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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、セリンスレオニンキナーゼAktの新規特異的結合因子として同定したTTC3が、

活性化（Thr308 のリン酸化型）Akt を特異的にポリユビキチン化し、それにより Akt がプロテ

アソームによって分解（不活性化）される事を証明した。この発見は、これまで不明であった

核内 Akt の不活性化（分解）機構の解明に大きく寄与した。TTC3 遺伝子は、ヒト 21 番目染色

体長腕上のダウン症責任遺伝子領域に存在することから、TTC3-Akt シグナル伝達が、ダウン症

に見られる様々な症候や合併症発症に関与する可能性が示唆された（Suizu et al. 
Developmental Cell 2009）。 

 

研究成果の概要（英文）： 
In yeast two-hybrid assays, we found that TTC3, which is located at chromosome 21 within 

the Down Syndrome Critical Region, specifically interacted with Akt. TTC3 preferentially 

binds to phosphorylated Akt and facilitates its ubiquitination/degradation predominantly 

within the nucleus. By confocal microscopy the TTC3 co-localizes with Akt throughout the 

cell cycle, suggesting that TTC3 regulate cell survival and proliferation by controlling 

Akt activity within the nucleus. （Suizu et al. Developmental Cell 2009） 
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１．研究開始当初の背景 
セリンスレオニンキナーゼAkt（Protein 

Kinase Bの別称）は細胞死（アポトーシス）

を抑制し、細胞生存を促進する要の細胞内

シグナル伝達因子である。Aktは細胞外成長

因子などの刺激でPI3K（Phosphoinositide 

Dependent 3 kinase）によって活性化され

る。このPI3K-Aktシグナル伝達系は細胞死

と増殖の制御、細胞周期、タンパク合成、

糖代謝、血管新生などの多岐にわたる細胞

反応制御に重要な役割を果たす細胞内シグ

ナル伝達系である。最近相次いでPI3K-Akt

シグナル伝達系のマウスモデルを用いたin 

vivoでの機能解析が行われた。興味深いこ

とにAkt3 遺伝子ノックアウトマウスの解析

では２１トリソミー（ヒト２１番染色体を

３本もつ染色体異常）によるダウン症候群

に特徴的な脳の発達障害が見られた。一方

PI3K-Aktシグナル伝達系のトランスジェニ

ックマウス（PI3K、p27、Aktなど）には心

臓肥大などの心奇形、発達障害（short 

statue）などの２１トリソミーによって発

症する循環器系異常に類似する臨床症候が

見られた。またPI3K-Aktシグナル伝達系の

活性化は白血病の重要な原因として知られ、

この事実も実に２１トリソミーにおいて小

児期に各種白血病の発症頻度が高い事と合

致する。さらにpoly-Transgenic ２１トリ

ソミーマウスモデルを用いたタンパク発現

の検討においてHeat shock protein Hsp90

やNG, NG-dimethylarginine 

dimethylaminohydrolaseなどのPI3K-Akt 

familyキナーゼと結合する分子の発現の亢

進が指摘された（Antonarakis et al., 

Nature Rev Genet 2004; Shin et al., J 
Proteome Res 2006）。これらの事象を総括的

にかんがみ、申請者はPI3K-Aktシグナル伝

達系の異常に認められる症候は、心臓奇形、

白血病、脳発達障害、short statue、さら

に細胞レベルではアポトーシスの亢進など

の２１トリソミーによるダウン症候群にお

いても高頻度に認められる症候と極めて類

似する点に注目した。 
 
２．研究の目的 
 セリンスレオニンキナーゼAkt は、細胞死

（アポトーシス）プロセスを阻害することに

よって細胞生存、細胞増殖を促進する。近年、

Akt の活性化が、乳がん、肺がん、前立腺が

ん、卵巣がん、或いは、白血病及びリンパ系

腫瘍のような血液系がん等に関与することが

報告されている。Akt 活性は、Thr308、Ser473 

のリン酸化および脱リン酸化によって制御さ

れており、Akt 活性の制御因子として、これ

までAkt 上流のキナーゼまたは、脱リン酸化

酵素が注目されていた。最近では、Akt 活性

化補助因子として、TCL1（T cell leukemia 1）

が発見され、TCL1 とAkt がヘテロ複合体を形

成することによりAkt 分子間のトランスアク

ティベーションによるAkt 活性化メカニズム

が明らかとなった。本研究ではYeast Two 

Hybrid アッセイを行った結果、Akt 特異的に

結合するTTC3（Tetratricopeptide Repeat 

Domain 3）を同定した。 TTC3 はE3ユビキチ

ンリガーゼに共通したRING finger モチーフ

を有していたことから、ユビキチン‐プロテ

アソーム系を介したTTC3 によるAkt の不活

性化（タンパク分解）制御機構の可能性につ

いて検討を行った。 
 
 
３．研究の方法および結果 
（１） TTC3 のAkt に対する結合性の解析 

内在性TTC3 の発現がみられない293T 細胞に

Flag-TTC3 およびHA-Akt（Akt isoforms; Akt1、 

-2、 -3）を共発現させ共沈実験を行った。TTC3 

は、比較的Akt2 に結合性が高いもののAkt 

isoform 全てに結合することが示された。（図

１参照） 

図１. TTC3 の Akt に対する結合性 

 

（２）TTC3 の結合特異性の検討 

293T 細胞において、他のセリンスレオニンキ

ナーゼとの結合性を比較したところ、HA-PDK1 

やHA-PrK1 には親和性を示さず、Flag-TTC3 

はHA-Akt 特異的に結合することが示唆され

た。（図２参照） 



図４. Akt のプロテアソームによる分解 

図２. TTC3の結合特異性 

  

（３）Akt のユビキチン化アッセイ 

間接免疫蛍光抗体法によるTTC3 の細胞内局

在の解析により、TTC3 は有意に核に存在する

ことが明らかになった。そこで、細胞分画に

より核分画におけるAkt のユビキチン活性を

解析したところ、293T 細胞にFlag-TTC3、

HA-Akt2、His-Ubiquitin を共発現させた条件

では、有意に核に存在するリン酸化Akt がユ

ビキチン化されることが示された。（図３参

照） 

 

 

４．研究成果 

本研究では、Yeast Two Hybridシステムによ

るAkt結合因子の同定を行うと同時に、ヒト

２１番染色体長腕上のダウン症責任遺伝子

領域DSCRに存在する遺伝子群のうち、セリン

スレオニンキナーゼAktによる特異的リン酸

化配列ならびに 14-3-3 による特異的認識配

列 の 二 つ を 同 時 に 持 つ 重 複 モ チ ー フ

｛R-X-R-S-X-(S/T)-X-P｝を保存したAkt活性

化修飾因子のスクリーニングを行った。その

結果、活性型（リン酸化された）Aktに特異

的に結合するE3 ユビキチンリガーゼTTC3

（Tetratricopeptide Repeat Domain 3）を

同定した。TTC3 は、細胞の核内に局在する活

性型（Thr308 がリン酸化された）Aktのみを

特異的にポリユビキチン化し、プロテアソー

ムによる分解（不活性化）を促進することを

初めて明らかにした。(図５参照)これまで、

脱リン酸化酵素であるPP2AやPHLPP等が Akt 
図３. TTC3 による Akt のユビキチン化 

TTC3によるAktの
ユビキチン化

細胞質

核膜

プロテアソーム
によるAktの分解

図５. 細胞質の活性型（リン酸化された）Akt は、
核内に移行し、TTC3 によってユビキチン化され、プ
ロテアソーム系を介して不活性化（分解）される。
（Suizu et al. Developmental Cell 2009） 

  

（４）プロテアソームによる分解アッセイ 

（３）の結果を元に、プロテアソーム系を介

したAkt 分解実験を行った。蛋白合成阻害剤

cyclohexamide 処理後12 時間後には80％以

上の核内Akt が分解され、その分解はプロテ

アソーム阻害剤MG132 によって阻害されたこ

とから、Akt の分解はTTC3 によるユビキチン

化およびプロテアソーム系を介したものであ

ることが明らかとなった。（図４参照） 

 

 



の不活性化に機能している報告がされてい

たが、本研究において、新たにTTC3 によるユ

ビキチン-プロテアソーム経路を介したAkt

活性の不活性化制御機構の存在が明らかに

なった。（Suizu et al. Developmental Cell 
2009）。 
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