膜のモデ Jレとし、精製 C キナーゼを使って、既知の可

溶性基質タンパク質のリン脂質臨への結合量とそのリン酸化と

の， t目闘を詳細に検討した。また同様な相互作用について細胞膜

受容体型タンパク質リン酸化酵素のひとつである上皮成長因子

受容体タンパク質リン酸化酵素(以下 EGF受容体キナーゼと H手ぶ)

でも検討したロ以下己れらの結果をもとに種々の解析を行った。

C キナーゼの活性化物質である TPAは、種々の細胞を分化さ

せたり、単独または他の因子と共同して細胞増殖を起とすこと

から、細胞の分化や増殖に Cキナーゼが深く関与している己と

が示唆されている o 第二章では、 TPAによる細胞分化のモデ jレ

として最もよく研究されている前骨髄性白血病細胞 HL-sOの

TPAによる分化と、細胞増殖のモデルとして皮府二段階発癌に

お吋る TPAの発癌フロモ-'S/ョン作用に対する Cキナーゼ阻害

物質の阻害効果について検討した。そしてその作用機序につい

て、 C キナーゼの細胞膜への移行と基質タンパク質とリン脂質

膜との相互作用を中 JC;に解析を試みた。

現在汎用されている薬物の中に強い C キナーゼ回害活性を有

するものがある。 Clomipheneや Tamoxifenといったトリフェニ

ルアクリロニトリル誘導体は、その構造の類似性からエストロ

ゲンと措抗してエス卜ロゲンの受容体への結合を阻害するとと
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から、非ステロイド系抗エストロゲン斉lJとして乳癌の治時や不

妊の治療よく{吏用されている a またその高い排卵誘発効果と安

全性により、ヒ卜体外受精における過排卵誘起にもよく使用さ

れている。最近この物質に C キナーゼ阻害作用がある己とが見

出され、その薬理作用と Cキナーゼ阻害作用との関係が注目さ

れている。第三章ではとの非ステロイド系抗エストロゲン削に

よる C キナーゼ阻害作用とその機構について、特に基質タンパ

ク質と細胞膜との相 E作用の観点から検討した。
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第 一 章 Cキナーゼの活性化と基質タンパク質とリン脂質

肢との相互作用

第一節緒日

ある植の細胞外からの情報によってホスホリパーゼ C が活性

化し、細胞膜の P1 -P 2が分解され、 1P ~と DGが生成する。 C キナ

ーゼはこれらの生成物によって細胞膜に移行し活性化するロ C

キナーゼは TPAなどの尭癌プロモーターによっても細胞膜に移

行し、活性化される[1 J。特に TPAなどによって持続的な活性化

を受けた場合、その後カルパインなどの Ca 2 .依存性タンパク質

分解酵素によって触媒領域が細胞質に切り出される。己の部分

分解された M キナーゼは、 Ca2 ・や PS等を要求する己となく常に

リン酸化活性を有している [2-4Jo DGや TPAによって活性化した

C キナーゼが細胞膜に局在し、その後切り出される M キナーゼ

は細胞質に局在することは、己の二つの活性化形態で基質タン

パク質が異なることが想像される。基:質タンパク質のリン酸化

自体が C キナーゼの情報伝道手段であるため、基:質タンパク質

の解析は、 C キナーゼを介する情報伝達機構を解明する上で非

常に重要である。

ガン遺伝子産物のひとつであり、 in vitroで C キナーゼの基

質となる p6 0 • r c ~t 、ミリスチン酸を介して細胞膜に結合してい

るが、ミリスチン般の結合部位のアミノ酸を置換してその結合

能を失わせると、調u胞を変異させる能力を失うと同 11寺に C キナ

ーゼによるリン酸化を受けなくなることが知られている[5 -7 J旬

また Ca 2 .依存性脱結合タンパク質のひとつである A'nnexin 1は、

C キナーゼによってリン酸化を受りるが、そのリン酸化には

C a 2 .によるリン脂質脱への結合が必要であるととが示唆されて
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いる [8，910 己れらの結果から、細胞膜に結合している C キナ

ーゼによるリン酸化には、基質タンパク質が細胞 IJ真に結合して

いる必要があると推察される。しかし C キナ←ゼ活性測定によ

く用いられている Histoneは、一般に Jl襲結合タンパクと考えら

れていない可溶性タンパク質であるため、基質タンパク質の JI英

結合は必ずしも必要とは考えられていなかった Bazzyらは、

Histoneが Triton X-IOOと Phosphatidylserine(以下 PSと呼ぶ)

の混合ミセルや egg phosphdtidylcholine(以下 egg PCと呼ぶ)

と PSからなるリン脂質膜を凝集させ、大きな凝集塊を形成する

ととを報告し、可溶性タンパク質である Histoneが PSを介して

リン脂質臨と相互作用するととを示した[1 0 ] a この報告は、 C

キナーゼの活性 HlIJ定で用いられる Histoneも、 リン脂質 11葉と結

合してリン酸化されている可能性を示唆している。

そ己で、 C キづーゼによるリン酸化における基質タンパク質

の膜結合の必要牲についてより詳細に検討した。細胞膜のモデ

ルとして Dipalmitoyl phosphatidylcholine(以下 DPPCと呼ぶ)

をベースにした人工リン脂質 j躍を用い、基質タンパク質として

は、 C キナーゼの基質として最もよく使用されている Hi s t 0 ne 

type 111Sと、 Ca 2 .と PSに依存してリン脂質 IJ葉と結合する細胞

質タンパク質の一種である Annexin 1、および化学修飾により

ミリスチン酸をエステル結合させてリン脂質膜との親和性を持

たせたミリスチン酸化リゾチーム(以下 C1 .， -lisozymeと呼ぶ)を

使用した q そしてそれぞれの膜結合量および C キナーゼによる

リン酸化に対する Ca 2 .とイオン強度の効果から、 cキナーゼに

よるリン酸化における基質タンパク質の細胞膜結合の必要性を

検討した。
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第二節材料と方法

試薬

Diolein (以下 DOと呼ぶ)、 Dipalmitoyl phosphatidylcholi-

ne 、 Histone type IIIS 、 Phenymethylsulfonyl fluoride(以下

PMSFと呼ぶ)は Sigma社のものを、 Ficol1400および 12 -0 -t e t T a-

decanoyl phorbol-13日 acetateは Phar冊aciaネ土より、 DEAE 'tel1-

ulose(以下 DE-52と呼ぶ)と Glass filter (GF/C)は Watman社より、

{γ_32PlATPは lCN Radiochemical社より購入したものを使用し

た。 Bovine brain phosphatidylserineは Av a n t i P 01 a r L i-

pid 社、 Leupeptinはペプチド研究所、シンチレーターは NEN社

の ACSI1を使用した。 Annexin 1は、モルモット Annexin 1を酵

母に発現させた組み換え Annexin 1を高知医科大学医学部生物

学教室の佐臨英介博士より分与を受けたロまた CI~ o-lisozyme 

は、山口大学農学部農芸化学科生物化学教室の内海俊彦博士よ

り分与を受けた。その他の試薬はナカライテスクの特級試薬を

使用した。

C キナーゼの調整

Cキナーゼは、 250-300gの Wistar系ラッ卜 JI出より Utsumiらの

方法により部分楠製したものを使用したいし 12 1 0 すなわちラ

ット脳を o. 25M ショ糖、 5 mM EGTA、 2 mM EDTA、 2 mM PMSF、

0.01 % Leupeptin、 10 mM (3 -mercaptoethanol、 0.1% Triton 

X-I00を含む 20 mM Tris-HCl (p]L7.5l緩簡液中でポッターエ jレ

ベジューム型ホモジナイザーでホモジナイズし、 100.000 x g 

で 60分間違心分離した o 己の上清を 0.5 mM EDTA、 0.5 mM EG-

TA、 10 mM (3 -mercaptoethanol、 2mM PMSFを含む 20mM T r i s-

HCl (pH.7.5)緩衝液で予め平街状態にした DE -5 2 ( 0 . 7 x 7 c 111) 
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のカラムにかけ、 30 mMから 100 mM NaC1で溶出した分画を回

収した。更に 100 mM NaCl、 1mM EGTA、 10 mM s -mercapto四

ethano1を含む 20 mM Tris-HCl (pH 7.5)緩樹液で平術化した

TSKG-3000SWでゲ Jレ湘過を行い、活性分画を部分精製 C キナー

ゼとして使用した。なおすべての操作は 40 Cで行った。

EGF受容体キナーゼの調整

EGF受容体キナーゼは、 A431細胞の細胞fI莫分画を酵素標品と

して使用したい310 すむわち、卵巣癌由来のヒ卜上皮性臆揚細

胞である A431を、 10出ウシ胎仔血清(以下 FCSと呼ぶ)を含むダル

ベッコ改良イーグル培養液 (DMEM)で 75 c m Z培聾フラスコを用

いて培養し、コンフルエシトなるまで培養した。 DMEM (ーFC S)で

2回洗 i陣後、 O.2μg/mlの EGFを含む DMEM卜FCS)で 1Il寺間培聾

して、 EGF受容体キナーゼを活性化した。そして氷冷低張液

(10 mM HEPES (pH 7.5)， 0.5 mM MgCl)で 2回洗搬後、 o0 cで

30分間低張液で処理し、細胞を破壊した。培養フラスコに張り

ついている細胞膜をピペッティングで剥離し、 1mM EGTAを含

む 10 mM HEPES (pH 7.5) 緩衝液中でテフロンホモジナイザ

ーで 20往復してホモジネートし、 10，000 x gで 5分間違心して

その沈誼を酵素標品とした。

C キ目ナーゼ活性の測定

Boniらの方法を一部改変して行った [14，15]0 反応液は 250

μlとし、それぞれの最終調度は、 20 mM Tris-HCl (pH7. 5)、

10 mM Mg acetate 、 10μM (30 Ci/mmol)γ-~2PlATP 、 o. 3 

mM CaC12ないしは 1mM EGTA、 1mM リン脂質 JI真 (DP P Cのみ、な

いしは DPPC/PS = 4/1)， 100 nM TPAないしは 50μM DOとした。

反応は、 ATPを入れる己とで開始し、 300 Cで、 5分間行った後、
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1 m1の氷冷 25%トリクロロ酢酸を添加して停止させた。 15分以

上北中の静置してタンパク質を沈殿させた後、 G1ass fi1ter 

(GF/C fi1ter)上に枕殿したタンパク質を回収し、 5% 卜リク

ロロ酢酸および 2% ピロリン酸を含む溶液で 4 回洗継し、乾 j換

させた。 Glass filterをパイア Jレ瓶に入れ、シンチレーターを

添加し、放射活性を液体シンチレーションカウンターにて計iJlll

した。

一部の実験では、タンパク質を上記の条件でリン酸化した後、

ドデシル硫酸ナトリウムーポリアクリルアミド電気泳動(以下S

DS-PAGEと呼ぶ)サンプル調整用緩衝液を添加して反応を停止さ

せた o 100 oC で 3 分処理した後、 Laemm1i~去に従って SDS-PAGE を

行い、銀染色によりタンパク質を検出し、更にリン酸化タンパ

ク質はオートラジオグラフィーにより検出した。それぞれ 600

nmでの眼光度をデンシドメーターで測定する己とによって、タ

ンパク質量とリン酸化量を決定した。

EGF受容体キナーゼ活性の測定

リン酸化酵素としての A431の膜分画(5 -4 0μgのタンパク質

量)、 200μg/ml Annexin 1， 20 mM HEPES (pH 7.4)、 2 mM 

MgC12、 10μM Na-Q-Vanadate 、 2μg/ml EGF 、 [γ-~2Pl^TP

( 2 0μM; 2 -3μC  i )およびさまざまな槌度の Ca 2 .含む反応液中

で反応させた [13L コントロールは、 EGFで活性化しなかった

細胞膜を用い、反応液の EGFも除いて行った e 反応は、 ATPの添

加によって開始し o0 cで 5分間行った。反応は等量の SD S -P A GE 

サンプル調盤問緩衝液を添加して停止させた。 1000 Cで 3分間

熱処理後、 Laemmli の方法に従って SDS-PAGEを行い、クーマシ

ーブリリアン卜ブルー染色(以下 CBB染色と呼ぶ)し τ乾燥後、

オートラジオグラフィーに供した。そして染色像と x~~~フィル
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ムを 600 nmでの l眼光度でIftll定する己とによって、タンパク量と

リン酸化量を決定した。

オートラジオグラフィー

オートラジオグラフィーは、各サンプ Jレを SDS司PAGEした後、

染色・乾燥させ、 Kodak ORMAT "filmと増感紙 (Dupont， Ligh-

ting plus)とともにカセットに挟んで司80 白Cで感光させた。

リン脂質臨の調整

リン脂質膜は、以下のようにして調監した [16]0 Cloro-rorm/ 

Methanol=3/1に溶解したリン脂質を 500 C 減圧下でフィ Jレム状

に蒸発乾回した後、 100 mM NaClを含む 20 mM Tris-IICl (pH 

7 . 5)緩衝液に分散させた。そして 50 0 Cで温浴し、窒素ガス気

流下で、 超音波細胞破砕装置(B r a n S 0 n S 0 n i f i r e M 0 d e 1 1 8 5) 

にて超音波処理を 45分間行ったロそして、 10，000 x gで 5分間

違心して上澄み分画をリン脂質膜として使用した。

タンパク質のリン脂質膜への結合

リン脂質臨へのタンパク質の結合性については、人工リン脂

質脱を慌用した場合は f1oatation法を用いた。また A43 1臨分画

を.使用した場合は遠心法を用いた。

1. f1otation 法

flotation 法は、 Utsumiらの方法を一部改変して行った[1 6] 0 

すなわち、 1 mM リン脂覧臨と基質タンパク質を、 10 mM Mg 

acetate、およびさまざまな濃度の Ca 2 ，を含む 20mM T r i s -H C1 

(p H. 7 .引緩衝液中で反応させた。反応後、当量の密度1.12の

Fico11400液 (10 mM Mg aceta七e，反応液と同濃度の Ca 2 .を含む

20 mM Tris-HC1 (pH 7.5)援街液に溶解)を加え、上に密度1.05 

ーはー



と密度1.01の Ficol1400液 (0.3 mM Ca わを含む Tr i s -H C 1 (p H 7. 5) 

程街液、なお Ca 2 .を含まない系は 1 mM EGTAを探加)を重層し、

o 0 cで 100，000 x gで 111寺関連心し、浮上してきたリン脂質牒分

画と底に止まっている分画を回収し、それぞれリン脂質膜結合

分画と非結合分画とした。そして回収物と当量の SDS-PAGEサン

プル調整用緩衝液を加え、 1000Cで 3分間熱処理した後、 SDS-

PAGEを行い、担染色でタンパク質を検出した。

2.遠心法

Annexin Iを上記のように EGF-受容体キナーゼと反応後、た

だちに 10，000 x gで 5分間違心分離して臨分画を沈降させ、沈

降した脱結合分画と上澄みの非結合分画に分離した。 SD S -P A GE 

サンプル調整用緩衝液を添加して反応を停止させ、上記のよう

に SDS-PAGE， CBB染色を行った後、オートラジオグラフィーを

行った。 s00 n mの眼光度で染色像と感光した X綿フィルムをデ

ンシドメーターで測定し、基質タンパク質の膜への結合量やリ

ン酸化量を定量した[1 3 ] 0 
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第 節結果

C キナーゼの自己リン酸化に対するイオン強度と Ca Z .の効果

C キナーゼの活性化には Ca 2 .を要求されるが、 DGや TPA存在

下にはその Ca 2 .要求性は極めて低くなる[1] 0 DGや TPAのよう

な cofactorなしでは 10ぺ Mの Ca 2 .が必要であるが、 DG存在下で

は 10司 7M程度に要求量が減少する o TPA存在下では 1 mM EGTA存

在下でも一部のアイソザイムが活性化する己とが知られている

[ 1 7 ] 0 同様な己とは C キナーゼの自己リン酸化でも見られる回

すなわち図 1-1に示すごとく、 DGを cofactorとして用いた場合、

EGTA存在下では自己リン酸化は見られず、 Ca 2 .の濃度に依存し

て C キナーゼの自己リン酸化の増加がみられた(図 1- 1 A)。一

方 TPAを cofactorとした場合、 1 mM EGTA存在下でもかなり強い

自己リン酸化が観察された(図 1-1 B)。また ζ の自己リン酸化は、

少なくとも 200 mM NaCl添加による比較的低いイオン強度の上

界によっては、ほとんど影響されなかった(図 1-1 C)。

Cキナーゼの基質タンパク質のリン酸化活性と C キナーゼの

自己リン酸化の関係については必ずしも明らかではないが、自

己リン酸化が C キナーゼの活性化に伴って起こることから、 C

キナーゼの酵素としての活性化の指標となるものと考えられて

いる[1 8] 0 乙のように TPAによる C キナーゼの自己リン酸化に

対して、 Ca 2 .や 200 mM NaCl程度のイオン強度の増大は大きな

影響を与えないことから、 C キナーゼの活性化そのものに対し

でも影響は少ないことが示唆された。

Uistone type IIISの C キナーゼによるリン酸化の臨結合依存

性

図 I【 2Aは、 Histone type IIISの C キナーゼによるリン酸化
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2+ Fig.I-l.Effect of CaGT or ion strength on autophosphorylation of protein 
kinase C. Rat brain protein kinase C was autophosphorylated in the 
p!esence of 1 mM phospholipid (DPPC/PS=4/1) wi thout substrate proteins. 
Autophosphorylation was indicated as figures of autoradio広raph.A， 
effect of CaιT in the presence of 50μM 00; 8， effect of CaGT in tlle 
presence of 100 nM yPA; C， effect of NaCl in the presence of 0.3 mM Ca ιT 
~nci -100 -nM TPA; Ca2+ー， I mM EGTA; 80 k， the position of protein kinase 
C. 
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とリン脂質 n真への結合性を示している o Histone type IllSの

リン酸化量は Ca 2 ーの調度に依存してやや増加した。一方 fl真結合

に関しては、 Histone type IIISは DPPCのみで作製したリン脂

質膜には結合せず、 PS含有リン脂質 l院とは結合した。乙の結果

は可溶性タンパク質である Histone type lIISも、 PSに依存し

てリン脂質膜と結合するととを示している o また己の Histone

type lI1Sの PS含有リン脂質膜への結合は、 Ca2・添加によって

はほとんど影響を受けなかった。おそらく Ca 2 .棋度の上昇によ

るリン酸化の増大は、 Histone type II1Sとりン脂質膜との相

互作用が関与するものではなく、 Cキナーぜそのものの活性化

の進行によるものであろう。

次に、 Histone type 1118とリン脂質臨との相互作用の重要

性を明らかにするために、 C キナーゼ活性化の至適条件下での

Histone type IIISのリン酸化に対するイオン強度の影響につ

いて解析した。図 I-2Bはその結果を示す。まず C キナーゼによ

るリン酸化については、至適リン酸化条件下、に Na C 1 ;を添加する

と、添加した NaClの調度に依存して Histone type 111Sのリン

酸化は強く阻害された。その時の Histone type IIISの PSに依

存したリン脂質膜への結合は、 NaCl添加により濃度依存的に阻

害され、両者の関係はよく平行していた n 前述のように、 C キ

ナーゼの自己リン酸化はこの NaCl濃度では阻害されないととか

ら、 Histone type IIISの PS含有リン脂質膜との相互作用が C

キナーセーによるリン酸化に必要であることが強く示唆された。

Annexin 1および C1 ...口一lisozymeの C キナーゼによるリン酸化

とその眼結合性

Annexin 1は、 C キナーゼと同様に Ca u-酸性 1) ン脂質依存性
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Pig.I-2.Effect of Ca2+ or ion strength on the interaction of histone 
typ~ 1118 with phospholipid vesicles and on the phosphorylation by 
protein kinase C. Association of histon巴 type 1 II8 with phospholipid 
vesicles (upper panels)， and phosphorylation by protei>> kinase C (lower 
panels) were measured in various concentration of CaG'・(A) or NaCl(8). 
Concentrations of histone type 1118 uged was 50μg/ml. The association 
was measured in the absence of ATP and protein k~nase C. The effects of 
NaCl were measured in the presence of 0.3 mM Ca己+ The pho9phorylation 

zょ:J日出;;沼vZTJ川!?SUJ広足よ!?官協211pUぷ:!e[
mM DPPC /PS = 4/1 + 100 nM TPA; L， pho9pholipid associated fraction; R， 
una990ciated fraction. 
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膜結合タンパク質で、 C キナーゼの良い基質となる細胞質タン

パク質のひとつで.ある。細胞膜やりン脂質|院への結合に Ca 2 .を

要求するととから、膜結合性と C キナーゼによるリン酸化との

関係を僻.析するのに適している[8 . 9 ]。一方 CI~ o-lisozymeは、

Lisozymeを N-hydroxysuccinimidの・ミリスチン酸エステルを用

いてミリスチン酸化したタンパク質である G リン脂質膜との相

互作用が弱い Lisozymeは、 C キナーゼによってはほとんどリン

酸化を受けないが、ミリスチン酷のような長鎖の脂肪酸で人工

的に修飾を受けると、脂肪酷の持つ疎水性のために脱結合性を

獲得するのと同時に C キナーゼによってリン酸化されることが

報告されている [11.15L そしてそのリン脂質膜への結合は、

疎水性に依存するため、 Ca 2 +も PSも必要とし、ない Q そとでとの

こつのタンパク質と C キナーゼを用いて基質タンパク質の 11真結

合性とリン酸化反応との相関性の解析を行った。

Annexin 1は、図 I明 3Aに示すように Ca 2 +濃度に依存してリン

酸化され、 EGTA存在下ではまったくリン酸化されなかった。リ

ン脂質膜への結合は、 EGTA存在下では PSを含むリン脂質眼と結

合せず、 Ca 2 +添加によりその棋度に依存して PS含有リン脂質 11真

に結合した。そして Ca 2 +濃度の増大による脱結合性の上昇に伴

って、 C キナーゼによる 1) ン酸化も促進された。しかしながら

両者には若干の感受性の違いがあった。すなわち 100μM C a 2・

存在下では、 Annexin 1は 50%程度のリン脂質膜への結合が見ら

れるのにもかかわらず、そのリン酷化は僅かであった。イオン

強度に対しては、図 I【 3Bに示すように、 50-200 mM NaCl添加に

よるイオン強度の上昇により、 Annexin 1全体のリン酸化が低

下し、その度合は Annexin 1 のリン脂質 11真への結合の低下とよ

く相関していた。己の結果は Histone type IIISの結果とよく

類似していた旬以上の結果から、 Annexin 1も C キナーゼによ
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ってリン酸化されるには、リン脂質膜へ結合>9-る必要がある乙

とが示唆された。

一方 CI 4 : 0 四 lisozYllleの場合は、 Histone type 111の場合と同

様に Ca 2 .非依存的にリン酷化を受け、 Ca 2 .非依存的なI!真結合の

様式とよく一致した(図 !-4A)ロその牒結合性は、 DPPCのみのリ

ン脂質臨に多く結合し、 PSを含むリン脂質I!真に対しては結合量

がかなり減少した。しかしながら、との PSを含むリン脂質臨へ

の結合は、 Ca 2 .やイオン強度によって大きな変化が見られなか

った(図 !-4A，B)。またそのリン酸化も、 Ca 2 .に依存して若干増

加し、 NaCl添加によっては若干低下したのみであった。これら

の結果も、基質タンパク質のりン脂質 i院へ結合が、 C キナーゼ

によるリン酸化に必要である己とを強く示唆している。

EGF受容体キナーゼによる Annexin 1のリン酸化にお付る An n e x-

in 1の臨結合依存性

EGF受容体キナーゼは受容体型のタンパク質リン酸化酵素の

一種で、基質タンパク質のチロシン残基をリン酸化する。 An n-

exin 1は EGF受容体キナーゼの in vivoでの基質タンパク質とし

て知られている[1 9 ] Q 図 1-5に Annexin 1の Ca 2 • 添加に伴う膿結

合とそのリン酸化を示す。 170 kDaの EGF-受容体キナーゼは、

C a 2 .の有艇にかかわらず自己リン酸化しているととから、 Ca 2' 

非依存的に活性化していると推察された。 Annexin 1は 10μM

以下の Ca 2 .棋度では EGF受容体キナーゼによってほとんどリン

酸化されないが、それ以上の讃度で急速にリン酸化が起こり、

100μM以上の濃度では反って減少した。図ト6は Annexin 1の

EGF受容体キナーゼによるリン酸化とそのリン酸化タンパク質

の分布を示している。 50μM Ca 2'存在下では、 EGF受容体キ

ナーゼによるリン酸化が最大となった白しかしながら Annexin
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Iの J]真への結合畳は、増加してはいるが比較的少なく、大半が

可溶性分画に存在し、そのリン酸化の大半も可搭性分画に観聾

された Ca 2 .濃度をさらに上げると、非結合の Annexin 1はタ

ンパク量として減少し、それに伴って非結合のリン酸化タンパ

ク質も減少し、 500μMでは非結合の AnnexinIはなくなった。

一方細胞膜結合 Annexin 1の量は、 50μM以上でも濃度依存的

に増加 lしているのにもかかわらず、リン酸化タンパクの増加は

見られなかった。以上のように、膜結合量が比較的少ない低い

C a 2 • 濃度では、 Ca 2 +の上昇に伴って EGF受容体キナーゼによる

リン酸化と Annexin 1の膜への結合量が共に上昇するが、描度

依存性に若干の相違が見られた。また結合量がかなり多くなる

高い Ca 2 .， 濃 度では、両者に相聞は見られなかった。
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第四節考察

通常細胞内の大部分の C キナーゼは細胞質に局在しているが、

細胞外の刺激応答に伴って増大した細胞内 Ca 2 .や、新たに生成

した DGに依存して細胞膜内面に結合し、活性化される G また

DGや TPA存在下では Ca 2 .の要求性が低下し、特に TPA存在下では

不可逆的に膜に結合し、活性化する[2 0 ] 0 活性型 C キナーゼは

細胞 11真に局在しているため、その基質タンパク質をリン酸化す

る場所は、細胞膜内面および近傍に限定されると容易に想像さ

れる。 Utsumiらは、可溶性タンパクである Lisozymeに化学修飾

によって脂肪酸を結合させると、 C キナーゼの基質となること

を見出した [11， 15Jo そのリン酸化は脂肪酸の鎖長に依存して

増加し、 DPPCのみからなるリン脂質への結合性の増加とよく相

関する己とを報告している。これは C キナーゼが基質タ目ンパク

質と相互作用するためには、基質タンパク質が細胞膜と相互作

用する必要がある己とを示唆している。本実験では、基質タン

パク質のJl真結合性とリン酸化の関係をさらに詳細に検討した。

TPA存在下では、 Ca 2 .非存在下でも C キブーゼは強く自己リン

酸化された白そして 200 mM NaClまでのイオン強度の増大には

大きな影響を受けなかった。 C キナーゼの自己リン酸化は、 C

キナーゼとリン脂質との相互作用と酵素活性を反映していると

考えられていることから[1 8 ]、己の条件下では、 C キナーゼそ

のものの活性は大きな影響!を受けないことが示唆された。そこ

で、己の条件下での基質タンパク質のリン脂質膜への結合量と

そのリン酸化量との関係を検討した。 Histone type 1IISは、

PSに依存してリン脂質膜に結合し、その結合量は Ca ~ .によっ

てあま:り大きな影響を受けなかった。そして Ca 2 .非存在下でも

強くリン酸化を受け、膜結合性と同様に Ca
2
'の濃度によって大
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きな影響を受りなかったロ Sekiguchiらは、 TPA存在下では C キ

ナーゼのアイソザイムのうち、 PK C sが Ca2今非存在下でも強く

活性化することを報告している [1 7 ] 0 おそらくこの活性化は

P K C sの活性化によるものであろう。同様の結果は、 PS ~I: 依存

性膜結合タンパク質であるし~ :o-lisozymeでも観察された。な

お Cl~ o-lisozymeは、 DPPCのみからなるリン脂質 l肢と比較して

PSを含むリン脂質 11英への結合がかなり減少した。これは相転移

温度の低い Bovine brain PSとの混合により、リン脂質 j慌の疏

動性が上昇したため、!国結合量が減少したものと想像される。

一方 Ca 2 .四酸性リン脂質依存性腺結.合タンパクである Annexin

Hj:、 Ca 2・非存在下では!陛結合もリン酸化もしないが、 Ca2・に

依存して l院に結合し、リン酸化された。これらの結果も C キヅ

ーゼの基質タンパク質のリン酷化における基質タンパク質の 11英

結合の必要性を強く支持している固

イオン強度の変化に対しでも、基質タンパクの 11莫結合置の変

化とリン酸化には強い相関が見られた。 Histone type IIISの

PSに依存した膜結合は、イオン強度の上昇に対して感受性が高

く、 200 mM NaClでほとんど凹害された。そして膜結合量と同

様にリン酷化も 200 111M NaClで強く阻害された。 Annexin 1の場

合も同様に、イオン強度の上昇に伴って牒結合量もリン酸化量

も減少し、両者には強い相関が見られた。一方 CI • : 0 【 1i S 0 Z Y me 

の膜結合性は、アシル鎖の疎水性によるので、 200 mMまでのイ

オン強度の変化では大きな影響は見られなかったが、そのリン

酸化はイオン強度の上昇に伴って若干減少した。この原因につ

いては明らかではない。 Houseらは Cキナーゼのカルポキシル

末端の制御領域付近にリジン，アルギニンに富み、正荷電して

いる偽基質構造が存在し、己れが非活性化 H寺の活性中心を隠し

ていることを示唆した[2 1 ] 0 己れは、基質タンパク質と C キナ
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ーゼの活性中心との相互作用に静電的相互作用が関与している

ことを示唆しており、乙のためイオン強度の上昇によって C キ

ナーゼと CI 4 白-lisozymeの相互作用が直接間害され、 C 1 -1 

lisozymeのリン酸化が若干阻害されたのかもしれない。ごの点

についてはさらなる検討が必要である。しかしながら、 CI -¥ 

lisozymeの結果も、 Cキナーゼによるリン酸化において基質タ

ンパク質の膜結合が重要性であることを強く示唆している。こ

のように Histone type IIIS. Annexin Iおよび Cl4 0-li80-

zymeのいずれの場合にも、 C キナーゼによるリン酸化において、

基質タンパク質の Il莫結合の必要性が強く示唆された。

基質タンパク質の膜結合性とそのリン酸化の相聞が、脱受容

体型タンパク質リン酸化酵素の一つである EGF受容体キナーぜ

による Annexin 1のリン酸化においても観察された。しかしな

がら、両者の Ca 2 ，に対する感受性に違いが見られた。 11英結合量

が比較的低い 50μMの Ca 2 • ~出度でリン離化が最大となり、 Ca 2・

添加によってさらに膜結合性が増大しでもリン酸化は増大せず

反って減少した。膜結合 Annexin 1量は 100-500μM C a 2 .濃度

で 30% 増加しているにもかかわらず、膜結合 Annexin Iのリン

酸化は 100μM以上の Ca 2 .濃度では変化しなかった(図 1-7 B)。

己れはリン酸化された Annexine 1が 11真結合したまま脱に止ま

るため、新たな AnnexineIの膜への供給が阻害され、リン酸化

が反って問害されたのかもしれない o 一方 C キナーゼによる

Annexin 1のリン酸化にも感受性の遣いが見られた。すなわち

100μM C a 2 .存在下では、 Annexin 1は 50% 程度のリン脂質 l鴎

への結合が見られたのにもかかわらず、そのリン酸化は僅かで

あった(図 1-7A)。

このように、 Annexine 1のリン酸化と膜結合性との関係は、

C キナーぜでは膜結合がやや先行するのに対し、 EGF受容体キ
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ナーゼではリン酸化がやや先行した。これは、 Annexine 1のリ

ン酸化には!民結合性以外の要因が関係していることを示唆して

いる。 Hayashiらは、 Ca 2 ，存在下のみに Annexin 1と反応するモ

ノクローナ Jレ抗体を用いて、その反応性と Ca 2 ，棋度との関係を

詳細に検討した[2 2 J 0 モノクローナル抗体の Annexine Iに対す

る反応は、 10μM以上の Ca 2 ， 濃度で見られるが、 100 μMまで

は比較的反応性は低く、 Ca 2 ，に依存した反応性の上昇が見られ

ないのに対し、それより高い濃度で著しく高まるととを報告し

ている。己れは Annexine 1の Ca 2 ，による立体構造の変化が二段

階あるととを示唆している。またこの 10-100 μMという Ca2‘ 

濃度は、 EGF受容体キナーゼによるリン甑化が非常に高まる棋

度に、 100μM以上の Ca?，棋度は Cキナーゼによるリン酸化が高

まる濃度に類似している。 Annexine 1の両タンパク質リン酸化

酵素によるリン醸化部位は、 EGF受容体キナーゼが N末から 21番

目のチロシン残基、 Cキナーぜが 27，28番目のセリン残基であ

るととが明らかにされている[2 3] 0 それぞれの立体構造に変化

が起とる Ca 2 '棋度で、これらの残基のタンバク質円での位置的

変化が起とり、それがリン酸化を受ける上で重要な役割を果し

ているのかもしれない。

以上の結果を総合すると、 C キナーゼや EGF受容体キナ・ーゼ

等の膜結合するタンパク質リン酸化酵素のリン酸化活性には、

その基質タンパク質と細胞膜との相互作用が重要な役割を果し

ていることが強く示唆された。
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第 二 章 TPAによる細胞の分化および増殖に対する Cキナ

ーゼ阻害物質の効果とその揖構

第 節輯 仁二五

細胞の増殖や分化は、個体発生や組織の発達や維持に不可欠

であり、その過程にはさまざまな細胞聞のコミュニケーション

が必要である。己のコミュニケーションには、細胞外マトリッ

クスや細胞膜のジヤンクションのような細胞の接着によって伝

達されるものの他に、ホルモンや増殖因子と呼ばれる可溶性因

子によって伝達されるものがある。ある種のペプチドホルモン

や細胞増殖因子が細胞膜受容体に作用すると、細胞 11莫のリン脂

質代謝が充進して 1P 3とDGが産生され、 C キナーゼが細胞膜に

結合して活性化する。また皮膚二段階尭癌において強力な発癌

プロモーション作用を持つ己とがよく知られている TPAも、 C

キナーゼと結合し、細胞 11真に移行させ、とれを活性化する。そ

のため、己れらのホルモンや細胞増殖因子および TPAの種々の

細胞に対する様々な作用は、 C キナーゼを介して発現している

と考えられている [1]. 

TPA処理によりニワトリ服性ミオプラスト、コンドロプラス

ト、メラノーマ、ニューロプラストーマおよび赤白血病細胞が

終末分化することが知られている [2-5]0 また HL】 60等の多くの

白血病細胞に対しでも、増殖の停止とマクロファージへの分化

を誘導する [6，7L TPAは終末分化だけでなく、初期ないしは早

期の伍の分化も誘導する。その例としてアフリカツメガエルの

神経構の誘導等が報告されている [8L 一方 TPAは強力な発癌プ

ロモーション作用を有し、マウス皮府を過形成させたり、静止

期の Swiss3T3 細胞を細胞増殖期へ移行させる等細胞増殖に関

- 40 -



与するごとも知られている (9L また P'DGFおよび EGF等の細胞増

殖因子は、一部の細胞に対してイノシトールリン脂質の代謝回

転を冗進させるととから、己れらの増殖因子による細胞機能の

発現には、 C キヅーゼの活性化も関与!しているごとが示唆され

ている [10，1110 また TPAによるマウス皮府表皮過形成は、 EGF

と受容体を共有するIl重躍増殖因子 (TG F-α)の合成誘導によって

起こることが示唆されている(1 2 J。これらの増殖因子によって

イノシトールりン脂質の代謝回転の元進が起己る機構について

は、チロシンリン酪化酵素活性を有する EGFや PDGFの受容体が、

EGFや PDGFの結合によって活性化し、ホスホりパーゼ C γ のチ

ロシン残基をリン酸化してこれを活性化する己とによると考え

られている[1 3 1 .また TPAは EGF受容体の mRNAを増加させたり、

細胞/1真上の EGF受容体を増加させるごとが知られており、これ

には EGF受容体の C キナーぜによるリン酸化が関与すると考え

られている (14，15]。また TPAによる EGF受容体の mRNAの増加は、

Cキナーゼの阻害物質のひとつである Staurosporineによって

問害される[1 6 ] a 以上のように、 Cキナーゼはある租の増殖因

子の情報伝連にも探く関与しており、この作用も細胞増殖に重

要な役割jを果していると考えられる。

ご己で生殖器官等の組識の発達における C キナーゼの関与す

る可能性のある増殖因子の作用を考えてみると、たとえば妊娠

による乳服の発育は、プロゲスlテロンやエストロゲンが関与し

ているが、 EGFが乳腺細胞を濃度依存的に増殖させることや、

EGFの主な産生部位である顎下脱を除去したラットを妊娠させ

ると乳腺の発育が不十分になる己とから、 EGFが乳腺の発育に

重要な役削を果しているととが示唆されている[1 7 1 a また卵巣

の卵胞の発育は通常下垂体からの性 II忠刺撒ホルモンに制御され

ているが、未熱な卵胞の発育は性腺刺激ホルモン依存性が低い。
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EGFが種々の動物の頼粒膜細胞を増殖させる乙とから、未熟な

卵胞の発育に EGFが関与していることが示唆されている[1 8 ] 0 

一方 PDGFは、胎盤に存在し、胎盤トロホプラス卜に作用して胎

盤の成長に関与していると考えられている[1 9] D このような増

殖因子による細胞増殖作用に対して、 C キナーゼは直接あるい

は間接的に関与しているものと考えられる。

以上のように C キナーゼの活性化が個体発生や細胞の分化や

増殖におげる情報伝達に深く関与していることが強く示唆され

ているが、 C キナーセ.の活性化を介する情報が、その後どのよ

うな経路で細胞機能発現に躍がるかについては、まだその多く

は不明である。そ乙で、分化や増殖に関与する Cキナーゼを介

した情報伝達について、第一章の結果をもとに細胞質タンパク

質と細胞膜との相互作用という観点から解析を試みた白細胞の

分化および増殖のモデルとして、それぞれ TPAによる HL -60細

胞のマクロファージへの終末分化および TPAによる皮府発癌プ

ロモーションを用いて、その阻害物質の細胞質タンパク質と細

胞膜との相 E作用に対する効果を解析した。
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第 二 節 TPAによる前骨髄性白血病細胞 IJL-60の分化に対す

る Cキナーゼ|塩害物質の効果とその機構

日!日乳動物の発生・分化の研究は、遺伝子操作技術の発達によ

って個体レベルでの研究が急激に進展しているが、従来の in

vitroでの培彊細胞を用いた分化の研究も今なお非常に重要で

ある Q 培養細胞における分化の研究において、前骨髄性白血病

細胞 HL-60は阻性癌臨細胞 F9や赤白血病細胞 MELと並んで最もよ

く研究されている細胞である Q HL-60はさまざまな分化誘導剤

によって分イじするが、いずれの誘導剤も細胞内の受容体を介し

た情報伝達と密接に結びついている。 HL-60は分化誘導によっ

て頼粒球、マクロファージ、好酸球、好塩基球に分化する[2 0] Q 

HL-60は TPA. Vitamin D~等によってマクロフア←ジに分化する

[21， 2210 これらの物質によるマクロファージへの分化は、あ

る租の C キナーゼ阻害剤で i坦害される [23-26]。またこれらの

分化誘導物質に対する耐性株では、 C キナーゼに量的変化がみ

られることから [27.28，30]、マクロファージへの分化には、 C

キナーゼの活性化が重要な役割を果していると考えられている。

そこで本節では、 TPAによるマクロファージへの分化と各種 C

キナーゼ阻害剤の作用機構から、分化における細胞膜と細胞質

タンパク質の相互作用の重要性を検討した。

1.材料と方法

試薬

H-7と C キナーゼのアイソザイムに対するモノクローナル抗

体(抗 PKCα. PKC{3. PKCy抗体)は生化学工業より購入した。

Sphingosineおよび Trifloroperazine(以下 TFPと呼ぶ)はそれぞ

- 43 ー



れフナコシ薬品および Sigllla社のものを使用した。エステラー

ゼ活性 illiJ定キットは武臨化学薬品のものを使用した。

司L-60の培謎

IIL 【 60は、プラスチック製フラスコを問いて、 10百 rcs添加 RP

MI-1640中で 37 0 C、ら%C02ト95%空気下で培養した島実験では直

径 5cIllのプラスチッナ製培養皿に 2xlOr. cells/mlの濃度に調整

した。 Ethai101に溶解した各種葉百IJを添加し、 1 時間後に 10 11M 

TPAないしはその措媒量に相当する Ethanolを添加し、 16、 24、

36、 4811寺間後に結果を判定した E

培養 llltへの細胞の付着

TPA 添加後 24時間目の浮遊細胞数と付着細胞数から細胞 2007"

あたりの付着細胞数の割合を算出した。

非特異性エステラーゼの誘導

TPA 添加後 4811寺間固に*Hl胞を回収し、 i克服せずにスライドグ

ラス上に塗抹乾燥後、 α-naphtyl bu1;yrateを基質とするエス

テラーゼ活性 illlJ定キットで染色し、顕微鏡下で細胞 200 十あた

りのエステラーゼ陽性制胞の割合を算出した。

Annexin 1 の誘導

TPA 添加後 3611寺問自に制胞を回収 (1 x lO~ cells)し、 K[' e b s-

Ringerりン酸躍街液で 2回洗 j臨し、北冷した 2 111M EGTA、 2 111M 

PMsr、 0.1% Leupeptin、 O.l%SDS、 1% Deoxycholi.c acid 、 1% 

Triton X-100、 15日 mM NaCl を含む 50 111M T1'1s-IIC1 (pH 8.0) 

緩衝液に!極端して細胞を破壊した c 3 0分;i!，中に静置し、 20.00日

比 gで 30分遠心し、その上澄みをサンフルとした。 A11 11 e X i 11 量
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は Immunoblotで検 I出した。すなわち、サンプ jレを Laemmli法に

従って SDS司 PAGEを行い、常法にしたがって PVDFI!真に転写した。

一次抗体は抗組み換え AnnexinIウサギ抗体、二次抗体には西洋

ワサビベルオキシダーゼ標識抗ウサギ IgGロパ抗体を用い、 A-

mersham社の ECL detection systemによって、抗体結合量を化

学発光による X線フィルムの感光で検出し、 Ann e x i n 1量とし

た。

Cキナーゼの精製

C キナ←ゼは Kikkawaらの方法に従って精製した[31 ] 0 すな

わち、ラ ν ト脳を O.25M ショ糖、 10 mM EGTA、 2 mM EDTA、

1 mM PMSFを含む 20 mM Tris-HC1 (pH. 7.5)緩衝液中でポッター

エルベジューム型ホモジナイザーでホモジナイズし、 100，000

x gで 60分間違心して上澄みを回収し、そのまま 0.5 mM EGTA、

0.5 111M EDTA、 10 mM s -'mercaptoethanolを含む 20 mM Tris-

HCl(pH.7.5)躍街液 (buffer A)で平街化した DE-52カラム (3 x 

1 7 c m)にかけ、 20 111M NaClを含む buffer Aで洗概後、 90 mM 

NaC1を含む buffer Aで溶出してきた Cキナーゼ活性分画を回収

した。そしてそのまま buffer Aで平衡化した Threonine-Seph-

aroseカラムにかけ、 0.4M NaClを含む buffer Aで洗概後、 1 M 

NaClまでの linear-gradientにより、溶出した活性分画を集め

た。活性分画をそのまま 1 M NaClを含む buffer Aで平衡化した

TSKG Phenyl-5PWカラムにかけ、 1 M NaClを含む buffer A~ 洗

糠後、 oM NaClまでの linear-gradientにより、活性分画を回

収した。これを限外油過膜で 1/4-1/5に濃縮し、 0.1 M NaClを

含む buffer Aで平衡化した TSKG-3000SWでゲル irM過して活性分

画を楠製 C キナーゼとした。
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C キナーゼ量の測定

TPA添加後 16時間自に細胞を回収し (7 x 1 0白ce11s)、 Anne-

xin 1と同様に Immunob1otを行い、化学発光による X綿フィル

ムの感光で検出した。一次抗体は、市販のウサギ脳 C キナーゼ

の代表的なアイソザイムに特異的な単クローン抗体を用い、二

次抗体は、西洋ワサビベ jレオキシダーゼ標識抗マウス IgGウサ

ギ抗体を使用した[2 7] Q 

C キナーゼのリン脂質 j国への結合

Cキナーゼのリン脂質脱への結合は、第一章第二節をもとに

flotation法を行って測定した o すなわち、 1mM EGTAないしは

0.3 mM Ca2 ¥ 10 mM Mg acetateを含む 20 mM Tris 【 HC 1 (p H 7.5) 

緩衝液中で 100μM リン脂質膜 (DP P Cのみ.ないしは DPPC/PS"

4/1 + 100 nM TPA)とラット脳精製 Cキナーゼを 300 Cで 10分反

応させ、 Ficoll不連続密度勾配達心法でリン脂質臨結合分画と

非結合分画に分け、抗 PK C s単クローン抗体を用いて lmmuno-

blotを行い、膜結合 Cキナーゼ量を測定した o

2 .結果

HL 【 60は TPAによって前骨髄芽球からマクロファージに分化し、

それに伴ってマクロファージに特徴的な性質が発現してくる。

本実験では培謹皿への接着、非特異性エステラーゼの誘導およ

び Annexin 1の誘導について検討した固

H-7、 Sphingosine、 TFPはいずれも Cキナーゼの阻害物質で

あると同時に、すでに HL-60の TPAによるマクロファージへの分

化を阻害する作用があるととが報告されている [23-2510 培聾

皿への接着は、 TPA処理した細胞では 24時間後で 92%接着したの
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Fi~.II-l.Phenotypic differentiatlon of HL-60 induced by TPA. HL-BO(2 x 
‘100・cells/ml) wers pretreated with or without drugs for 1 hr and then 
treated with 10 nM TPA for 24 hr(A) or 48 hr(B). (A) the percentage of 
adherent cella， (8) the percentage of nonspecific eaterase poaitive 
ce11s': H-7， 30μM H-7; Sph.， 7μM sphingosine; TFP. 7μM triflorop-
erazine. Data indicate means of triplicate determinants + SEM. All 
ualues of pretreated cells with protein kina8e C inhibitors were sig-
nificantly different from' that of non-pretreated ce118， p<O.05 (Stu-
dent'日 t-test)
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に対し、 H-7 30μM 前処理細胞で 11覧、 Sphingosine 7μMで

4 7覧、 TFP 7μMで 65%に止まった Q 非特異性エステラーゼ活性

も、 48時間後で TPA処理細胞では 37%の細胞で誘噂が見られたの

に対し、 H-7 30μM 前処理では B%、 Sphingosine 7μMでは 14%、

TFP 7μMでは 22%に止まった。これらの結果は、とれらの物質

が HL-60の TPAによる分化を抑制するとの既報の結果と一致して

いる。一方 TPAによるマクロファージへの分化に伴って誘埠さ

れる Annexin r量は[3 2 1、 TPA添加によって著しく増加したが、

これらの C キナーゼ阻害物質の添加によってはほとんど阻害さ

れなかった(図 1r -2 )。この結果は、己れらの間寄宵11がマクロ

ファージへの分化に伴ゥて発現する性質を完全には阻害してい

ないことを示唆している。

TPAによるマクロファージへの分化の機構については必ずし

も明らかではないが、 TPAの細胞内標的が Cキナーゼであるご

とから、 C キナーゼの活性化が関与しているととが示唆されて

いる。 TPA添加により HL-60の 17 kおよび 27 kDaタンパク質のリ

ン酸化が起こる己とが報告されており、己のリン酸化が分化に

関与しているととが示唆されている[2 3 ] 0 上記の C キナーゼ|坦

害物質のうち H-7とTFPは、 TPA添加に伴う 17 kおよび 27 kDaの

細胞内タンパクのリン酸化を抑制するととがすでに報告されて

いる [23.25]ロ一方 TPAによる HL-60の分化には、 TPA添加による

Cキナーゼの細胞膜への移行とその後のダウンレギュレーショ

ンが関与することも示唆されている[2 7 . 29. 30. 33-3 5 J。そ己で

IIL-60の TPAによる分化における C キナーゼの各アイソザイム

の量的変化と、それにおよぼす上記の分化問害剤の効果を検討

した。図 11 -3にその結果を示す。 PKCαは、 TPA添加により若干

の増加が観察された o また HL-60ではほとんど存在しない PK C y 

が TPAにより微量ながら検出されたロ一方 HL-60では最も大量に
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Fig. II-2. Induction of annexin 1 in IIL-60 differentiated by TPI¥. JlL-60 
were pretreated with protein kinase C inhibitors and then treated with 
TPI¥ in ~he same condition as Fig.lI-l. After treated with TPI¥ for 36 hr. 
1 x ~Ou cells were lysed and immunoblotted as described in "materials 
and methods". 
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Fig.，II-3.Immunoblot analysis of protein kinuse C isozymes in IIL-60 dif-
ferentiated by TPA. HL-60 cells were pretreBted with the drugs Bnd then 
treated'with TPA io t~e same condition as Fig.lI-l. After treated with 
TPA for 16 hr， 7 x lOu cells were lysed and immunoblotted as described 
in ~materials and methods~.α ， PKCα (3， PKC (3 ;γ ， PKCγ. 



含まれている PK C sは TPA添加により著しく減少し、ダウンレ

ギュレーションされていた e そして C キナーゼ阻害物質は、い

ずれの C キナーゼのアイソザイムの量的変化にほとんど効果が

なかった。

C キナーゼのダウンレギュレーションの機構としては、 Ca 2. 

に依存して細胞膜に結合して活性化する、 Ca 2 .依存性タンパク

質分解酵素カルパインによって分解を受けることが関与してい

ると考えられている [36，37]。カルパインは膜非結合型の C キ

ナーゼよりも、 TPAや DGによって JI真結合している C キナーゼを

優先的に分解するととから、細胞臨に移行して活性化している

C キナーゼを分解すると考えられている。 PK C sの TPAによるダ

ウンレギュレーションに分化阻害物質の効果がなかったことか

ら、乙れらの物質は C キナーゼのリン酸化活性を阻害するが、

PKC自の細胞膜への移行を間害していない可能性がある。そと

で、 C キナーぜのリン脂質膜への結合に対する C キナーゼ阻害

剤の効果を j検討した。

t 図 11 -4にその結果を示す。各回害剤の糖度は 11-7は 100 ・μM、

Sphingosineは 50μM、 TFPは 100μMとした。己れらの棋度は、

C キナーゼの Histone type IIISのリン酸化活性に対する、そ

れぞれ 82%、 98目、 70%間寄糖度にあたる(データは示さない)。

P K C sは EGTA存在下に DPPC膜には結合せず、 Ca2¥ PSおよび TPA

に依存してリン脂質膜に移行した。そして、いずれの|阻害斉Ijも

PKC自のリン脂質膜への結合を阻害しなかった。この結果は、

己れらの回害物質は TPAによるI-IL-6D中の C キナーゼの活性化を

阻害するごとによって 17 kおよび 27 kDaタンパク質のリン酸化

を回害するが、細胞膜への移行は阻害しないため、 C キナーゼ

(特に PK C s )のダウンレギュレーションを問害しないことを示

l盟している。
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Fig. II-4. Immunoblot of phospholipid binding protein kinase C-JJ. Pro tein 
kin~se C purified from rat brain was incubated with 0.3 mM Ca己+ 100μM 
phospholipid with or without protein kinase C inhibitors for 10 min. 
Phosph叩o】lipidassociated protein kinase C was separated by f1otation 
H附

described in "m問l旧ater、ia1sand Method日11 Cac.T _， 1 mM EGTA; PS/TPA-， 100μN 
DPPC; PS/TPA+， 100μM DPPC/PS = 4/1 + 100 nM TPA; L， membrane associat-
ed fraction; R， unassociated fraction; H-7， 100μM H-7; Sph.， 50μM 
sphingosine; TFP， 100μM trif1oroperazine. 
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3 _考察

TPA、 Vitamine D3によるマクロブアージへの分化は、いずれ

も C キナーゼの阻害剤で分化が阻害されたり、細胞内 C キナー

ゼ量が変化する己とから、 Cキナーゼを介した情報伝達が探く

関与していると考えられている (23-25]. 本実験では、 HL-60の

マクロファージへの分化を岨害するととが知られているいくつ

かの Cキナーゼ阻害物質を用いて、いくつかのマクロファージ

への分化の指標に対するその阻害効果を検討した。その結果、

培養皿への接着、非特異性エステラーゼの発現等には阻害が見

られたが、 Annexin 1の誘導には阻害が見られなかった q これ

は、乙れらの物質が必ずしも分化に伴って起こる細胞機能をす

べて阻害している訳ではないことを示している。

T P A ，;:よる HL-60の分化の機構については必ずしも明らかでは

ないが、 Cキナーゼの活性化による 17 kおよび 27 kDaタンパク

質のリン酸化と、 C キナーゼの活性化に伴う細胞膜への移行と

ダウンレギュレーションが重要であることが示唆されている

[23，27.29， 31. 33-35] 0 己れらの阻害物質のうち H-7と TFPにつ

いては、すでに 17 kおよび 27 kDaタンパク質のリン酸化を阻害

することが報告されているので [23.25J、本研究では C キナー

ゼの膜への移行とダウンレギュレーションに注目した。 TPA添

加後 1611寺聞で、最も HL-60に多く存在する PK C sはかなり減少し、

・ダウンレギュレーションされていた臼また PKCα は反対にやや

増加し、 HL-60中にほとんど存在しない PKCγ が僅かながら検

出された o Cキナーゼのアイソザイムのうち、 TPA存在下ではP

K C (3が Ca 2 .非依存的に活性化し、三つのアイソザイムのうち最

も TPAに対する感受性が高い己とから、 Nishikawaらは PK C (3が

分化に重要な役割を果していると考察している(2 7 1 0 賠いたと

とに、 C キナーゼ阻害作用を持つ分化阻害物質は、いずれの C
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キナーゼのアイソザイムの量的変化に対しほとんど効果を示さ

なかった。もし PK C {3のダウンレギュレーションやその他の C

キナーゼの量的変化が、 HL-60のマクロファージへの分化に重

要な役割を果しているとするなら、今回用いた分化阻害剤の作

、用は、分化を完全に阻害するには充分ではないととになる。

C キナーゼの TPAによるダウンレギュレーションは、カルパ

インによる Cキナーゼの分解が関与すると考えられている(3 6， 

37L タンパク質分解酵素であるカルパインは、 Cキナーゼと

同様に Ca 2 .に依存して細胞膜に移行して活性化する o Cキナー

ゼは、リン脂質膜に結合する己とによってカルパインに分解さ

れやすくなるととから、ダウンレギュレーションには C キナー

ゼが活性化されて細胞膜に結合している必要があると推察され

ている。 C キナーゼの TPAによる 11真への結合に対して、上記阻

害物質は Cキナーゼの Histone type 111Sのリン酸化を強力に

阻害する描度でも結合を限害しなかった。以上の結果は、己れ

らの薬物は Cキナーゼの活性化そのものは阻害するため、 17 k 

および 27 kDaタンパク質等の分化に関与するタンパク質のリン

酸化を阻害するが、 PK C sの細胞膜への移行を間害しないこと

から、分化に関与すると考えられている PK C sのダウンレギュ

レーションを阻害しないととを示唆している。そのため、己れ

らの阻害物質が必ずしも企ての分化の指標を問寄しないのかも

しれない。

細胞が分化したか否かは、形態的、生化学的あるいは分子生

物学的指標をもとに判定される。しかし薬物の細胞分化に対す

る効果を判定する場合、各指標に対する効果が分化そのものに

対する効果なのか、あるいは分化に伴って発現する現象に対す

る二次的な効果なのかの判定は容易ではない。分化阻害物質に

よって阻害されなかった Annexin 1の誘導が、分化に直接関与
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しているものか否かについてはさらなる検討が必要である。

以上のように、 TPAによる HL-BOの分化には、細胞質タンパク

質である C キナーゼやカ Jレパインが細胞 11真と結合することが重

要であるととが示唆された。
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第 三 節 TPAによる細胞増殖と C キナーゼの基質タンパク

質と細胞膜との相互作用

Cキナーゼの活性化物質である TPAは、皮周二段階発癌ゃい

くつかの培養細胞系において細胞増殖を促進することから、 C

キナーゼが細胞増殖に深く関与していると考えられている[1 ] 0 

また PDGFや EGF等の増殖因子の受容体は、ホスホリバーゼ C γ 

をリン酸化してこれを活性化するため、これらの増殖因子によ

る細胞機能発現には C キナーゼも関与していることが示唆され

ている [10-13]0 これらの増殖因子は、乳腺や初期卵胞内の頼

粒膜細胞の増殖に関与している己とから、とれらの組織の発速

に C キナーゼは深く関与していると想像される [17-19]。

第一章および前節から明らかなように、 C‘キナーゼを介した

情報伝達による細胞機能の発現には、細胞膜と細胞質タンパク

質の相互作用が重要な役割を果している。そこで本節では、 C

キナーゼを介する細胞増殖におけるとれらの相 E作用の重要性
d 

を明らかにするととを目的とし、マウス皮府二段階発癌におけ

る TPAの発癌プロモーション作用をモデ jレとした。そして、 C

キナーゼ阻害物質のひとつである Cepharanthineが[3 B ]、 TPAの

尭癌プロモーション作用を阻害することを見出し、その作用機

序について Cキナーゼの基質タンパク質とリン脂質膜との相互

作用に対する効果から考察した。

1.材料と方法

試薬

7.12-dimethylbenz[αlanthracene(以下 DMsAとH子ぶ)は、ナ

カライテスクより購入した n 卵黄 Phosphatidylcholineは Si -
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gma社より購入した。 Hl histone および TPA はそれぞれ Boe-

ringer社および P.ha r m a c i a社より購入した。 Cepharanthineは化

研生誕より分与をうけた。その他の試薬は第一章第二卸jおよび

第二章第二節に示したもーのを使用した n

二段階皮崩発癌

二段階皮府発癌は Nishinoらの方法を基準に行った[3 9 1。す

なわち、雌性 7週齢 ICRマウスの背部をバリカンで剃毛し、二日

後 200μ1の Acetoneに溶解した 100μgの DMBAを l回塗布した o

一週間後から週二回ずつ 200μ1の Acetoneに溶解した 2. 5μg  

の TPAを塗布した Cepharanthineは 200μlの Et h a n 0 1 / A c e t 0 ne 

(1/1 )に溶解し、 TPA塗布 5分前に塗布した。対照は Ethanol/

Acetone (1/1)を同様に塗布した D

C キナーゼの調整

C キナーゼは、第一章第二節の記述に従って、マウス脳より

調整した。

皮周上皮細胞質タンパク質の調整

Ashendelらの方法に従って調整した[4 0 1。すなわち、二目前

にパリ泊ンで剃毛した a-12週齢の雄性マウスを頚椎脱臼で屠殺

後、背部の皮府を切除し、氷上で真皮部分をメスで除去した。

残った皮商上庄組織を、 20 mM TrisーHCl(pH 7.5)、 o. 15M K Cl、

1 mM PMSF、 0.01% Leupeptin、 2mM EGTAからなるホモジネー

ション用緩衝液中でポリトロン型ホモジナイザーでホモジナイ

ズした。ナイロンメッシュで捕過した後、 100，000 x gで 1n寺

開通 Il;した。その上清分岡を 20 111M Tris-HCl (pH 7.5)、O.15M 

KClで平街化したゲル櫨過カラム (Sephadex G-25)にかけ、ヌク
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レオチド等低分子を|除いたものを皮府上皮細胞質タンパク質と

した。

C キナーゼ活性の測定

C キナーゼ活性の~fiJJ 定は、リン脂質 l践の棋度を 1 m M (e g g PC 

のみ、ないしは eggPC/PS=9/1 + 100 nM TPA)とし、第一章第二

節の記述に従って行った。なお Histone type IIISと Hl hist-

one および Protamine sulfateの濃度は 200μg/ml、細胞質タ

ンパク質は 1 mg/mlとし、反応時聞は 10分間とした。 Pr 0 t a m i ne 

sulfateのリン酸化はリン脂質を除いて行った o

Hl histone のリン脂質脱への結合は、 50μg/mlの Hl his-

toneを上記の活性測定法に従ってリン酸化した後、氷惜した当

量の密度1.16の Ficol1400溶液 (20 mM Tris-旺Cl (pH 7.5)、 o.3 

mMCa2<を含む緩衝液に溶解)と混合して反応を停止させた。そ

して、第一章第二節で述べた floatation法により解析した。

リン脂質 j院の調整

eggPCと PSを用いて作製したロ Cloroform/Methanol=3:1に溶

解したリン脂質を窒素ガス気流下で蒸発乾個し、 100mM NaClを

含む 20 mM Tris-HCl (pH 7.5)緩衝液中に分散させた。己の溶

液を更に o0 Cで 60分間超音波処理し、 10.000 x gで 5分間違心

してその上清をリン脂質 l院として使用した。

皮膚上皮細胞質タンパク質中の脂質分析

皮膚上皮細胞質タンパク質を、 Cloroform/Methano1/Water=

10:20:8で繰り返し抽出し、抽出物を Cloroform/Metano1=10:9

および Waterの層に分配させて、有機溶楳層を脂質成分として

回収した [41]0 中性脂質分析は、 Petro1eum ether/Ethyl et 【
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her/Acetic acid~80:30:1 、 (vol/vol) を展開溶媒として薄層ク

ロマトグラフィーを行い、沃素で発色させた。リン脂質を含む

極性脂質分析は、 Cloroform/Methanol/Acetic acid/Water~lOO 

:60:16 :8 (vol/vollを展開溶媒として行った。展開後、リン

脂質を Vaskovsky and Kosteskyの方法に従って、モリブデン

で発色させ、 600 nmの波長でデンシドメーターを用いてH¥IJ定し

た[4 2 ] 0 

2.結果

TPAによる尭癌プロモーション作用に対する Cepharanthineの阻

害効果

DMBAによってイニシエーションされたマウスは、 TPAによる

プロモーション開始後 5週間でパピローマの形成が始まり、 10

週でほぼ 100% のマウスにパピローマの形成が見られた(図 11-

5 A)。しかし Cepharanthine塗布群は、 18週においてもなおその

形成は 30% に止まった。また一匹あたりのパピローマ数も、 18

週でコントロー Jレ群の 23と比べ 4.8と著しく少なかった(図 11-

5 BJ回この阻害効果は、 8週以降統計学的に有意であった (P < 

o . 0 1 )。またコントロール群の背部位炎症を起己しており

部に壊死も見られたが、 Cepharanthine塗布群ではそのような

炎症は見られなかった。このように、 Cepharanthineは TPAによ

る発癌プロモーションに対して強い抑制効果を示した。

Cキナーゼ活性に対する Cepharanthineの l阻害作用

第一章で述べたように、 TPAは Cキナーゼと直接結合し活性

化する己とから、 TPAによる発癌プロモーションには C キナー

ゼの活性化が関与していると考えられている。そ己で、 Ceph-

一日ー



A 

日100

(J) 

〈工
芸
O 
--1 

ι 

~ 50 
工
ト

5主
o • 

I 

/ / 
OQ-O-~刊

o 10 20 

WEEKS OF PROMOT ION 

出

U
一
芝

B 

w 

~ 20 
O 
Z 
、、、

(J) 

〈工

き10
--1 

ι4ι 人_t-vH
05-eー ιへb
WEEKS OF PROMOTlON 

Fig.II-5.Inhibitory effect of cepharanthine 00 akin papilloma formation 
proinoted by TPA. ln cepharanthine自ppliedgroup (cloaed circle， consi目t-
ing of 10 mice)， cepharanthine was applied topically 5 min befQre e8ch 
promoter application. 1n control group (open circle， consiating of 2.0 
mice)， mice were applied the vehicle alone‘ (A)， percentage of tumor-
bearing mice; (B}，average number of papillomas per mouse. Bara indicate 
工SEM.The cepharanthine applied group was statistically different from 
the control group after week B in both cases、P<O.Ol (A. Chi-square 
test; B， Student's t-t巳st).

60 ー



aranthineの C キナーゼ活性に対する効果を検討した。 Cepha-

ranthineは、 Hl histoneとHistone type 111Sのリン酸化を棋

度依存的に阻害したが、その効果は両基質タンパク質に有意な

差が見られた(図 11-6)(20μM 以上. P<O.Ol)。また興味探い

ととに、 リン酸化に Ca 2 ¥リン脂質等を要求しない基質である

Protamine sulfateのリン酸化に対しては、 Cepharanthineはほ

とんど効果を示さなかった(データは示さずいこれらの結果は、

Cepharanthineの C キナーゼ活性の阻害様式が、 C キナーゼの

活性化そのものを阻害するものではないととを強く示唆してい

る。

Cキナーゼの自己リン酸化に対する Cepharanthineの効果

第一章で述べたように、 C キナーゼは活性化に伴って自己リ

ン酸化する[4 3 ] 0 その程度は必ずしも基質タンパク質のリン酷

化の程度と完全には一致しないが、 C キナーゼ活性化の指揮、と

することができる [44]0 ~11-7 に示すように、 Ca 2\ PS および

TPA存在下に C キナーゼは自己リン酸化する。 Cepharanthineは

己の C キナーゼの自己リン酸化を限寄せず、 2.00μMでは反っ

て促進した。しかし Ca2¥ PSおよび TPAが存在しない場合、 Ce-

pharanthine存在下では C キナーゼは自己リン酪化しなかった。

これらの結果は、 Cepharanthiheは C キナーぜ活性化そのもの

に対しては阻害的に作用していないことを強く示唆している。

Hl histoneとリン脂質膜との相互作用に対する Cepharanthine

の効果

第一章で示したように、 C キナーゼのリン酸化活性は、 C キ

ナーゼの活性化の他に基質タンパク質とリン脂質膜との相互作

用から大きな影響を受付る G そとで、 C キナーゼの基質タンパ
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μg/ml. The data are expressed as meansエSEMof triplicate determinants. 
Above 20μM cepharanthine， the inhibition of 111 histone phosphorylation 
was significantly different from that of hi6tone type 1118， P<O.Ol 
(Student!s t-test). 
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Fig.II-7.Effect of cepharanthine on autophosphorylation of protein 

~~~~~;e__C.; !r..o.:_e i~_-.'<_i_~:~e _S ~as ~U t"o_~I!os_~~O r，y l~.:e~1. _w_i_~.~~~:; ~ub~: r~ ~: 
proteins in t.l.le presence of 1μM Cat+ and 1 mM phospholipid. In the 
absence of CaGT， 1 mM EGTA was added. The phosphorylation was analyzed 
by SDS-PAGE (10% gel) and autoradiography. The arrow indicates the 
position of protein kinase C. PS/TPA-， 1 mM egg PC; PS/TPA+， 1 ml1 egg 
PC/PS = 9/1 + 100 nM TPA. 
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ク質とリン脂質膜との相互作用に対する Cepharanthineの効果

を検討した。 H1 histoneをリン酷化した後、!院結合タンパク質

と非結合タンパク質を Ficoll不連続密度勾配達心法で分離した包

囲 11-8にその結果を示す。 H1 histoneは、 egg PCのみのりン脂

質膜には結合せず、 PSを含むリン脂質Jj真には結合したロそして

Cepharan.thineは濃度依存的にこの結合を阻害した。この結果

は、 Cepharanthineによる C キナーゼの基質タンパク質のリン

酸化阻害が、基質タンパク質とリン脂質膜との相互作用の阻害

による己とを示唆している。一方リン酸化タンパク質の分布は、

11真結合分画のみならず非結合分画にも存在し、その比は膜結合

タンパク質の量と非結合タンパク質の量との比とよく平行して

いた o

マウス皮府上皮細胞質タンパク質の内在性 C キナーゼによるリ

ン酸化とそれに対する Cepharanthineの効果

そ己で、発癌プロモーションにおげる TPAの作用部位である

皮府上皮細胞のリン酸化に対して、 Cepharanthineがどのよう

な作用をするかについて検討した。図 11 -9に皮府上皮細胞質タ

ンパク質の内在性 Cキナーゼによるリン酸化に対する Cephar-

anthineの作用を示した。 90 k、 85 k、 60 k、 50 k、 45 k、 31 

kDa等のタンパク質が Ca2¥ PSおよび TPAに依存して 1) ン酸化が

上昇した。己れらは内在性の C キナーゼによるものと考えられ

る。 Cepharanthineは己れらのタンパク質のリン酸化を棋度依

存的に阻害した。しかし Ca 2¥PSおよび TPAに依存してリン酸

化が上昇する 64 k、 54 kDaタンパク質のリン酸化には、 Ceph-

aranthineの阻害作用は認lめられなかった。反対に C キナーぜ

あるいは C キナーゼの良い基質となる MARKSの分子量に相当す

る 80 kDaタンパクのリン酸化は、 C キナーゼの自己リン習を化で
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Fig.II-s.lnhibitory effect of cepharanthine on the interaction of 111 
histone and phospholipid vesicles. 日1 histone was phosphorylated by 
protein kinase C under the same conditions as Fig.II・6.Concentration of 
111 histone was 50μg/ml. The phospholipid vesicles were separated by 
flotation method as described in materials and methods， and analyzed by 
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diography; CaG干 μMCaG+; ps/rPA-， 1 mM egg PC; PS/TPA+， 1 mM egg 
PC/PS = 9/1 + 100 nM TPA; L， liposome associated protein fraction; R， 
residual protein fraction. 
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Fig， II -9. Effec t of cepharan thine on the phosphory la tion of mouae skin 
epiaermal cytoplaamic proteins by endogeneous protein kinase C. C88 
ataining (A) and autoradiography (8) show the inhibitory effect of 
cepharanthine on phosphorylation of specific proteins in the presence of 
lμM Cat;十 and 1 mM pho日pholipid.The reaction was stopped by addition 
of SDS-PAGE Jample buffer.~and SDS-PAGE (10% gel)was performed， Cat;守ー.
mM EGTÃ:.--Ca2+~'t --1μM <:a'2+: PSjTPA-. mM ~gg' PC: . PS/TPA+， 1 mM egg 
PC/PS = 9/1 + 100 nM TPA. 
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の結果と同様に Cephar-anthineによって反って増大した。

これらの Ca 2¥PSおよび TPAに依存して増大するリン酸化は、

C a 2 .のみ存在する場合でも弱いながら同様に観察された。そし

て Ca 2 .のみに依存したこれらのリン酸化の増大も、 Cepharan-

thineによって阻害された。乙の原因として、細胞質タンパク

質中に C キナーゼの活性化因子が存在し、そのため Ca 2 .添加の

みで内在性 C キナーゼを活性化している可能性が考えられる。

そこで、 1000 cで 3分間熱処理をして変性させたマウス皮同上

皮細胞質タンパク質存在中で、マウス脳梢製、C キナーゼが活性

化されるか否か検討した。図 11-1 0から明らかなように、熱変

性細胞質タンパク質存在下に精製 C キナーゼは、 Ca 2 .添加でか

なり強く Histone type IIISをリン酸化し、その活性は Ca2¥

PSおよび TPA存在下の 60%以上にも達した。一方熱変性細胞質タ

ンパク質中には Histone type IIISをリン酸化する活性は見ら

れなかった o また熱変性細胞質タンパク質分画中には、lIisto-

ne type IIISのような Cキナーゼの非常に良い基質は存在しな

いため、梢製 C キナーゼの活性化による熱変性タンパク質のリ

ン酸化は非常に低いものであった。以上の結果から、 j支府上皮

細胞質タンパク質中に C キナーゼの活性化因子が存在すること

が明らかとなった。

次にとの活性化因子がどのようなものであるか検討した。 Ca

h に依存して活性化することから、脂質成分であることが容易

に推察される。図 11 -11に皮膚上皮細胞質タンパク質分画の脂

質分析結果を示す。細胞質タンパク質分画中には PSと DGが相当

量存在し、己れが Ca 2 .依存性の C キナーゼ活性化因子として作

用したものと推察された。
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Fig.II-I0.Activo.~ion of protein kino.se C in heat denatured mOUBe skin 
epidermal cytoplas皿icproteins in the absence of acidic phospholipid. 
Macromolecular fraction of mouse epidermal cytosol W88 denatured at 100 
Oc for 3 min. Protein kinase C was purified from mouse cer巴braltissues. 
HIstone type 1118 (200μg/ml) was phosphorylated by prot~in kinase C in 
th~ presence 01;， dena tured cytosol frac tion (1 mg/ml). Ca己+ 1 mM EGTA; 
Ca<:;守+， μM C日GT;PS/TPA-， 1 mM egg PC; PS/TPA+， 1 mM egg PC/PS = 9/1 + 
100 nM TPA; Open column， denatured cytoBol + histone type IIIS; Closed 
column， protein kinaae C + dena tured cytosol; Hatched column I protein 
kinase C + denatured cytosol + histone type IIIS. The data are expressed 
a8 me8ns+SEM of triplicate determinants. 
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Fig.II-ll.DiBtribution of lipidB in Bkin epidermal cytoBolic fraction. 
DiBtribution of lipidB in mOUBe epidermal cytosol was analyzed by TLC. 
Extract of the cytosol fraction was developed in petroleum ether /ethyl 
ether/acetic acid (80/30/1: v/v) or in chloroform/methanol /acetic 
acid/water (100/60/16/8: v/v) for neutral l1pids (A) or polar l1pids 
(8)， respectively. The lipidB were visualized by iodine (A) or molybdate 
(8) . 
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3 .考察

TPAは、 in vivoおよび in vitroにおいて C キナーゼに直接結

合して己れを活性化するととから、 TPAの尭癌プロモーション

作用には C キナーぜの活性化によるタンパク質のリン酸化が重

要な役割を果していると考えられている。実際幾つかの C キナ

ーゼ阻害物質は、 TPAの発桔プロモーション作用を阻害するこ

とが知られている (45]0 C キナーゼ阻害物質の中には正荷電を

有する両親媒性物質があり [46-48]、 Cepharanthineもそのグル

ープに属する[4 9 J 0ζ のグループに属する物質は負荷電の極性

脂質と相互作用する己とから[5 0 ]、おそらく Cepharanthineは

PSのような負荷電のリン脂質と相互作用するものと考えられる。

第一章で示したように、 C キナーゼの基質タンパク質のリン

酸化には基質タンパク質の 11英への結合が必要である Bazzyら

は、 Sphingosineが Histoneによる PS含有リン脂質 JJ真や Tr i t 0 n X-

100との混合ミセルの i疑集を強く阻害する己とを明らかにし、

この作用が C キナーゼ活性を阻害する機構である乙とを示唆し

た [51J. Cepharanthineも基質タンパク質のリン脂質膜への結

合を阻害し、その描度依存性はリン酸化阻害の椴度依存性とよ

く平行していた。以上の結果や第一章の結果から、 Ce p h a r a n t-

hineによる C キナーぜ活性の阻害は、基質タンパク質とリン脂

質膜との相互作用を間害するごとによることが強く示唆された。

マウス皮膚上皮細胞質タンパク質の内在性 C キナーゼによる

リン酸化に対する Cepharanthineの効果を検討してみると、そ

の効果はー;慌ではなく、基質タンパク質の種類によって違うご

とが判明した。 Cepharanthineは、基質タンパク質とリン脂質

11英との相互作用を阻害する己とによってリン酸化を阻害するこ

とから、おそらく各基質タンパク質の JJ莫への結合様式やその強
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さに違いがあるものと推察された。そして Cキナーゼによって

リン酸化され、 Cepharanthineによって限害されるタンパ目ク質

の中に発癌プロモーションに関与しているタンパク質があるも

のと想慢された。

以上のように、細胞の変異および増殖機構において、特定の

C キナーぜの基質タンパク質と細胞 1I莫との相互作用が重要な役

割を横じており、 Cepharanthineはそれを阻害することが強く

示唆された。
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第四節まとめ

TPAは、栂々の細胞に対して分化や増殖の誘導等、多彩な作

用を持-つことが知られている。本章では TPAによる細胞の分化

や増殖の生理学的機構を解析する新たなアプローチとして、第

一章で検討した細胞膜と細胞質タンパク質の相互作用という観

点から HL-60の分化と発癌プロモーションについて検討し、改

の結果を得た o

TPAによる HL-BOの分化は、 Cキナーゼ阻害活性を有する分化

阻害物質によってマクロファージに特徴的性質の発現が|坦害さ

れるが、 Annexin 1の誘導は問書されなかった。この結果は、

乙れらの物質が分化を完全に阻害していない己とを示唆してい

る o TPAによる HL-BOの分化には、 17 kおよび 27 kDaタンパク質

のリン酸化と C キナーゼのダウンレギュレーションが関与して

いるごとが示唆されている Q 本研究では、 17 kおよび 27 kDaタ

ンパク質のリン酸化を阻害する H-7や TFPといった物質[2 3 • 2 5] 

でも、 TPAによる PK G sのダウンレギュレーションを阻害しない

ととを明らかにした。そしてこれらの物質が TPAによる PK G sの

リン脂質脱への移行を阻害しないため、カルパインによる C キ

ナーゼの分解を阻害しない可能性を示唆した。これらの結果は、

細胞が Cキナーゼを介した情報伝達によって分化する場合、 C

キナーゼが活性化するととだけでなく、 C キナーゼやカルパイ

ンの細胞膜への結合も、その後の分化に伴う細胞機能の発現に

重要な役割を果しているごとを示唆している、。

また、 C キナーゼの阻害物質である Gepharanthineは、 TPAの

発癌プロモーション作用を阻害した q そしてその C キナーゼ阻

害の機構は、 C キナーゼ自体の阻害ではなく、基質タンパク質

のりン脂質 11真への結合を阻害することによることが示唆された日
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また Cepharanthineは、皮席上皮細胞質タンパク質の C キナー

ゼによるリン酸化に対し、特定のタンパク質のリン酸化を阻害

した。おそらく己れらのタンパク質の中に尭癌プロモーション

に関与するタンパク質があるものと想像された a 以上の結果か

ら、基質タンパク質の細胞膜への結合が Cキナーゼを介した細

胞の変異や増殖につながる情報伝達に重要であることが推察さ

れた。

ごのように、 Cキナーゼを介した情報伝達には C キナーゼの

細胞膜への結合や基質タンパク質の細胞膜への結合が重要であ

り、また細胞機能の制御に、己れらの細胞膜と細胞質タンパク

質との相互作用の変化が重要な役割を果しているものと推察さ

れた。
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第 章 非ステロイド系抗エストロゲン剤による C キナー

ゼ活性の臨寄とその機構

第一節緒百

トリフェニルアクリロニトリル誘導体は、構造の類似性から

抗エストロゲン作用を有するものがあり、エストロゲン受容体

陽性の乳腺 11重癌や、下垂体前葉の機能障害による性腺刺激ホル

モン低分泌型無排卵の治療に用いられている。その作用機序は、

標的組織のエストロゲン受容体に対しエストロゲンと競合的に

結合する己とによって、エストロゲンーエストロゲン受容体複

合体の核内への移行を阻害することによって、、エストロゲンの

持っさまざまな生理学的な機能を阻害すると一般に考えられて

いる [1-4]a 代表的な排卵誘発剤である Clomipheneの作用機序

は、視床下部のエストロゲン受容体に対しエストロゲンと桔抗

し、見かけ上のエストロゲン濃度を減少させ、視床下部からの

性 11泉刺激ホルモン放出ホ jレモンの放出を促すと考えられている。

最近、己れらの抗エストロゲン剤が C キナーゼ阻害作用を有

することが報告され、その阻害作用が抗エス卜ロゲン剤の薬理

作用に関与する可能性が示唆されている [5-9]a 抗エストロゲ

ン剤は、ヒト卵巣(5 ]、ヒト胎盤(5 ] 、ラット脳[6 -8 ]由来の C

キナーゼによる Histoneのリン酸化を阻害することが報告され

ている B また抗エストロゲン剤の一種で乳 11県癌の治療に使用さ

れる Tamoxi"fenは、その標的であるヒト乳腺胞揚由来の MP-7細

胞中の C キナーゼ活性を阻害することが報告されている [910

またラット卵巣細胞質タンパク質の内在性 C キナーゼによるリ

ン酸化も阻害することが報告されている[7 ] 0 C キナーゼは、

これまで述べてきたように、生体内での細胞 11真を介した刺激伝
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連に重要な役割を果しているととから、これらの報告は、抗エ

ストロゲン剤の作用機構に C キナーゼが関与していることを示

I慶している臼

抗エストロゲン剤の C キナーゼ活性阻害の機序については幾

つかの報告がある[6 • 8 . 1 0 . 11] oCキナーゼによるリン酸化に

C a 2 .もリン脂質も要求しない基質タンパク質である Protamine

のリン酸化に対し、抗エストロゲン剤の阻害作用が見られない

ことから、少なくとも C キナーゼの触媒部位に対する直接的な

阻害作用ではない己とがすでに明らかにされている[(j ] 0 Cキ

ナ←ゼは、その活性化に PS等酸性リン脂質を要求するが、抗エ

手トロゲン剤の C キナーゼ阻害作用が PSの大量添加によりへ消失

することから、 PSに対して措抗している己とが示唆されている

[6.8] 0 また Tamoxifen誘導体を担体とした 7 7 ィニテ tーカラ

ムに C キナーゼが I段着することから、 C キナーゼの制御部位へ

の結合を介した直接的な阻害作用も示唆されている [1110 しか

しながら、 PSと Cキナーゼの制相l部位との相互作用に抗エスト

ロゲン剤が作用している証拠はなく、どういう機構で C キナー

ゼ活性が阻害されているかは不明である [ 1 0 ] 0 

そ己で本章では、第一章の結果をもとに、 C キナーゼ活性に

大きな影響を与えるリン脂Jl真と基質タンパク質との相互作用に

対する非ステロイド系抗エストロゲン剤の効果から、これらの

物質による C キナーゼ阻害作用の機構を検討した q
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第二節制料と方法

試薬

Clomiphel1eおよび Tall1oxi"fenは Sigma社より 11持入した。その他

の試薬は第一章第二簡で述べた試薬を用いた。

リン l脂質 l曲、 Cキナーゼ、ラット乳 l出および子宮制"包質タンパ

ク質の調整

リン脂質 JJ莫および C キオーゼは、第一躍第二 M'iで述べた方法

に従って調整した。ラット乳 11良および子宮の細胞質タンパク質

は、第二章第三百ij'iをもとに調整した。すなわち、妊娠 13日目の

ラット乳/Jl~と発情前期のラット子宮を O. J 5 M K C I、 1 111M PMSF、

o . 0 1泥 Leupeptin， 2 111M EGTAを含む 20 111 M T r i s -JJ C 1 (p 11 7. 5 ) 

緩衝液中でポリトロンホモジナイザーで破砕し、 100.000 x g 

で 60分間遠心し、そのよ澄みを 0.15 M NaClを含む 20 111 M T r i s-

HCl (pll 7.5) で平j.~r 化した Shephaclex G-25カラムにか吋、ヌク

レオチド‘等低分子を除いたものを制 11包質クンバク質とした。

C キナーゼの活性ft[IJ定

第一章第二節および第二章第三節で述べた方法に従って、液

体シンチレーションカウン卜、および X 線フィルムの感光をデ

ンシドメーター(6 0 0 n 11l)で?/l1J定することによって活性を iWI定し

た。

lIistone type IIISと hnnexin 1のリン脂質 l民への結合

第一章第二節で述べた flotationi:去をもとに iWJ定した。すな

わち 200μM 1) ン脂質Il英 (DPPCのみ、ないしは DPPCハJS=4/1 + 
1 0 0 11 M目 TPA)と 100μg/m.Lのタンパク質を:l0 0 cで 10 分間反応さ



せ、当量の密度1.12の Ficol1400溶液 (100 mM NaClおよび反応

液と同濃度の Ca 2 ;を含む 20 mM Tris-HCl (pH 7.5)緩衝液に溶解)

と混合し、密度1.05と1.01の Ficol1400溶液 (0.3 mM Ca2;を合

む 20 mM Tris-HCl (pH 7.5)緩衝液に溶解、 1 mM EGTAと反応

させた場合のみ 1 mM EGTAを含む 20 mM Tris-HCl (pH 7.5)緩衝

液に溶解)を重層して 100，000 x g， 300Cで 111寺開通心し、リン

脂質膜結合分固と非結合分画に分けた。それぞれの分画につい

て SDS-PAGEを行い、姐染色でタンパク質を検出した n

Annexin 1の検出

第二章第二節で述べた方法に準じて行った。一次抗体には抗

モルモット Annexin 1 ウサギ抗体、二次抗体には抗ウサギ IgG

ロパ抗体を聞い、ルミノール化学発光による XM!フィルムの感

光によって検出した。なお抗 Annexin 1抗体は、 Annexin 1のみ

を認識し、他の Annexinとは交叉反応しないことを予備実験で

確かめた。
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第三節結果

C キナーゼによる各種越質タンパク質のリン醜化に対する ~I; ス

テロイド系抗エストロゲン卯!の阻害作 JTJ

Clolllipileneや Tallloxifenのような J瓦ユストロゲン月1)が C キナ

ーゼ活性を阻害するごとは、すでにいくつかの報告があるが、

その|坦害活性は研究者によってまちまちである[5 -H ] Q 抗エス

トロゲン高IJの作用機序が PSとの砧抗阻害によるものと示唆され

ている [6，8，10]己とから、各報告でのリン脂質棋 j立の差による

ものと考えられる(8 1。そこで、 100 nM TPA存在下での C キナ

ーゼの活性化におけるリン脂質の脱皮依存性を求め、 50出活性

化するリン脂質棋度を用いるごとにした。 200μM 1) ン脂質存

在下の C キナーゼによる Histone type IIISのリン酸化活性を

100% とした場合、 リン脂質の 50出活性化棋度は 17.5μMであ

った (PSとして 3_ 5μM) (データは示さず)。

次にこのリン脂質棋度での抗エストロゲン百1)の効果について

検討した。図 11 1 -1にその結果を示す。 C キナーゼによる 11i s司

LOlle type IIISのりン自主イヒに7-1して、 ClomIphelleも Tamoxi fell 

も共に棋!立依存的に凹害した(図 1.r 1 -1 ̂  )。その 50% 阻害棋度
( K i )はそれぞれ 40μMと 50μMであった。 ProLarnine sul1'aLe 

のリン酸化に対しては、 200μMまで岡架高1)とも阻害をしなか

ったロこれらの結果は Q'BriaIlらの報告と一致する[li 1 0 

一方、図 III-Isに示した A11 n e x i 11 1の C キナーゼによるリン

酸化においては、己れらの薬剤はlIisLolle type 111Sの場合と

同様に濃度依存的に阻害したが‘その感受性は 11i s t 0 11 e 1; y p e 

1 1 1 Sと比較して著しく高く、 Ki i直は阿薬剤とも 1. 5μMであっ

た。これら結果は抗エストロゲン斉IJが C キナーゼそのものを阻

害していないことを的く示唆している。
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抗エストロゲン剤の基質タンパク質とリン脂質 i院との相互作用

に対する効果

抗エストロゲン剤は、 PSに対して措抗するごとがすでに明ら

かになっていることから、抗エス卜ロゲン荷IJの阻害;機構がリン

脂質膜に対する作用を介しているごとが推察されている。前章

で述べたように、いくつかの両親媒性の C キナーゼ阻害剤は正

電荷を有している。抗エストロゲン剤も中性域では正電荷を有

しており、前章の Cepharantineの場合と同様に基質タンパク質

とPSを含むリン脂質膜との相 E作用を阻害することが推察され

る[12.13]Q そこで、 Histone type IIISと Annexin 1のリン脂

質 Il莫との相互作用に対する Tamoxifenの効果を検討した o なお

リン脂質量は flotation?:去によるタンパク質との結合解析を行

うために 200μMとした臼その結果を図 111-2、図 11 1 -3に示す o

Histone type IIISは PSに依存してリン脂質膜と結合するが、

Tamoxi'fenは濃度に依存して乙の結合を阻害し、 100μMで 50%

程度、 200μMでほぼ完全に阻害した(図 1II-2B) 。己の条件

下での C キナーゼによる Histone type IIISのリン酸化に対す

る阻害効果は、図 III-IAに比較してリン脂質拙度が高いためか

なり低くなってはいるが、その Ki値は 125μMであり、また 200

μMの棋度で 80%の阻害を示した o 己の値は Histone type IIIS 

のリン脂質/l真への結合阻害の調度依存性と平行していた。一方

Annexin 1は、 Ca 2 .と PSに依存してリン脂質膜に結合し、 Tamo

xifenの槌度に依存して阻害された(図 1II-3B)0 そして C キナ

ーゼによる Annexin 1のリン酸化に対する Tamoxifenの阻害効果

は、図 l11-2Aと同様にリン脂質濃度が高いため図 111司 lsと比較

して{民くなってはいるが、 Ki{直が 23μMと Histone type IIIS 

よりかなり低かった (図 lI1-3A)。そして Tamoxifenによる An n-

ex i n 1のリン脂質膜結合阻害の棋度依存性と、 Cキナーゼによ
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るリン酸化の四番のそれとはよく平行していた。己れらの結果

から、抗エストロゲン剤による Cキナーゼの阻害効果は、基質

タンパク質のリン脂質 JI莫への結合阻害を介して起 ζ っている乙

とが強く示唆された。

細胞質タンパク質の内在性 Cキナーゼによるリン酸化に対する

抗エストロゲン剤の効果

抗エストロゲン剤の組織内での効果を検討するために、エス

トロゲンの標的組織である乳腺と子富の細胞質タンパク質を用

い、己れらの内在性 C キナーゼによるリン酸化に対する抗エス

トロゲン剤の効果を検討した。なおリン脂質濃度は 200μMを

用いた o 図 1II-4は妊娠は日目のラット乳腕細胞質タンパク質

のリン酸化像を示している。 Ca 2 .のみの添加により、 86-80 k、

70 k、 56 k、 53 k、 45 k、 37 k、および 17 kDaタンパク質のリ

ン酸化が増大した。乳腺細胞質タンパク質は前章の皮 j育上皮細

胞質タンパク質と同様に Cキナーゼの活性化因子を含んでいた

(1000Cで 3分間で熱変性させた細胞質タンパク質は、精製 C キ

ナーぜによる Histone type I1ISのリン酸化を Ca 2 <のみの添加

で 30-40% 活性化した。データは示さず)己とから、おそらく

このリン酸化のかなりの部分は Cキナーゼに依存していると考

えられる。さ 5に PSおよび TPAの添加により、これらのタンパ

ク質のリン酸化がさらに増大した。そして Clomipheneや Tamo-

xifenはこれらのリン酸化を 30 -7 5μMの濃度で強く阻害した。

しかしながら、 CaZ ¥ PS :J3よ UTPAの j!f;1J日によりリン酷化が I首

大した 86-8okおよび 22 kDaタンパク質のリシ酸化は、これらの

抗エストロゲン剤を 150μM 添加しでも阻害されなかった。

ラット子宮細胞質タンパク質の場合は、 Ca 2¥PSおよび TPA

の添加により 100 k、 86-.8 0 k 、 70 k、 60 k、 56 k、 37-35 k 、

一日一



A. TAMOXI FEN 
'ICa2+ PS/TPA Drug(μM) 

+ 

+ 

+ + 

川

片
山

+ 

+ 

30 

75 

+ 

+ 

+ 

+ 

B. C LOM 1 PHENE 

f-1.. .}υ~\1 
37 4245 53 70 86 MW 

(xlOヨ)

Fig.III-4.Effect of antiestrogens on the phosphorylation of mammary 
gland cytoplas囚icproteins by endogenous protein kinase C. Inhibitol'Y 
effect of clomiphene (A) and tamoxifen (8) on the protein kinase C-
dependent phosphorylation of cytoplasmic proteins obtained from rat 
mammary gland was analyzed by autoradiography. The reaction was stopped 
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CaG+ー， 1 111M EGTA; CaG+ +， 0.3 mM CaG+; PS/TPA-，200μM DPPC; PS/TPA+， 
200μM DPPC/PS = 4/1 + 100 nM TPA 

9 1 



および 23 kDaタンパク質のリン酸化が増大した(図 I1I-5)。 こ

れらのリン酸化の大半が、 30-7 5μM の抗エストロゲン斉]Jで拍

〈阻害された o しかしながら、 86-80 kおよび 23 kDaタンゾてク

質のリン酸化は、 Ca¥PSおよび TPAによってリン酸化が増大

することから C キナーゼに依存していると考えられるのにもか

かわらず、抗エストロゲン剤よってまったく阻害されなかった。

己れらのリン酸化タンパク質の極頬やその性質については不

明であるが、さまざまな組織で Annexinに属するタンパク質が

検出されていることから、己れらの l臓器にも存在するごとが推

察される。そ己で、 Annexin Iが乳腺および子宮に分布するか

否か検討した。図 11 1 -sにその結果を示す o SDS-PAGE上での分

子量がモルモット Annexin 1 (35 kDa)よりやや高い 37 kDaの位

置に、抗 Annexin 1抗体と反応するタンパク質が検出され、ラ

ット乳脱および子宮の細胞質中にも Annexin 1が存在する己と

が確認された白同じ 37 kDaの分子量で、 Ca2¥ PSおよび TPA依

存的にリン酸化されるタンパク質がラット乳Illil.にも子宮制 JI包質

にも存在し、これらのリン酸化が Annexin 1のリン酷化阻害損

度に相当する 30-75μMの抗エス卜ロゲン削で強く阻害された

ごとから、 Cキナーゼによる乳脱および子宮の 37 kDaタンパク

質のリン酸化の一部には、 Annexin 1のリン酸化が含まれてい

ることが想像された。
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Fig.III-5.Effect of antiestrogens on the phosphorylation of uterus 
cytoplasmic proteins by endogenous protein kinase C. Inhibi tory effect 
of clomiphene (A) and tamoxifen (8) on the protein kinase C-dependent 
phosphorylation of cytoplasmic proteins obtained from rat uterus was 
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Fig.III-6.Presence of annexin 1 in rat mammary gland and uterus. 
Presence of annexin 1 in the cytosol obtained from rat mammary and 
uterus was determined by SDS-PAGE (10% gel) and Immunoblotting ・
(A)Coomassie brilliant blue staining・ (8) electroblotted onto PVDF 
membrane and immunostained with rabbit antibody against annexin 1. lane 
1， annexin 1 (1μg protein); lane 2， rat mammary gland cytosol (50μg 
protein); lane 3， rat uteru8 cytosol (50μg protein). 
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第四間j 考察

抗エストロゲン背Ijの作用機序は、一般にはエストロゲン受容

体に対してエストロゲンと措抗することによってその誕理学的

作用を発現しているものと考えられている[1 -4 10 しかし札 11m

癌由来の MF-7細胞に対する作用については、必ずしも大量のエ

ストロゲン iis加によって:tJi:エストロゲン青Ijの作用が1'1ち消され

ないごとが報告されている [14，15]. また、すでにエストロゲ

ン受容体以外の抗エストロゲン斉Ijの結合部位が、エス卜ロゲン

の標的組織の内外に存在するとl とが確かめられているい6，1 7 10 

最近、抗エス卜ロゲン斉IJが Cキナーゼ阻害作聞を有することが

報告され、 C キナーゼも己れらの誕刑の作用点のひとつと考え

られている[5 -9 1ロ C キナーゼに対するこれらの誕百IJの作用は、

大量の PSの添加によって消失し[G ， B 1、 Ca ~\PS および TPAを要

求しない C キナーゼの基質タンパク質である Pro!;a川iII eの・リン

酸化には阻害効果はなく[1) 1、また C キナーゼは Tamoxifellの誘

導体を担体に用いたカラムに l肢着する [1110 Pigllollらは、抗エ

ス卜ロゲン宵Ijの C キナーゼ阻害作用の作用機序を以下のように

推論した [10L すなわち、抗エスト口ゲン剤は C キナーゼの触

媒部位には結合せず、 PSないしは C キナーゼの 11)11抑制位に結合

することによって Cキナーゼを阻害する o しかし C キナーゼと

の直接的な相互作用は PSとのそれより弱くゆっくりとしている。

また抗エストロゲン剤が PSと C キナーゼのHlIJf出|部位との相互作

用に作用している証拠はないとし、主な作用点が PSであること

を強く示唆した。しかしながら、これらの物質の PSとの結合が

どういう機構で C キナーゼ活性を阻害するか不明であった。

本研究で抗エス卜ロゲン剤は C キナーゼによる Histone.ty-

pe 111S-1:5よび Annexill 1のリン酸化を阻害したが、その感受性

一日ー



には 5-3 0倍の差があったロこの結果は、抗エストロゲン剤の

作用機序が C キナーゼに対する直接作用ではないことを示唆し

ている。第一章および本章から明らかにように、lIistone ty-

pe I1ISは PSを介してリン脂質Jl真と結合し[1 8 ， 1 9 1、 Anll8xill 1 

も PSと Ca 2 .に依存してリン脂質 11真に結合する [20，2110 Tamox-

ifenによる両基質タンパク質の Cキナーゼによるリン酸化の I但

害、および PSと Ca 2 .に依存したリン脂質 11真へ、の結合の阻害を比

較すると、同タンパク質ともよく相関していた。

第一章や第二章第三節で示したように、 C キナーゼの基質タ

ンパク質のリン酸化には、基質タンパク質の膜への結合が必要

である己とから、 ~I: ステロイド型抗エストロゲン剤の C キナー

ゼ阻害の機構は、主に tffi質タンパク慣とリン脂質脱との PSを介

した相互作用の阻害による己とが強く示唆された。そして 11i -

s七olle type IIISと Annexin 1の C キナーゼによるリン自主化に対

する抗エストロゲン芹Ijの感受性の泣いは、両タンパク質の PS含

有リン脂質 11員への親和性の遣いによるものと惟察された U

Clomi.pheneも Tamoxifenもラット乳lJ)i!および子宮の如I11包!質タ

ンパク質の内在性 C キナーゼによるリン酸化の多くを比較的低

調度で|阻害した D これらのリン酷化タンパク質の I亜細や性質は

まったく不明ではあるが J 少なくともそれらの中には An 11 e x .i fI 

Iが含まれている可能性が示唆された。 Hochaらは、ラット乳lJl日

中に Annexin 11 (3li kDa)、 IV(32 kDal、 VI(70 kDalが存在する

ごとを報告している[2 2 1 0 こ れらの Allnexinは in vitroで C キ

ナーゼの基質となることが知られている [23-26J" また Kaetz司

e 1らはラット子宮および卵巣に Annexin III(35 I(Oa)、[V、 V

(35 klJa)が存在する己とを報告している[2 7 1 0 子宮組織の大部

分は平:滑簡であることから、おそらく陥組織に含まれる Al¥ne-

x i n V 1も存在すると推察される[281 0 己れらの Annexinのうち、
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上記のように An n e x i n 1 V. V 1が Cキナーゼによってリン目立化さ

れる。乳 JJJnおよび子宮の細胞質タンパク質の C キナーゼによる

リン酸化において、 A11 n e x i n 1 V， V.Iと分子量が近似したタンパ

ク質のリン酸化が見られる己とから、乳腺および子宮において

も己れらの Annexinが Cキナーゼによりリン酸化され、抗エス

トロゲン斉IJによってそのりン酸化が強く阻害されていることが

想像される。

一方 C キナーゼによる乳腕の 22 kDa、子宮の 23 kDa 、両組織

の 86-80 kDaタンパク質のリン酸化は、抗エストロゲン背IJによ

ってまったく阻害されなかった。おそらくこれらのタンパク質

の!l真結合様式が他のタンパク質と違うため、抗エストロゲン百IJ

にょうてとれらのタンパク質とリン脂質膜と、の相互作用は彫響

きれなかったものと想像される。

非ステロイド系抗エストロゲン剤の Cキナーゼに対する Kii直

は、報告によりかなり異なっているが[5 -9 ]、いずれも micro

molarの濃度である。一方エストロゲンとの措抗作用はJlano

fIIo1arの濃度であることから、エス卜ロゲンとの措抗によると

考えられる作間には C キナーゼ阻害作間は関与しないと考えら

れてきた。これまで抗エストロゲン百Ijの C キナーゼ阻害作用は

I-listoneを基質として研究されてきた。本研究で、制 11包質クン

パク質の一つである Annexin 1を基質とした場合、lIiston8 (;-

ype IITSと比 i校して 1<i値が 1/5-1/30であることを明らかにした。

また乳!lJnや子宮の制 11包質タンパク質の内在性 C キナーゼによる

1) ン酸化の阻害棋度が、 Annexin のそれと近似しているごと

も明らかにした G 過去の報告における抗エストロゲン耳IJの 11i -

stoneを基質とした場合の最も低い Ki値はい2μMであること

から‘抗エス卜ロゲン高IJは、条件によっては nano fIIo1arの棋 l立

で Cキナーゼによる細胞内タンパク質のリン酸化を阻害する可
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能性がある。

Clo1l1ipheneは 11出下垂体前業からの性問l~lIJ i散ホルモンの放出を

引き起己す。その作用を起こす血中棋度は nano molarのオーダ

ーであるととから、その作用機序はエス卜ロゲンに対する枯抗

作用と考えられてきた。近年脳下垂体前葉の初代培養細胞を用

いた実験から、性 l出刺激ホルモン分泌を促す Gn-RIIが細胞のイ

ノシトールの代謝回転を高めることが報告された[2 9 ， 301。ま

た τPAがとの細胞からの LHの分泌を引き起とすことから、 Gn -HH 

による LHの分也、に Cキナーゼの活性化が関与して可能性が示唆

されている。もし Clomipheneが nano mola['のオーダーで 11出下垂

体前葉の特定の細胞質タンパク閣のリン酸化が阻害するならば、

Clomipheneの性腕刺激ホルモン分泌の誘起作用には C キナーゼ

を介した別の機構が存在することになる。この点についてはさ

らなる検討が必要である。

~ 98 -



引用文献

1.Pearson，O‘H. ，Manni，A.and' Arafah，B.M. Antiestrogen treatment of 

breast cancer:An overview.Cancer Res .42:3424-3429，1982. 

2.Lippman，M.E. ，Bolan、G.，and Huff，K. ，K. The effect of estrogen and 

antiestrogens on hormone responsive human breast cancer in long term 

tissue culture. Cancer Res ~36:4595-4601 ， 1976. 

3.Coezy，E. ，Borgana守J.L.，and Rochefort噌H.Tamoxifen and metabo-

lites in MCF-7 cell:correlation between binding to estrogen 

receptor and inhibition of cell growth.~ancer Res .42:317目

327市1982.

4.Reddel，R.R.，Murphy，L ‘C.，and Sutherland，R.L.Effects of biologi-

cally active metabolites of tamoxifen on the proliferation 

kinetics of MCF-7 human hreast cancer cells in vItro.Cancer 

Res. 43:4613-4624，1983. 

5.Eyster，K.M. ，and Clark， M.R. Nonsteroidal antiestrogen inhibi-

tion of protein kinase C in human corpus luteum and placenta. 

Biochem.Pharmacol.38:3497-3503，1989. 

6.0'Erian，C.A. ，Liskamp，R.M. ，Solomon，D.H. ，and Weinstein，I.B. Inhi-

bition of protein kinase C by tamoxifen.~ancer Res .45:2462-

2465，1985. 

7.Su，H.， Mazzei，G.， Vogler，W.R.， and Kuo，J.F. Effect of tamoxi-

fen 、 anonsteroidal antiestrogen，on phospholipid/calcium-

dependent protein kinase and phosphorylation of its endogenous 

substrate proteins from the rat brain and ovary.siochem.Pharma-

col.34:3649-3653，1985. 

一日一



8. Bignon， E. 1 Ogita， K. ，Kishimoto， A. • Gi1bert. J. • Abecassis， J. • Mique1， J . ， and 

Nishizuka，Y. Mode of inhibition of protein kinase C by triphey1acry-

1onitri1e antiestrogens.8iochem.Biophys.Res.Commun.163:1377-

1383市1989.

9.Bignon，E.， Ogata，K.， Kishimoto，A.， and Nishizuka，Y. Protein 

kinase C subspecies in estrogen receptor-positive and -negative 

human breast cancer ce11 1ines.Biochem.Bioph.vs.Res.Commun.171 : 

1071-1078，1990. 

10.Bignon，E. ，Pons、M.，Gi1bert，J..and Nishizuka，Y. Mu1tip1e mecha-

nisms of protein kinase C inhibition by tripheny1acry1onitri1e 

antiestrogens.EEBS Lett .271:54-58、1990.

11.0'Brian，C.A. ，Housey，G.M.，and Weinstein，I.B. Specific and direct 

binding of protein kinase C to an immobi1ized tamoxifen ana1ogue; 

Cancer Res .48:3626-3629，1988. 

.12.Mori.T. ，Takai.Y. ，Minakuchi，R. ，Yu，8.，and Nishizuka，Y. Inhibitory 

action of ch10rpromazine，dibucaine，and other phospholipid-interacting 

drugs on ca1cium-activated，phospholipid-dependent protein kinase. 

J .Bio1.Chem~255:8378-8380 ， 1980. 

13.Schatzman，R.C. ，Wise.B.C. ，and Kuo，J.F. Phospho1ipid-sensitive 

calcium-dependent protein kinase:Inhibition by anti-psychotic drugs. 

Biochem.Biophys.Res.Commun.98:669】 676，1981.

14.Suther1and，R.L.、Green，M.D.，Ha11，R.E.， Reddel，R.R.， and Tay-

1or，I.W. Tamoxifen induces accumu1ation of MCF・-7human mammary 

carcinoma ce11s in the GOIG1 phase of the ce11 cycl巴.E旦工ム4ム

Cancer C1in.Onco1.19:615-621，1983. 



15.Sutherland，R.L. ，Hall，R.E.，and Tay1or，I.W. Ce11 pro1iferation 

kinetics of MCF-7 human mammary carcinoma cells in culture and 

eff巴ctsof tamoxifen on exponentially growing and plateau phase 

cells. Cancer Res ~43:3998-4006 ， 1983. 

16.Sutherland，R.L.，Murphy，L.C. ，Foo，M.S. ，Gre巳n，M.D.，Whybourne，A.M. ，and 

Krozowski，Z.S. High-affinity antioestrogen binding site distinct from 

the oestrogen receptor.Nature 288:273-275，1980. 

17.Sudo，K. ，Monsma，F.J.Jr. ，and Katzenellenbogen，B.S. Antiestrogen 

binding sited distinct from the estrogen receptor:subcellular 

localization， ligand specificity 、anddistribution in tissues of 

the rat.Endocrinology 112:425日 434，1983.

18.Edashige，K. ，and Utsumi、T.，andUtsumi，K、 Inhibitionof 12-0-

tetradecanoyl phorbol-13-acetate promoted tumorigenesis by 

cepharanthine，a biscoclaurine alkaloid，in relation to the 

inhibitory effect on protein kinase C.eiochem.Pharmacol.41:71-

78、1991.

19.Bazzy，M.D.，and Nelsestuen，G.L. Mechanism of pyotein kinase C 

inhibition by sphingosine与Biochem.Biophys.Res.Commun.146:203-

207，1987. 

，20.Schlaepfer，D.D. ，and Haigler，H.T. Caracterization of Ca2+-de-目

pendent phospholipid binding and phosphorylation of lipocor-

tin I.J.Biol.Chem. 262:6931-6937，1987. 

21.Sato，E.F.，Tanaka，Y. ，Edashige、K.噌Kobuchi，百.，Morishita，S. ，Sugino，Y.M.， 

Inoue，M. ，and Utsumi，K. Expression of the cDNA encoding lipocor-

tin-like 39]cDa protein 0 f guinea pig neutrophils in yeast. FEBS 

10 l -



L旦ttム255:231-236，1989.

22.Rocha，V. ，and Lozano，J.J. Ca1cium-dependent membrane binding 

proteins of the mammary g1and.ln etimu1us Response Coup1ing: 

The R01e of Intrace11u1ar Ca1cium-binding Proteins (V.L.Smith， 

and J.R.Dedman，eds)CRC Press，Boca Raton，Florida，pp443-465，1990. 

23.Johnsson，N. ，Van市P.N.，Soling，H.-D. ，and Weber，K. Functiona11y 

distinct serine phosphory1ation site of p36.g哩旦~5:3455-3460 ，

1986. 

24.Gou1d，K.L.，Woodgett，J.R. ，Isacke，C.M. ，and Hunter，T. The protein-

tyrosine kinase substrate， p36， is a1so a substrate for protein 

kinase C in vivo and in vitro.M01.Ce11.8i01.6:2738-2744，1986. 

25.Weber，K. ，Johnsson，N. ，Plessmann，U. ，1、19uyenVan，P. ，S01ing，H.-D.， 

Ampe，C. ，and Vandekerckehove，J. The amino acid sequence of 

protein 11 and its phosphorylation site for protein kinase C; 

the domain structure Ca2+-modulated 1ipid binding proteins.EMBO 

J.6:1599-1804，1987. 

26.Kenton，P. ，Johnson，P.M. ，and Webb，P.D. The phosphory1ation of 

p68， a calcium-binding protein associated with the human syncy-

tiotrophob1ast submembranous cytoske1eton， is modulated by 

growth factors， activators of protein kinase C and cyc1ic 

AMP.Biochem.8iophys.Act .1014:271-281唱1989.

27.Kaetze1，M.A. ，Hazarika，P. ，and Dedman，J.R. Annexins and the 

search for function: an immunologica1 first step.ln 8timulus 

Response Coupling:The R01e of Intrace11ular Ca1cium-binding 

Proteins (V.L. Smith、andJ;R.Dedman， eds).CRC Press，Boca 

102 -



Raton， Florida，p383-407，1990. 

28.Raeymaekers，L.、Waytack，F.，andCasteels，R. Isolation of calelec-
trin-like proteins associated with smooth muscle membranes.Bi旦ニ

chefu.Biophys.Res.Commun.132:526-532，1985. 

29.Lui，T. ，.and Jackson，G.L.8timulation by phorbol ester and diacyl-

glycerol of luteinizing hormon glycosylation and release by rat 

anterior pituitary cells.gndocrinolog'Y. 121:1589-1595，19日7.

30.Audy，M.C. ，Boucher，Y. ，and Bonnin，M. Estrogen modulated gonado-

tropin release in relation to gonadotropin-releasing hormone 

( GrトRH)and phorbol ester (PMA) action in superfused rat pitui-

tary cells.Endocrinolo巳Y、126:1396-1402，1990.

l D3 -



最念 幸吉

個体の発生や分化、各種ホ jレモンの分泌とその機能発現にお

いて、 Cキナーゼは細胞!闘を介した情報伝達に重要な役割を果

しているロ C キナーゼは刺激応答に伴う制1IJ!包J!真 1) ン脂質代謝の

活性化によって細胞 11真に，陪行して活性化し、さまざまな基質タ

ンパク質をリン酸化することによって細胞機、能を調整している。

過去 10年以上に破って己の酵素の関与する情報伝達機構の解析

が梢力的に行われたのにもかかわらず、ごの酵素の活性化がど

のような伝達機構を介して細胞機能の発現と結びついているか

については、今なお多くが不明である。

そ己で C キナーゼによる情報伝達機構の解明のためのひとつ

のアプローチとして、 Cキナーゼの活性化における細胞質タン

パク慣の動態に着目し、細胞質タンパク質と細胞!院を構成する

リン脂質膜との相互作用について検討した。そして C キナーゼ

の活性化物質である TPAによる細胞の分化や増殖を阻害する物

質や、抗エストロゲン剤の C キナーゼ間害作用について、細胞

質タンパク質と細胞 IJ莫との相 E 作用に対する効果から検討を加

え、以下の結果を得た。

J.Cキナーゼの活性化と基質タンパク質とリン脂質 I1英との相

互作用

C キナーゼは、ある極の細胞外からの刺激によるイノシトー

ルリン脂質代謝の克進と共役して細胞 IJ真に移行し、活性化する。

活性化された C キナーゼは細胞 11真に局在することから、その基:

質タンパク質も細胞 11莫と相互作用している己とが批察される。

そ己で、 Cキナーゼの自己リン酷化を C キナーゼ活性化の指標

とし、基質タンパク質のリン酸化とそのJ/集結合壁との関係を横
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討した。

1 . T P A存在下では、 Ca 2 .非依存的にも C キナーゼの自己リン酷

化が閥察された。またこの自己リン酸化は、 200 mM NaCl程

度の低いイオン強度の上昇には影響されなかった。

2.Histone type IIIS と CI~ o-lisozyme は、 Ca2・非存在下にリ

ン酸化を受付たが、 Annexin 1は 10 ・~. Mの Ca 2 .を要求した。

これらの基質タンパク質の膜結合性は、 Histolle type JIIS 

および CI 4 口【 Jisozymeは Ca 2 ー非依存的にリン脂 11真に結合し、

Annexin 1のリン脂質膜への結合には 10・ 5- 1 0・ Mの Ca 2・が要

求された。

3 .イオン強度の上昇によって Hislone type IIISおよび Alllle-

x i n 1のリン酸化は強く問書されたが、 C¥ -1 ロー Jisoz.vmeのリ

ン酸化の阻害は比較的弱かった。lIistone lype lIISと A1111 -

exin~ 1のリン脂質Il真への結合量は、イオン強度の上昇に伴っ

て著しく減少したが、 Cl~ o-lisozymeでは変化が見られなか

った B

以上の結果から、基質タンパク質のリン酸化には、活性化し

た Cキナーゼが局在するリン脂質膿への基質タンパク質の結合

が必要であることが強く示唆された。また 11莫受容体型タンパク

質リン酸化酵素の一つである EGf受容体キナーゼにおいても同

様である己とも示唆されたロ

II.TPAによる刺!胞の分化および増殖に対する C キナーゼ阻害

物質の効果とその機構

C キナーゼの活性化物質である TPAによってある種の培養細

胞が分化するととから、細胞の分化に C キナーゼが関与してい

る乙とが示唆されている。また TPAは強力な発癌プロモータ
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でもある己とから、 C キナーゼは制胞増殖にも関与しているご

とが示唆されている。そこで、 C キナーゼの関与する制 JI包分化

と増殖における細胞質タンパク質と細胞 11葉との相互作用の重要

性について、それぞれ前骨髄性白血病細胞 HL-60の TPAによる分

化と、マウス皮府二段階発癌における TPAの尭癌プロモーショ

ン作用をモデルとして、 C キナーゼ阻害斉Ijを用いて検討した。

IIL-60の TPAによる分化に対する C キナーゼ|阻害物質の作用を

検討し、以下の結果を得たロ

1.HL-60の TPAによるマクロファージへの分化に対し、 C キナー

ゼ阻害物質である]f-7、 Sphingosin8、 TfPはいくつかの分化

の指標に対し阻害的に作用するが、 AnneX1.n Tの誘導には効

果がなかった o

2 .己れらの阻害宵IJは、 TPAによる PK C sのダウンレギェレーショ

ン等 C キナーゼの量的変化を阻害しなかった。

3.これらの阻害物質は、 TPAによる PK C sの 11真への移行を阻害し

なかった。このためカルバインによる PK C sの分解が阻害さ

れなかったものと拙著書された。これらの結果から、 C キナー

ゼの関与する分化には、 C キナーゼの活性化のみならず、 C

キナーゼやカ jレパインの細胞質から細胞膜への移行が重要な

役制を果していることが強く示唆された。

C キナーゼ阻害物質の一つである Cepharanthineの TPAの発癌

プロモーションに対する阻害効果について検討し、以下の結果

を得た。

1. Cepharanthine は C キナーゼによる I1i s t 0 n eのリン酸化を阻害

するが、 C キナーゼの自己リン酸化は|阻害せず、 C キナーゼ

の活性化そのものを阻害しないことが示唆された白

2. Cepharanthineは、 111 histoneの PSに依存したリン脂質牒へ
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の結合を阻害し、その濃度依存性はリン酸化阻害のそれとよ

く平行していた。

3.皮膚上皮細胞質タンパク質の内在住1:.cキナーゼによるリ!ン酸

化に対しては、 Ce p h a r a，n t h i n eは一部のタンパク質のリン酸

化は阻害したが、間害されないタンパク質や、反ってリン酸

化が促進されるタンパク質もあった。

以上の結果から、 C キナーゼの関与する細胞の分化および増

殖において、特定の C キナーゼの基質タンパク質と細胞 11葉との

相互作用が重要な役割を果していることが示唆された。

1 1 1 . 3' 1~ ステロイド系抗エストログン邦l による C キナーゼ活性

の阻害とその機構

Cloll1ipheneとTallloxifenはエストロゲンの措抗阻害物質であ

るが、 C キナーゼ阻害作用も有している。そこでその作用機構

を検討し、以下の結果を伺iた。

1 .両物質とも C キナーゼによる Histone type IIISおよび An n -

exin 1のリン酸化を阻害したが、基質タンパク質によって1<1

値が著しく異なっていた。

2.Tamoxit'enは、lIistone type 111Sおよび Annexin 1のリン脂

質 JI莫への結合を|阻害し、その濃度依存性はそれぞれのリン酸

化阻害のそれとよく平ー行していた臼これらの結果から、これ

らの物質の C キナーゼ阻害機構が、基質タンパク質のリン脂

慣 11英への結合を岨害することによることが示唆された。

3.乳腺と子宮の細胞質タンパク質の内在性 C キナーゼによるリ

ン酸化に対して、阿物質とも阻害的に作用したが、一部のタ

ンパク質のリン酸化は阻害しなかった。ま、たその瀧度依存性

は、lIistone type IIISのリン酸化阻害のそれより Allnexin 

Iに近いことから、 ill vivoでは、従来考えられていた両物質

- 107 -



の C キナーゼ阻害損度よりかなり低い槌度で特定の和I11包質タ

ンパク質の 1) ン酸化を阻害している可能性が示唆された。

これらの結果から、従来エストロゲンとの桔抗作用のみで説

明されてきた抗エストロゲン剤のいくl つかの作用についても、

C キナーゼ阻害作用が関与している可能性が示唆された。

寿吉 言命

ホ Jレモンや増殖因子等生体内で生産される情報伝達物質は、

標的組織の細胞に情報を伝達し、その細胞機能を尭現させるこ

とによって個体の生存に都合の良い状態を作り出す。生殖生出

においても、発生や分化、各生殖器官の成長や性周 1mのタイミ

ングの決定、妊娠の維持および出産や 11m乳等広い領域に関与し

ている。そのため情報伝連物 J貨の伝達機構の解明は、生殖生理

学の上でも非常に重要である。

本研究では、特に細胞 11員のリン脂質代謝と共投して制|胞内の

情報伝達に関与する Cキナーゼに焦点をあて、情報伝達機構解

明のひとつアプローチとして細胞質タンパク質と細胞 l院との相

互作用の役割について検討した。そして細胞質タンパク質と細

胞膜との相互作用が、 C キナーゼの情報伝達手段である基質タ

ンパク質のリン酸化に不可欠であるととを明らかにした。そし

て C キナーゼによる情報伝達の制御には、 C キナーゼの活性化

だけではなく、おそらく細胞の刺激応答に伴う一連の反応、た

とえば細胞内 Ca 2 ーのよ昇、細胞 l慌の流動性の増 1m 、 ~m 11包臓の 11見

分極、細胞内 pHの上昇等によって変化する細胞質タンパク質と

細胞 11真との相互作用によってもH111御されていることが示唆され

た。これらの結果は、生殖生理学のみならず一般生理学におい

ても、生体内での情報伝達の機構を解明する上で、新たな視点

を与えるものである。
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