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研究成果の概要（和文）：PKD ファミリーキナーゼのうち、T 細胞に発現する主要なサブタイプ

である PKD2 の基質の１つは、PP2A の阻害剤として知れれる SET タンパク質であり、その PKD2

によるリン酸化部位の１つは 171 番めのセリン残基（Ser171）を同定した。Ser171 がリン酸化

されることにより、PP2A に対する SET の阻害効果が低下した。Jurkat 細胞にて PKD2 の発現を

ノックダウンすると、TCR 刺激による PP2A の活性上昇が抑制された。 

 
研究成果の概要（英文）：PKD2 is a major subtype of the PKD family kinases expressed in 
T cells.  We found that one of the substrates of PKD2 is SET protein, a natural inhibitor 
of PP2A phosphatase.  One of the phosphorylation site in SET protein by PKD2 is revealed 
to be Ser171 and the phosphorylation compromised the inhibitory effect of SET protein 
to PP2A.  In addition, knockdown of PKD2 expression in Jurkat cells suppressed 
up-regulation of PP2A activity after TCR stimulation. 
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１．研究開始当初の背景 
 代表者らは、その認識する抗原が明らかな

ヒト CD4+Ｔ細胞クローンを用いて、種々のア

ナログ抗原ペプチド-MHC 複合体分子の刺激に

よるＴ細胞応答を細かく調べたところ、この

Ｔ細胞の抗原ペプチドのたった１つのアミノ

酸残基を他に置換したアナログペプチドを、

抗原提示細胞の細胞表面に過剰に発現させて

Ｔ細胞と反応させると、抗原ペプチドに対す

るのと同程度の強い増殖応答が誘導されるに

も関わらず、チロシンリン酸化のカスケード

がほとんど見られないユニークなＴ細胞応答

が誘導されることを初めて見出した。このよ

うなＴ細胞のアナログ抗原に対する交差反応
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は、本来免疫寛容が成立しているはずの自己

成分に対して免疫応答が惹起され、自己免疫

疾患などの原因となると考えられている。 
 このアナログペプチドの刺激により活性化

する分子を探索したところ、現在までにタン

パク質セリン・スレオニンリン酸化酵素であ

る PKD2 と B-Raf が活性化されることを見出し

た。PKD2 や B-Raf は、これまでＴ細胞にはそ

の存在が知られておらず、またその基質もま

だ決定されていない。また、アナログ抗原の

刺激で活性化されるＴ細胞の、細胞内情報伝

達経路の解析もほとんどなされていないもの

であった。そこで代表者らは、PKD2 の基質分

子を同定し、そのＴ細胞活性化における役割

を同定し、自己免疫疾患の予防・治療法の開

発に貢献しようと考えた。 
２．研究の目的 
 放射性アデノシン三リン酸（ATP）とプロ

テオミクスの手法を併用して、PKD2 の基質を

簡便に同定することを目的とする。 

３．研究の方法 
(1) PKD2 を放射性 ATP を含む反応液中で、細

胞の可溶化物と反応させて、二次元ゲル電気

泳動を行ない、(2)全タンパク質を染色した

後、ゲルをＸ線フィルムにあてて、放射能の

持つタンパク質スポットを切り出し、酵素消

化・脱塩後、高感度質量分析計を用いて当該

タンパク質を同定する。さらに同定した基質

タンパク質を、大腸菌による発現システムを

用いて調製し、これを、当該キナーゼと放射

性 ATP により標識して酵素消化する。これを、

(3)Maldi プレートスポッターを接続したナ

ノ LC にかけて、各ペプチド断片を分離する

とともに Maldiプレートにスポットする。(4)

この Maldi プレートは、Ｘ線フィルムにあて

て、どのスポットに放射能があるかを特定す

る。(5) Maldi-TOF/TOF 型質量分析計にかけ

て、放射能の認められたスポットを特に重点

的に解析し、ペプチドのリン酸化部位の同定

を試みる。 

４．研究成果 

（1）PKD2 の基質の同定 

 Jurkat 細胞（ヒト白血病 T細胞株)への遺

伝 子 導 入 に よ り 、 常時 活 性 化 型 PKD2

（CA-PKD2)を発現する細胞を作製し、この細

胞を可溶化して抗 PKD2 抗体にて免疫沈降し

て、活性型 PKD2 を得た。これを用いて、放

射性 32P-ATP存在下で Jurkat細胞の核抽出物

を処理して２次元電気泳動を行ったところ、

PKD2 の活性に特異的な放射能を示すタンパ

ク質スポットが観察された（図 1）。並行して

行った、活性型 PKD2 と非放射性 ATP で処理

した Jurkat 細胞核抽出物の二次元電気泳動

ゲルから、当該タンパク質スポットを切り出

し、常法に従って質量分析を行ったところ、

SET タンパク質、nucleophosmin、hnRNP など

が同定された。 

図 1 Jurkat 細胞核抽出物の PKD2 により特異
的にリン酸化されるタンパク質。(A)活性型
PKD2をJurkat核抽出物、32P-ATP、Gö6983(PKC
阻害で PKD2 は阻害しない）存在下インキュ
ベート後二次元電気泳動し、X 線フィルムに
て放射能を検出した。 (B) 活性型 PKD2 を核
抽出物、32P-ATP、Gö6976(PKD2 阻害剤）存在
下インキュベート後(A)と同様に放射能を検
出した。 (C)活性化 PKD2 を核抽出物、非放
射性 ATP 存在下インキュベート後、二次元電
気泳動後 syproruby にて染色した。(A) の放
射活性位置と一致する(C)のスポットを質量
分析した。(D)(C)の＊印部分は質量分析によ
り SET タンパク質と同定された。 

 
（2）PKD2 による SET タンパク質のリン酸化



部位の同定 
 SETタンパク質のPKD2によるリン酸化部位

を調べるため、N 末端 SET タンパク質(アミノ

酸残基 1-132）と C末端 SET タンパク質(アミ

ノ酸残基 128-277）のリコンビナントタンパ

ク質を作成し、32P-ATP を用いた PKD2 キナー

ゼアッセイを行ったところ、図 2 に示すよう

に C末端部に強いリン酸化が起こることが分

かった。PKD2 はキナーゼであることから、次

に、C末端 SET タンパク質のセリン/スレオニ

ン残基をアラニンに置換した種々のリコン

ビナント変異型 SET タンパク質を作製した

（図 2）。これら変異型 SET を基質として PKD2

によるキナーゼアッセイを行ったところ、

SET の 171 番目のセリン残基(Ser171)が PKD2

のリン酸化部位の１つであることが判明し

た（図 2A）。 
図 2 SET タンパク質の PKD2 によるリン酸化
部位の同定 (A)示した SET 変異タンパク質
は免疫沈降した常時活性型 PKD2-GFP(CA)ま
たは不活性型 PKD2-GFP(KD)存在下 32P-ATP と
処理した。上段パネルは anti-GFP 抗体で検
出した免疫沈降 PKD2-GFP を示す。中段パネ
ルはリン酸化された SETを放射能で検出した。 
下段パネルは CBB で染色した SET タンパク質
を示す。(B) C 末端 SET タンパク質(128-277)
に存在する Ser/Thr 残基の位置を示す。 
 
 

（3）SET の Ser171 のリン酸化の PP2A に体す

る効果の検討 

 SET は PP2A ホスファターゼ阻害剤である。

SETタンパク質のSer171のリン酸化がこの活

性阻害に及ぼす効果を調べるため、Ser171 を

グルタミンに置換した SET-S171E（疑似リン

酸化体）とアラニンに置換した SET-S171A（非

リン酸化体）、および野生型 SET の３種のリ

コンビナントタンパク質を調製し、それらの

PP2A 活性の阻害能を比較した（図 3）。その

結果、SET-S171E は SET-S171A および野生型

SET に比べ、阻害能が低下することが明らか

となった。このことは、SET のリン酸化を介

して PKD2 が PP2A の活性を調節している可能

性を示唆するものと考えられた。 

図 3 疑似リン酸化 SET（S171E）は、野生型
SET や非リン酸化体（S171A）と比較して、PP2A 
阻害能が低下する。 
 PP2A による 32P-MBP の脱リン酸化反応に体
する SET-S171E と SET-S171A リコンビナント
タンパク質の阻害効果を、(A)ゲル電気泳動、
および(B)MBP の残存放射能比で比較した。 
 
（４）乾燥ゲルからの放射性タンパク質スポ

ットの回収法の検討 
 放射性スポットの位置を正確にＸ線フィ

ルム上にトレースするためには、ゲルを乾燥



させる必要がある。しかし乾いたゲルの切断

により、ひび割れやゲル片の飛散などの問題

が生じる場合が多くみられた。そこで二次元

電気泳動ゲルを蛍光染色後、メタノール/グリ

セリンを含む液でゲルを固定して、セロファ

ン紙に挟んで乾かし、スポットはハトメ抜き

でくり抜くことにより、簡便、正確、安全に

ゲル片を切り出せ、残存するセロファン片は

以下の操作を妨害しないことを確認した。 
図 4 安全で正確なゲル片の回収法の検討 

 
 以上、放射性 ATP と二次元電気泳動法/質量

分析を用いた、簡便な PKD2 の基質同定法の

手技が樹立できた。今後は、従来法を用いて

同定できた基質（SET タンパク質）や、その

リン酸化部位の同定を、本手技で可能かどう

か検証する予定である。新たに生じた問題と

して、下限数量以下とはいえ、放射性物質が

質量分析計に導入された後、排気ポンプを経

て確実に屋外の大気中に放出されるように

留意する必要が指摘された。今後、真空ポン

プの排気系について検討を要するところで

ある。 
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