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蛋白質脱リン酸化酵素(pP 2 A)の遺伝子工学による生産と利用

1 .はじめに

蛋白質脱リン酸化酵素 2A (p P 2 A)は、蛋白質のセリン/スレオニン残基の脱リン酸

化を触媒する酵素で真核細胞に普遍的に存在し、蛋白質リン酸化酵素と共に生体反応調節

機構のーっとして代謝調節、シグナル伝達、 DNAの複製、転写、細胞増殖など広い細胞

機能に関与している。生体内では、触媒サブユニット (Cーサブユニット)と調節サブユニ

ット (Aーサブユニット)が結合して 2量体を形成して存在し、この基本複合体に第三のサ

ブユニットで多様性に富んだB-サブユニットが結合し 3量体を形成する。調節サブユニ

ットはPP2Aの細胞局在や活性制御、基質特異性などに関与していると考えられている。

近年、 PP2Aの活性を特異的に阻害する天然毒が次々と発見され、ヒトや家畜の中毒

の原因となっている。代表的な毒素にはオカダ酸とミクロシスチンがあり、オカダ酸は渦

鞭毛藻により産生され、それを捕食する海綿や貝類に蓄積濃縮され下痢性貝中毒を引き起

こす。また、腫蕩化促進作用を持つことも知られている。ミクロシスチンは淡水中でしば

しば大量発生するらん藻類により産生され、強い肝臓毒性を有している。 PP2Aはこれ

らの天然毒に高い親和性を持ち微量で活性が阻害されることから、これら毒素の検出に、

また生物学的な研究試薬として有用であると考えられる。しかし、現在市販されている P

P2Aはヒト赤血球より精製されたもので、純度が低く不安定でかつ高価なことから、実

験試薬として使うには限度があった。

今回、私たちはすでに明らかとなっている PP2Aサブユニットの 1次構造から遺伝子

工学的手法を用い PP2Aの生産を試みた。パキュロウイルス一見虫培養細胞発現系を利

用することにより酵素活性を有するリコンビナント PP2Aの発現を可能とし、大量精製

された PP2Aの特性とその利用開発を検討した。

2. 実験方法

昆虫細胞である HighFive Cellをスピナーフラスコで浮遊培養し、ヒト型リコンビナン

トPP2Aのc-サブユニットあるいはAサブユニットをコードするパキュロウイルスを

感染させCーサプユニットあるいはA/Cダイマーを発現させた。発現された各サブユニ

ットは、アフィニティー法を用いて精製し、各サブユニットの発現あるいは複合体の形成

はウエスタンブロットにより確認した。 C-サブユニットの脱リン酸化活性あるいは天然

毒(オカダ酸、ミクロシスチン)による活性阻害は、 pNPPを基質とし発色法により測定

した。
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3.結果と考察

パキュロウイルスー昆虫培養細胞発現系により発現された PP2AのCーサブユニット

あるいはA/Cダイマーは、アフイニティー法により高純度に精製された。精製されたC

ーサブユニットは高い脱リン酸化活性をもち、低濃度の天然毒により活性が阻害された。

また、精製されたA/Cダイマーを、 HeLa細胞の可溶性画分と混合すると、可溶性画分中

に存在するネイティブなB-サブユニットと結合し三量体を形成した。このように、遺伝

子工学的な技法で生成された PP2Aが天然に存在する PP2Aの特性を保持しており、

生化学的研究試薬として使用可能である。現在、天然毒素簡易検出キットを作製しており、

さらに利用用途を開発する予定である。
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図2.精製されたA/Cダイマーと

C-サブユニット

図3. オカダ酸による脱リン酸化活性阻害
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