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研究成果の概要（和文）： 

申請者は、ラット甲状腺由来正常細胞 FRTL-5を甲状腺刺激ホルモン TSHで前処理しておくこと

によって細胞の運命・性質・方向性が決定づけられ（プライミングと呼ぶ）、IGF-Iによって誘

導される細胞増殖が相乗的に増強されることを明らかにしてきた。さらに、TSH によるプライ

ミングの分子機構を解明していく過程で、PI 3-kinaseと結合する新規タンパク質、PITKAPの

精製、同定に成功した。このタンパク質を発現抑制すると TSHによるプライミング効果が認め

られなくなったため、PITKAPが細胞のプライミングに必須な機能を果たしていることが明らか

となった。また、Srcの阻害剤である PP1や PP2で処理すると cAMP依存的な PITKAPのチロシ

ンリン酸化および p85 PI3K との結合が阻害された。cAMPによって Src が活性化されることも

併せると、FRTL-5細胞では、cAMPによって Srcが活性化され、同時に PITKAPの発現量が増加、

PITKAP は Srcによってチロシンリン酸化され、その結果 p85 PI3K が結合することによって、

PI 3-kinaseが活性化されることが明らかとなった。現在、PITKAPのノックアウトマウスの作

製を進めており、今後はノックアウトマウスも使って、個体レベル、細胞レベルでの PITKAP

の機能解析を進めていきたい。 

 
研究成果の概要（英文）： 
We previously demonstrated that long-term pretreatment of rat FRTL-5 thyroid cells with 
TSH or cAMP-generating reagents potentiated IGF-I-dependent DNA synthesis. Under this 
condition, cAMP treatment increased tyrosine phosphorylation of a 125 kDa protein (p125) 
and its association with a p85 regulatory subunit of phosphatidylinositol 3-kinase (p85 
PI3K), which were suggested to be important for potentiation of DNA synthesis. This study 
was undertaken to identify p125 and to elucidate its roles in potentiation of DNA synthesis 
induced by IGF-I. Immunoprecipitated phosphotyrosyl p125 in cAMP-stimulated FRTL-5 cells,  
was shown by MALDI-TOF MS analysis, to be a rat orthologue of human XB130, which we named 
phosphatidylinositol 3-kinase-associated protein (PI3KAP). cAMP treatment elevated 
PI3KAP/XB130 mRNA and protein levels as well as tyrosine phosphorylation and PI3KAP/XB130  
interaction with p85 PI3K, leading to increased PI3K activities. Importantly, 
PI3KAP/XB130 knockdown in FRTL-5 cells attenuated cAMP-dependent potentiation of 
IGF-I-induced DNA synthesis. Addition of Src family kinase inhibitors, PP1 or PP2, during 
cAMP treatment abolished tyrosine phosphorylation of PI3KAP/XB130 and its interaction 
with p85 PI3K. In addition, c-Src was associated with PI3KAP/XB130 and was activated in 
response to cAMP. Together, these data indicate that cAMP-dependent induction of 
PI3KAP/XB130 and its association with PI3K are required for enhancement of IGF mitogenic 
activities. 
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１．研究開始当初の背景 

 FRTL-5細胞を TSHで長時間前処理すると細

胞がプライミングされ、その後 IGF-I刺激す

ると、IGF-I によって誘導される細胞増殖が

相乗的に増強される。さらに申請者らがその

分子機構を調べたところ、PI 3-kinase の阻

害剤によって TSHによるプライミング効果が

完全に消失すること、 TSH によって PI 

3-kinase と結合する 125kDa のチロシンリン

酸化タンパク質が発現してくることから、こ

の 125kDa のタンパク質の同定が渇望されて

いた。最近、我々はこのタンパク質の精製と

同 定 に 成 功 し 、 PI3KAP (PI 3-kinase 

associated protein)と命名した。PI3KAPは、

分子内に Srcチロシンキナーゼの基質配列を

複数個有し、そのうちの１箇所は PI 3-kinase 

p85 制御サブユニット結合 motif であった。

また SH3 ドメインの標的となりうる PXXP 

motif、そしてタンパク質間相互作用を担う

と考えられる PH ドメイン、coiled-coil ド

メインを有していた。PI3KAPを siRNA技術に

よって発現抑制すると、TSH によるプライミ

ング効果が完全に抑制されたため、PI3KAPは

TSH によるプライミングに必須の役割を果た

していることが明らかとなった。ところが、

PITKAPが具体的にどのように IGF-Iの生理活

性を増強するのかという詳しい分子メカニ

ズムは全く明らかになっていない。PI3KAPが

多くの IGF-I標的組織・細胞で発現している

ことを考え合わせると、PI3KAPによるプライ

ミングが、IGF 生理活性の増強に稼働してい

る普遍的なメカニズムであることが予想さ

れる。しかし PI3KAP が生体内でどのような

機能を果たしているのかは推測の域を出な

い。 

 
２．研究の目的 

そこで本研究では、PI3KAPがプライミングを

引き起こす分子メカニズムを解明し、その生

理機能を細胞レベル、個体レベルで明らかに

することを目的としている。そのため本研究

課題では以下の２つの研究項目について解

明を目指す。（１）PI3KAP がプライミングを

引き起こす分子メカニズムを解明する。（２）

PI3KAP 遺伝子のノックアウトマウスを作製

し、その表現型を解析することにより、

PI3KAP が個体レベルでどのような生理機能

を持つかを推定する。  
 
３．研究の方法 

本研究は PI3KAP タンパク質のプライミング

における機能を培養細胞系、動物個体レベル

で解明することを目的としている。前述した

ように本研究課題は PI3KAP の機能について

以下の２つの研究項目に分けて明らかにす

る。 

（１）PI3KAPによるプライミングの分子メカ

ニズムの解明 

 前述したように PI3KAPは FRTL-5細胞にお

いて TSH長時間処理によるプライミングに必

須の役割を果たしている。ところが、TSH 長

時間処理によって PI3KAP が発現誘導されて

くるメカニズムや、PI3KAPをチロシンリン酸

化するキナーゼ、PI3KAPの各ドメインが果た

す役割は明らかになっていない。そこでこの

研究項目では下記に示すような研究を計画

している。 

a) PI3KAP細胞内局在の解析、b)PI3KAPをチ



ロシンリン酸化するキナーゼの同定、d) 

PI3KAPドメインの機能の解明  

（２）動物個体での PI3KAPの機能の解明 

 この研究項目では動物個体での PI3KAP の

機能を明らかにするため、PI3KAPをノックア

ウトマウスしたマウスを作製する。まずは全

身で PI3KAP ノックアウトマウスを作製し、

その表現型を解析する。そのノックアウトマ

ウスで欠損の認められた臓器において特異

的に PI3KAP をノックアウトしたマウスを作

製し、その表現型を観察する。この実験によ

って、それぞれの臓器での PI3KAP の機能を

解明する。特に甲状腺での PI3KAP の機能に

重点を置いて研究を進める。 

 
４．研究成果 

(１) Srcの阻害が PI3KAPを介したシグナル

に及ぼす影響 

 PI3KAPのタンパク質内には Srcチロシンキ

ナーゼにリン酸化されうるモチーフが複数

含まれている。また、我々は PI3KAPのチロ

シンリン酸化に Src型チロシンキナーゼが関

与することを示唆するデータを得ていた

（Nedachi et al. 2000）。そこで Bt2cAMP処

理中に Srcの阻害剤である PP1または PP2を

添加し、PI3KAPのチロシンリン酸化、p85と

の結合量、PI3KAP結合性 PI 3-kinase活性を

測定した。その結果、PP1または PP2の添加

によって、PI3KAPのチロシンリン酸化が抑制、

それに伴って p85との結合量が減少し、

PI3KAP結合性の PI 3-kinase活性も抑制され

ていた。続いて、cSrcのタンパク質を siRNA

を用いて発現抑制し、同様な因子の測定を行

った。その結果、Srcタンパク質の発現抑制

により、PI3KAPのチロシンリン酸化、p85と

の結合、PI3KAP結合性 PI 3-kinase活性が阻

害されていた。この結果から、Bt2cAMP処理

によって誘導される PI3KAPのチロシンリン

酸化には Src活性が必要であることが示され

た。最後に Bt2cAMPによる Srcに活性化につ

いて検討を加えた。Bt2cAMP処理した細胞か

ら細胞抽出液を調製し、PI3KAPと Srcの結合

量および活性化型 Srcの量を測定した。その

結果、Bt2cAMP処理によって PI3KAPと Srcの

結合が誘導された。また活性化型 Srcを検出

する抗体 pSrc (Y416)での immunoblot解析の

結果、Bt2cAMP依存的に Srcの Y416がチロシ

ンリン酸化されて、活性化されていることが

明らかとなった。 

(２) メチマゾール投与によって肥大した甲

状腺における PI3KAPの発現量の解析 

 抗甲状腺薬 MMIをラット投与すると、甲状

腺ホルモン合成が阻害されて甲状腺機能低

下症が誘導され、TSH分泌が促進されること

が良く知られており、この実験系は in vivo

において TSHに応答した遺伝子発現を解析す

る際にしばしば用いられる。そこで、飲料水

に 0.03%の MMIを混合してラットに４週間投

与し、PI3KAPの遺伝子発現を解析した。MMI

投与によって、コントロール群と比べて血漿

TSH値は増加し、甲状腺の肥大が観察された。

このような甲状腺において、PI3KAPの遺伝子

発現は MMI投与によって増加することがわか

った。さらに甲状腺のタンパク質発現量を解

析したところ、PI3KAPの発現が著増していた。 

(３) PI3KAPノックアウトマウスの作製 

上記のように PI3KAPは TSHと IGF-Iの相

乗的な DNA合成の増強に必須の役割を果たし

ていることを示すことができた。そこで、

PI3KAPが動物個体でも IGFの生理活性に重要

な役割を果たしているか調べた。PI3KAP遺伝

子座の exon 4-5部位に loxPを導入した ES

細胞を作製し、これをマウスの受精卵に導入、

キメラマウスを作製した。これを野生型

C57BL/6マウスと交配することにより、ヘテ

ロ変異マウスの作成に成功した。現在は、CAG

プロモーターにより Creリコンビナーゼの発

現が誘導されるマウス（全身発現性 Creマウ

ス）と交配しており、全身で PI3KAPがノッ

クアウトされたマウスを作製し、その表現系

を解析する予定である。  
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