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研究成果の概要（和文）：細胞がアポトーシスを起こす際、ミオシン II が過剰にリン酸化され
る現象が知られている。 しかしこの時のミオシンホスファターゼ（MP）の活性調節は不明
であった。 本研究では、アポトーシス時のMPはカスパーゼ３による切断を受け、ミオシン
II脱リン酸化活性が低下している事を明らかにした。 これは、ミオシンキナーゼの活性化に
加え、MPの不活性化によりミオシン II過剰リン酸化が誘導されている事を示唆している。 
 
研究成果の概要（英文）：It is known that myosin II is hyperphosphorylated in apoptotic cells.  
However, the regulation of myosin phosphatase (MP) in apoptosis is still unclear.  In this 
study, we demonstrated that the activity of MP is reduced by caspae-3 mediated cleavage of 
myosin binding subunit.  This result suggests that hyperphosphorylation of myosin II is 
induced by activation of myosin kinase and inactivation of MP during apoptosis. 
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１．研究開始当初の背景 
細胞骨格蛋白質ミオシン IIは、細胞分裂、ア
ポトーシス等、細胞ダイナミクスの基本とな
る細胞運動の中心的な役割を担うモーター
分子である。 ミオシン IIは、モーター活性
をもつ重鎖および、調節軽鎖、必須軽鎖の３
種類の蛋白質から構成されており、その活性
は調節軽鎖の１９番スレオニンおよび２０
番セリンのリン酸化と脱リン酸化により制
御されている。 通常の細胞内では、キナー

ゼによるリン酸化と、ミオシンホスファター
ゼ（MP）による脱リン酸化を介してその恒
常性が保たれているが、アポトーシス時には
ミオシン II のモーター活性が急激に上昇し、
細胞の収縮並びに細胞膜表面の泡形成（ブレ
ッビング）を引き起こす。 その結果、急激
な収縮活動により細胞内小器官が断片化さ
れ、アポトーシス小体と呼ばれる細胞片とな
って細胞は死に至ることが知られている
(Mills et al., 1999, J. Cell Biol., 703-7)。 現
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在のモデルでは、低分子量 G蛋白質依存性キ
ナーゼである ROCKIの調節領域がアポトー
シスプロテアーゼであるカスパーゼ３によ
り切断されることで、ミオシン II調節軽鎖の
過剰リン酸化が誘導されると考えられてい
る(Coleman et al., 2001, Nat. Cell Biol., 
339-345)。 その一方ミオシン IIにはホスフ
ァターゼを介した脱リン酸化による不活性
化機構も存在しているため、アポトーシス時
においてMPの活性が空間的・時間的にどの
ように調節されているかを調べることは、ア
ポトーシス時のミオシン II リン酸化機構を
解明する上で非常に重要となる。 
 
 
２．研究の目的 
MP はプロテインホスファターゼ１、ミオシ
ン結合サブユニット（MYPT1）、スモールサ
ブユニットから成る三量体である。 アポト

ーシス時におけるMPの制御機構を明らかに
するために、MP を構成するサブユニットが
アポトーシス時にどのような修飾を受け、そ

の結果MPの活性がどう変化するかを解明す
る。 
 
 
３．研究の方法 
コムギ無細胞タンパク質合成系を用い MP 各
サブユニットを合成し、in vitro におけるカ
スパーゼに対する感受性を調べる。 アミノ
酸配列解析によりカスパーゼ切断サイトを
同定し、切断サイト変異体、並びに切断型変
異体を作製する。 カスパーゼにより切断を
受けるサブユニットのアポトーシス時にお
ける局在や、翻訳後修飾を解析する。 また、
アポトーシスを誘導した際の MP の活性変化
を解析する。 
 
 
４．研究成果 
(1) in vitro カスパーゼ解析により、MP を
構成するサブユニットのうちミオシン II と
の結合に重要な役割を果たしている MYPT１
がカスパーゼ３による切断を受ける事を明
らかにした（図１）。 アミノ酸配列解析の
結果、MYPT1 は Asp884 で切断されること、そ
の切断サイトは MYPT1 のミオシン II 結合領
域に位置することを明らかにした。 これは、
MYPT1 がカスパーゼ３により切断を受ける事
で、ミオシンに対する結合能が低下する事を
示唆している。 更に切断耐性型変異体を用
いた実験等により、カスパーゼによる Asp884
における切断はTNF/CHX でアポトーシスを誘
導した HeLa 細胞内で実際に起こっている現
象である事を示した（図２）。 また、組織
特異的に発現する MYPT1 のホモログである
MYPT3、MBS85 もカスパーゼ３による切断をう

ける事から、アポトーシス時における MYPT
の切断は様々な組織で普遍的に起こる現象
である事が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１（左） in vitro カスパーゼ３解析によ
る MYPT1 の切断 
図２（右） アポト－シス誘導細胞における
MYPT1 の切断 
（黒矢印:全長 MYPT1、白矢印：MYPT1 切断断
片） 
 
 
(2) 通常MYPT1はリン酸化によりミオシンII
結合能が阻害されるため、アポトーシス時に
おける MYPT1 のリン酸化状態を調べた。 そ
の結果、TNF/CHX でアポトーシスを誘導した
HeLa 細胞の破砕液に対し、リン酸化 MYPT1 抗
体を用いてウェスタンブロットを行ったと
ころ、MYPT1 の Thr696 並びに Thr853 がリン
酸化されている事が明らかになった。 
Y-27632 存在下でリン酸化が減少する事から、
このリン酸化は ROCK を介していること、
zVAD-FMK 存在下においても阻害されている
ことから、アポトーシス依存的に起こる事が
示された。 また、切断を受けた MYPT1 が強
くリン酸化されていた（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ ROCK による MYPT1 のリン酸化 （黒矢
印:全長 MYPT1、白矢印：MYPT1 切断断片） 
 
(3) 野生型 MYPT1 を HeLa 細胞に発現させ、
抗 V5 タグ抗体を用いて免疫沈降を行ったと



ころ、生細胞では MYPT1 とミオシン II が共
沈したのに対し、アポトーシス誘導細胞では
ミオシン II との共沈が見られなかった（図
４）。 また、同様の免疫沈降によって得ら
れた MP を用い、リン酸化ミオシン II に対す
る脱リン酸化能を検討した。 その結果、ア
ポトーシス細胞から得られた MP は生細胞の
ものと比較して脱リン酸化能が２０％程度
低下している事が明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ アポトーシス時におけるMYPT1 とミオ
シン II の結合能 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ アポトーシス時における MP のミオシ
ン II 脱リン酸化活性 
 
 
(4) カスパーゼ３による切断がMYPT1 の細胞
内局在に与える影響について検討するため、
野生型、カスパーゼ３耐性型(D884A)、カス
パーゼ３切断型(1-884)MYPT1 を HeLa 細胞に
それぞれ発現させ、蛍光抗体染色を行った
（図６）。 その結果、野生型とカスパーゼ
３耐性型MYPT1 は共に細胞辺縁部においてミ
オシン II と共局在したが（矢印）、カスパー
ゼ３切断型はその局在が消失していた。 こ
れはミオシン II 結合領域の切断によりミオ
シン結合能を失った MYPT1 は、細胞内におい
てミオシン II と共局在できず、その結果と
して脱リン酸化活性の低下が起こっている
ことを示唆している。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ カスパーゼ３切断MYPT1 の細胞内局在 
 
 
(5) MP のミオシン II 脱リン酸化活性がアポ
トーシスに与える影響について、MYPT1 に対
する RNAi を行うことで検討した（図７）。 
MYPT1の発現をノックダウンしたHeLa細胞で
はTNF/CHX によるアポトーシス誘導細胞が顕
著に増加した(MYPT1 siRNA)。 この現象は
siRNA 耐性型 MYPT1 遺伝子の発現により抑制
された(MYPT1 siRNA+DNA)。 この結果は MP
の脱リン酸化経路が阻害された細胞におい
ては、容易にアポトーシスが引き起こされる
ことを示唆している。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ MYPT1 siRNA によるアポトーシスの誘
導 
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