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研究成果の概要（和文）：トウトマイセチンを鍵とした意義選択的プロテオミクスを行ってきた。

プロテインホスファターゼ１型(PP1)は、細胞内に於いて限定的な調節酵素としての役割を演
じていることが分かってきた。例えば、Rafを正に制御するだけでなく、TNFα/NF-κBを正に
制御している。また、PP1の基質かつ ATM/ATRキナーゼの基質と考えられる ATM30を発見
した。精製後、MALDI-TOF/MS により ATM30 はリボソーマルタンパク質 RPS3A(a)である
ことが判明した。 
 
研究成果の概要（英文）：We have conducted focused proteomics of phosphorylated proteins 
by using tautomycetin. Protein phosphatase 1 (PP1) was found to act as a kind of 
regulatory enzyme for signal transduction in mammalian cells. For example, it positively 
regulates TNFα/NF-κB pathway as well as Raf. In addition, we isolated ATM30, a 
substrate of both PP1 and ATM/ATR kinase. ATM30 was found to be a ribosomal protein 
RPS3A(a) by MALDI-TOF/MS analysis. 
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質のリン酸化を触媒するプロテイ
ンキナーゼ、およびタンパク質の脱リン酸化
を触媒するプロテインホスファターゼの遺
伝子数は、凡そ 2000個および 500個と推定
されている。タンパク質のリン酸化が関わる

細胞内情報伝達において、プロテインキナー
ゼ並びにプロテインホスファターゼは重要
な標的となっている。ところが、プロテイン
キナーゼの機能解析と比較して、プロテイン
ホスファターゼの研究は大きく遅れていた。 
 そのような中で、我々はトウトマイセチン
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(TC)が唯一のプロテインホスファターゼ１
型(PP1)特異的阻害剤であることを見いだし
た。さらに TC及び PP2A 特異的阻害剤オカ
ダ酸(OA)を用いて、細胞内の PP1 および
PP2A をそれぞれ選択的に阻害して、両酵素
の役割を明確に区別して調べていけること、
またPP1がRaf-1を正に調節している事を明
らかにしていた。 
 
２．研究の目的 
 そこで、TC を用いて、主要なセリン・ス
レオニンプロテインホスファターゼである
PP1 の関与する細胞内リン酸化基質の意義
選択的な同定と網羅的解析を行い、癌および
免疫系をはじめとする生命科学分野に画期
的な展開をもたらし、さらには TC 誘導体の
臨床薬剤としての応用も視野に入れた研究
を行う事を企画した。 
 
３．研究の方法 
（１）本研究では、従来の生化学的手法に加
え、TC及び OA、二次元ディファレンシャル
ゲル電気泳動(2D-DIGE法)、LC-MS/MS等
の新技術を組み合わせて細胞レベルでのタ
ンパク質のリン酸化を網羅的にしらべる。 
 
（２）有力と思われるタンパク質を絞って免
疫沈降、イムノブロッティング、超遠心法、
各種クロマトグラフィーなどを用いて分
離・精製していくことで Focusした後の基質
を確実に同定する。 
 
（３）TC存在化、非存在化で増殖因子など
の刺激応答により、活性化あるいは不活性化
したタンパク質を同定することで生理的意
義を明らかにする。 
 
（４）さらに時間や細胞種を変えながら PP1
の基質を同定、生理的意義を明らかにする。 
 
（５）得られた結果から TCの制癌剤として
の可能性が示されたなら、誘導体を含めた合
成研究を開始する。 
 
４．研究成果 
（１）まず、TC（又は OA）処理なし、及び
TC（又は OA）処理した HeLa細胞よりそれ
ぞれ調製したタンパク質を蛍光色素(Cy3: 
緑色蛍光, Cy5: 赤色蛍光)で各々標識し、重
ね合わせた 2D-DIGE ゲルイメージのマップ
を 2D Typhoon イメージアナライザーで解
析した。結果、TC処理により 655 スポット、
OA処理により1072スポットのタンパク質が
検出された。TC 処理では、１２個のタンパ
ク質スポットが増加し、３個のスポットが減
少した。中でも、同一の分子量を持つスポッ
ト番号 785 のタンパク量が減少し、PI値の低

いスポット番号 701 のタンパク量が増加し、
一対のスポットとして現れおり、有力な PP1
の基質と考えられた。しかしながら、OA 処
理では、閾値を上げても３０個のタンパク質
量が増加、２２個のタンパク質量が減少し、
増減がはっきりしたスポットが数多く観測
された。リン酸化タンパク質アフィニティー
カラムにより部分精製した、TC 処理のリン
酸化タンパク質では、１５個のスポットが増
加し、７個のスポットが減少した。増加した
１５個のスポットは PP1 の基質候補と関連
があると考えられた。しかしながら、上記ス
ポット番号 785,781 を初めとした、これらの
スポットは銀染色では検出できず、同定には
至らなかったが、一連の実験から PP2Aの基
質と比べて PP1 の基質は限定されているこ
とが示唆された。 
 
（２）そこで、キナーゼの基質に絞って TC
処理により増加するタンパク質を追求する
こととした。各種キナーゼの基質と考えられ
るタンパク質のうち、DNA 二重鎖切断に伴
う細胞周期チェックポイントやアポトーシ
スを制御する核タンパク質キナーゼである
ATM/ATR キナーゼに着目し、TC 処理した
HEK 293T細胞の細胞抽出液に、TC処理に
より顕著に増加し、ATM/ATR リン酸化基質
抗体に反応する約 30 kDa のタンパク質
ATMP30を見いだした。イオン交換クロマト
グラフィー次いでゲルから精製されたバン
ド を 切 り 離 し 、 ト リ プ シ ン 消 化 し
MALDI-TOF/MS で分析した。その結果、
ATM30は RPS3A(a)であることが判明した。
Flagタグとの RPS3a融合タンパク質の動物
細胞での過剰発現を試みたが、可溶性タンパ
ク質としての過剰発現は検出できなかった。
現在、リン酸化部位の同定を行っている。 
 
（３）既に我々は、TCを用いることで、PP1
が Rafを介して、上皮成長因子(EGF)刺激に
よるマイトジェン活性化プロテインキナー
ゼ(Ras/Raf/MAPK)経路を正に調節してい
ることを初めて明らかにしていた。TC によ
る阻害作用は選択的であり、細胞増殖抑制効
果として現れる。腫瘍プロモーターとして知
られる PP2A特異的阻害剤OAとは対照的な
応答が見られた。そこで、もう一つの主要な
細胞内シグナル伝達系である TNFα/NF-κB
経路に対する TCの効果を調べた。 
 293-T 細胞を用いたレポーターアッセイに
於いて、TCは 5µMの濃度で、TNFαで誘導
される NF-κB の活性化を完全に阻害するこ
とが分かった。しかしながら、TNFαで誘導
されるカスパーゼの活性化に対しては何ら
影響を与えなかった。 
 次に、TC は TNFα で誘導される IκBα の
リン酸化を抑制するが、JNKの活性化を抑制



 

 

しないことが判明した。対照的に OAは、IκB
の分解と JNK の過剰リン酸化を誘導し、
PP2AがNF-κBと JNKの負の制御因子であ
ることを確認した。 
 IκBαは、IKKによりリン酸化されるので、
TNFα 刺激による IKK の活性化に与える影
響を、TCを用いて調べた。その結果、TNFα
刺激後 5-10 分で IKKの活性はピークに達す
るが、TC により、この活性化は完全に抑制
された。 
 293-T細胞を TNFαで刺激すると、１０分
後に IKKα及び IKKβの T-ループに於けるリ
ン酸化部位がリン酸化されるが、TC は、こ
のリン酸化をほぼ完全に阻害する。しかしな
がら、IKKαの T-ループ以外のリン酸化部位
Thr-23 のリン酸化レベルには影響を与えな
かった。これらの結果は、TC が IKKα 及び
IKKβの T-ループのリン酸化を阻害すること
により IKK の活性化を負に制御することを
示唆している。 
 以上の実験により、PP1 が IKK を正に制
御していることが明らかになった。この正の
制御がどのようなものであるかを知るため、
Flag-IKKα又は Flag-IKKβをMyc-PP1Cと
共に 293-T 細胞にトランフェクションさせ、
抗 Flag抗体、あるいは抗Myc抗体を用いて
免疫沈降を試みた。その結果、過剰発現した
Myc-PP1Cは Flag-IKKα又は Flag-IKKβと
相互作用することを見いだした。さらに抗
IKKα 抗体を用いて内因性の PP1C が IKKβ
および IKKγ と共沈することを見いだした。
これらの結果は、PP1Cが細胞で IKK複合体
と物理的に相互作用することを示唆してい
る。 
 
（４）上記の事実は、細胞種を変えても観察
され普遍性があることが示唆された。 
 次に、時間軸を考慮した、PP1の細胞内挙
動に関して、興味深い事実が明らかになった。
TNFαが受容体に結合すると、その受容体コ
ンプレックスに RIP, TAK1, IKK複合体な
どのシグナルタンパク質が短時間のうちに
動員されてくることが分かっている。PP1C
もまた受容体コンプレックスに動員される
かどうかを確かめるため、293-T 細胞を
GST-TNFαで刺激し、グルタチオンセファロ
ースを用いて TNFR1複合体を単離した。そ
の結果、他のシグナルタンパク質と同調して
PP1C も動員されることが明らかになった。
興味深いことに、刺激後 IKK の活性がピーク
となる１０分が、PP1C を含むシグナルタン
パク質動員のピークとなることも判明した。
そして６０分ほどかけてこれらのシグナル
タンパク質が脱離していく様子も捉えるこ
とに成功した。 
 一方、TC 処理により、１時間以内に
RPS3A(a)はリン酸化されミトコンドリア、

ポリリボソーム、リボソームサブユニット、
そして選択的に核に移行することが示唆さ
れた。我々の見いだしたもう一つの PP1の基
質である PP1 そのものの細胞内挙動も類似
しているが、核への移行に選択性はないよう
である。 

（５）
以上、 

 

 
 
図. TC による増殖シグナル遮断機構 
 
（５）以上、TC は増殖シグナルを重層的に
遮断できる可能性を持った優れた制癌剤に
なる可能性がでてきた。 
 そこで、本化合物の合成研究を開始した。
本研究では、C1-10、C11-18、C1’-7’の大
きく三つのセグメントに分割して合成する
こととし、各セグメントの合成におおむね成
功した。 
 C1’-7’ セ グ メ ン ト は 、 dimethyl 
acetylenedicarboxylate を出発物質とし、５
段階の反応を行うことでその前駆体を合成
した。C11-18 セグメントは、さらに C12-15
及び C16-18 セグメントに分割し、それぞれ
methyl (S)-(+)-3-hydroxy- isobutylate 並び
に methyl angelateを出発物質として合成を
行った。16 位、17 位の不斉点の導入には香
月-Sharpless不斉エポキシ化を用い、その後
は DIPEA 存在下、TBSOTfなどのルイス酸
を用いた分子内水素転位反応を行うことに
より目的物質を合成した。C1-10 セグメント
も、さらに二つのセグメント(C1-5, C6-10)
に分割し、C1-5 セグメントは既知法により、
C6-10 セグメントは、より短段階での合成を
行った。 
 現在、収率の改善を含み、より実際的な合
成を検討中である。 
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