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は じ め に

タンパク質のリン酸化を制御するプロテインキナー

ゼやプロテインホスファターゼは､タンパク質の機

能調節において重要な機能を果たしている｡その中で

タンパク質のセリン/スレオニン残基を特異的に脱リ

ン酸化するプロテインホスファターゼ (PP)は､PPl､

PP2A､PP2B(カルシニューリン)およびPP2Cの4

種のファミリーに分類される｡ トー トマイシンやオカ

ダ酸はPPlとPP2Aの､FK506(タクロリムス)やシ

クロスポリンAはPP2Bの強力な阻害剤であ り､そ

の機能解析のための重要なバイオプローブとして用い

られている｡ さらに､FK506はイムノフイリンであ

るFKBPと､またシクロスポリンAはシクロフイリ

ンと特異的に結合 してPP2Bを抑制することで､免疫

抑制剤やア トピー性皮膚炎の軟膏として世界中で広 く

使われている 1)｡ しか し､PP2Cには､特異的で強力

な活性制御物質が報告されておらず､PP2C機能研究

が遅れている1つの理由となっている｡

そこで筆者 らの研究室では､PP2C活性制御物質を

植物天然資源 と化合物ライブラリーから探索 した結

果､PP2Cの活性化物質と阻害物質を同定 したので紹

介 したい 2)･3)｡

1. プロテインホスファターゼ 2C

pp2Cには､①触媒活性発現にMg2+､またはMn2十

を要求する､(参他のPPl､PP2AおよびPP2Bが､い

ずれも触媒サブユニットのほかに､1つまたはそれ以

上の調節サブユニットを有するのに対 して､単量体と

して存在 している､③ ppl､PP2AおよびPP2Bに阻

害活性を示すオカダ酸に感受性が認められないなどの

特徴がある｡晴乳動物細胞では､それぞれ異なった遺

伝子にコー ドされている 17種類のサブタイプが知ら

れ､その中でもPP2Cαは多 くの細胞内基質が報告さ

れてお り､ス トレス応答やアポ トーシス誘導などの制

御に関わるとされる4)｡すでに､PP2C活性化物質と

してオレイン酸などの不飽和脂肪酸が､阻害物質とし

てリン酸の基質ホモログなどが報告されているが､よ

り特異的で強力な活性制御物質が望まれる｡

2. プロテインホスファターゼ2C活 性化物質

マウスPP2Cαを酵素､α-カゼインを基質とし､マ

ラカイ トグリーン法により遊離リン酸量を比色定量す

るスクリーニング系を用い､700種類の植物天然資源

のメタノール抽出物から探索を行った｡その結果､植

物のサ ワラ (ChamaecyparispisiFera)の球果に強い

pp2C活性化作用を兄いだした｡そこで､走法により

活性化物質の単離精製を行い､各種機器分析により

アビエタン型ジテルペノイ ドのピシフェルジオール

(pisiferdiol)とピシフェリン酸 (pisifericacid)を同定

した (図 1A)｡Inuitroにおいて､ピシフェルジオー

ルはPP2Cのみを活性化 したが (1.3倍､100pM)､ピ

シフェリン酸と既知の活性化物質オレイン酸はPP2C

の活性化に加え､pplとPP2Bの阻害活性 も示 した｡
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サンギナリン

図 1 PP2C活性制御物質の構造
A:PP2C活性化物質ピシフェルジオールと

ピシフェリン酸の構造

B:PP2C阻害物質サンギナリンの構造

両者のPP2Cに対する活性化作用は同様であったが､

ユニークなアビエタン型 7貞環構造を有するピシフェ

ルジオールの方が､通常の6貞環構造のピシフェリン

酸よりも特異的にPP2Cを活性化 した｡

次に､急性前骨髄性白血病細胞 HL60に対する作

用を調べたところ､ピシフェルジオールはカスパー

ゼ3/7を活性化 し､アポ トーシス誘導による細胞毒性

活性を示 した (IC50=18.3FLM)｡さらに､PP2Caの細

胞内基質でアポ トーシス誘導に関わるBadとp38を､

前者に対 しては時間依存的､また後者に対 しては-

A

50LJMピシフェルジオール lLJMサンギナリン

0 1 2 3 6 0 1 2 36(h)
p-Bad

Bad
P-P38
p38 _._:･-た-げ

≡≡∃
[≡ ≡ ≡]

過的に脱リン酸化 した (図2A )｡Bc1-2ファミリーの

Badは脱リン酸化によりアポ トーシスを誘導するが､

ス トレス応答に関わるMAPKのp38は脱リン酸化に

より不活性化される｡そのため､ピシフェルジオール

はPP2Cを活性化することによりBadを脱 リン酸化

し､アポ トーシス誘導に関わると推定される(図2B)｡

3. プロテインホスファターゼ2C阻害物質

植物天然資源には､PP2Cに対する強い阻害活性が

認められなかったが､標準阻害剤キット(化学療法基

盤情報支援班より恵与)の中の､植物由来のアルカロ

イ ドであるサンギナリン(sanguinarine)に強い阻害

活性を兄いだした(図 1B)｡Inuitroにおいて､サンギ

ナリンはPPl､PP2AおよびPP2Bに比べ､PP2Cに

対 し17倍以上の強い阻害活性を示し､基質 α-カゼイ

ンに対するPP2Cの活性をKi=0.68pMで括抗的に阻

害した｡

次に､HL60細胞に対する作用を調べたところ､カ

スパーゼ3/7を活性化 し､アポ トーシス誘導による細

胞毒性活性を示 したが (IC5｡=0.371ユM)､サンギナリン

はピシフェルジオールとは逆に､時間依存的にBad

とp38の脱 リン酸化を抑制 した (図2A)｡ リン酸化

p38はアポ トーシスを誘導することが知られ､p38阻

害剤であるSB203580を同時に加えると､サンギナリ

ンのアポ トーシス誘導が部分的に阻害された｡Badは

リン酸化により不活性型となり､アポ トーシス誘導を

B ピシフェルジオール サンギナリン

活性化 l ⊥ 阻害

① (辛_∠⊥ ⊥ ⊥

㊤ 宵(kd,㊤
し ` L /

カスパーゼ カスパーゼ

I l

アポトーシス アポトーシス

図2 PP2C活性制御物質のBadとp38に対する作用
A:HL60細胞における薬剤処理後のBadとp38のリン酸化状態(ウェスタンブロット法)
B:ピシフェルジオールとサンギナリンのアポトーシス誘導メカニズムの作業仮説
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促進しないことから､サンギナリンはPP2Cを抑制す

ることでp38の脱リン酸化を抑制し､アポ トーシス誘

導に関わると推定される(図2B)｡

お わ り に

今回､PP2Cを正 と負に制御する植物由来の天然

有機化合物が得 られたことから､本研究成果を出発

点として､さらなるPP2C活性制御化合物の探索や､

PP2Cを標的としたがんや2型糖尿病などの治療薬の

開発へと発展することが期待される｡最近､植物にお

けるアブシジン酸の活性制御にPP2Cが重要な役割を

果たすことが明らかになり5)､pp2C活性制御物質は､

動物から植物へと種を超えてPP2Cが関わる生命現象

を制御することができ､基礎研究から創薬研究におい

て有用なバイオプローブになるかもしれない｡
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