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論文内容の要旨

【目的】

ERK は MAP キナーゼ (MAPK) ファミリーに属し、 T 細胞の分化や活性化に関与することが知られている o

ERK は、上流のキナーゼである MEK でリン酸化されて活性化され、逆に脱リン酸化されることで不活性化される。

哨乳動物ではこれまでMAPKの脱リン酸化にチロシン特異的な脱リン酸化酵素 (PTP) が関わるか否かは明らかで‘

なかった。

我々は、 yeast two-hybrid 法を用いて、神経系に特異的に発現しているチロシン脱リン酸化酵素 PTPBR 7 の標

的分子として ERK 1 を同定した。我々は、 PTPBR 7 が ERK 1 、 ERK 2 両分子に直接結合し、 ERK の脱リン酸

化を行うことを明らかにした。 LC-PTP /HePTP は、 PTPBR 7 と類似の構造をとる PTP で、血球細胞に特異的に

発現する o PTP による MAPK の抑制機構を明らかにする目的で、 LC-PTP が PTPBR 7 と同様に MAPK を標的

とするかどうか検討した。さらに、 PTP と MAPK の結合部位、リンパ球における LC-PTP の機能を明らかにする

ことを目的とした。

【成績】

最初に、 LC-PTP が、 ERK を試験管内で脱リン酸化できるかどうかを調べた。その結果、 LC-PTP は、試験管

内で ERK を直接脱リン酸化した。次に、細胞内においても LC-PTP が、 ERK を直接脱リン酸化できるかどうかを

調べた。構成的に活性化された MEK 1 の変異体を用いて、上流のシグナル伝達過程非依存性に ERK を活性化した

場合でも、 LC-PTP の過剰発現は、 ERK の脱リン酸化を誘導した。従って、 LC-PTP は、 ERK を直接の標的とす

ると考えられた。このとき、酵素活性を失った LC-PTP の変異体は、 ERK を脱リン酸化できなかったD 次に、 LC­

PTP が ERK カスケードを抑制するかどうかを、 Jurkat 細胞においてレポーターアッセイを用いて検討した。その

結果、 LC-PTP は、 TCR 刺激における ERK を介した転写活性を抑制した。さらに TCR のシグナル伝達過程の上

流部分を ionomycine+ PMA 刺激でバイパスした場合でも転写活性を抑制した。また、同様の刺激時における NF­

AT の活性化も抑制した。

LC-PTP の ERK 2 との結合領域を同定するため、 LC-PTP の様々な変異体を作製した。 m VIVO または m

vitro における binding assay の結果、 LC-PTP は、ホスファターゼドメインの外側の、 N末端部分だけで ERK 2 

と結合できることが明らかとなった。この領域内の41、 42番目の保存された Arg を Ala に置換すると、 ERK 2 との



結合能が失われ、これらのアミノ酸が結合に必須なことが判明した。 ERK 2 と結合しない LC-PTP 変異体は、

ERK 2 のリン酸化や機能を抑制しなかった。また、その他の MAPK に結合するかどうかを調べたところ、 LC­

PTP は p38α とは ERK 2 と同じドメインで結合したが、 JNK 2 とは全く結合しなかった。次に、 ERK 2 におけ

る LC-PTP の結合部位を検討した。ショウジョウパエの sevenmaker (sem) 変異は、 MAPK の点突然変異で、機

能冗進が見られるo しかし、試験管内でのキナーゼ活性は野生型と殆ど変わらず、この変異が、 MAP キナーゼの調

節異常に関連すると考えられていた。そこで、 sem に相当する点突然変異をヒト ERK 2 に導入したところ (ERK

2 se", )、 LC-PTP との結合性の消失とともに、 LC-PTP による抑制も受けなくなった。また、 p38α においても、

sem に相当する点突然変異を導入した場合 (p38sem) 、 LC-PTP との結合性が消失した。

【総括】

LC-PTP は ERK 2 と直接結合し、脱リン酸化する o LC-PTP は、構成的に活性化された MEK 1 を使用して

ERK 2 をリン酸化した場合でも、 ERK 2 を脱リン酸化した。酵素活性を失った LC-PTP の変異体、及び ERK 2 

と結合しない LC-PTP 変異体は、 ERK 2 のリン酸化や機能を抑制せず、また MAPK の点突然変異で、機能冗進の

見られる変異型 ERK 2 sem が、 LC-PTP との結合活性を失うと同時に、 LC-PTP による抑制から離脱していること

が明らかとなった。従って LC-PTP の酵素活性とともに、 LC-PTP と ERK 2 の結合は、抑制作用に必須の機構

である。

以上から、晴乳動物において、 PTP による新しい MAPK の制御機構が存在することが示された。 LC-PTP は、

血球系での組織特異的な MAP キナーゼの制御系に関与すると考えられる。

論文審査の結果の要旨

ERK は MAP キナーゼ (MAPK) ファミリーに属し、上流のキナーゼであるMEK でリン酸化されて活性化され、

逆に脱リン酸化されることで不活性化されるo 酵母においては、 MAPK の脱リン酸化に、チロシン特異的な脱リン

酸化酵素 (PTP) が関与していることが明らかにされている。しかし、晴乳動物では、これまで MAPK の脱リン酸

化に PTP が関わるか否かは明らかにされていなかった。

申請者は、クローニングしたチロシン特異的脱リン酸化酵素、 PTPBR 7 の結合分子を同定し、 ERK である事を

明らかにした。さらに、 PTPBR 7 が ERK を脱リン酸化し、不活性化することを明らかにした。また、 PTPBR 7 

と類似の構造をとるLC-PTP が、 ERK に対して同様な脱リン酸化/抑制作用を持つことを示した。

申請者は、 PTP と MAPK の結合部位を明らかにし、 PTP と MAPK の結合が、 PTP による MAPK 抑制に必須な

ことを示した。特に、生体内で機能冗進の見られる MAPK の sevenmaker 変異体が、 PTP と結合せず、抑制をも受

けないという結果は、 PTP による MAP キナーゼ抑制システムが、個体レベルで実際に働いていることを強く示唆

するものと言える。

本研究は、哨乳動物において、 PTP が MAPK の活性を直接抑制できることを明らかにし、日甫乳動物 MAPK の新

しい制御機構の可能性を示したものであり、学位の授与に値すると考えられる o
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