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研究成果の概要（和文）：今回、我々は、ストレス応答シグナル伝達路の制御因子である PP2C

εの制御機構を明らかにする目的で、会合タンパク質を探索し、ゴルジ体に局在する ACBD3

が、GOLD ドメインを介して PP2Cεと会合することを明らかにした。ACBD3 は PP2Cεを

ゴルジ体と小胞体の近接領域にリクルートし、PPM1L による CERT の脱リン酸化を亢進した。 

 

研究成果の概要（英文）：In this study we identified acyl CoA binding domain containing 3 

(ACBD3) as a binding partner of PPM1L and suggested that ACBD3 recruits PPM1L to the 

ER-Golgi membrane contact site. We also demonstrated that PPM1L interacts with GOLD 

(Golgi dynamics) domain that exists in several proteins involved in Golgi function. 
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１．研究開始当初の背景 

炎症によって誘導される IL-1 や TNFα な
どの炎症性サイトカインは、細胞の炎症応答
において主役を担っている。これらの炎症性
サイトカインは、標的細胞の受容体への結合、
細胞内シグナル伝達及び核における転写制
御を介して、炎症反応、細胞の生存と死の制
御など様々な細胞応答を誘導する。近年、炎

症性サイトカイン応答において、ストレス応
答シグナル伝達路（SAPK 経路）が主要な役
割を果たすことが明らかにされてきた。
SAPK システムは、タンパク質リン酸化酵素
である MKKK、MKK 及び SAPK による三段
階の連続したリン酸化反応を基本骨格とし
ており、炎症性サイトカインに応答して活性
化された SAPK（JNK 及び p38）が、下流の
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転写因子などの基質タンパク質のリン酸化
を介して、応答反応を惹起する。これまで
我々は、PP2Cβ 及び PP2Cε が MKKK である
TAK1 を標的とすることを初めて示すとと
もに、PP2Cε が TNFα 依存性のアポトーシス
を担う MKKK である ASK1 を負に制御する
ことを見出した。しかしながら、PP2C 自身
の制御機構を含め、未解明の事柄が多く残
っていた。 

 

２．研究の目的 

以上の背景の下に、本研究においては、
PP2C による炎症性サイトカイン応答シグナ
ル伝達路の調節機構の解明をさらに深める
ことを目的に、下記の 3 項目について解明を
行うことを目的とした。 

(1) 小胞体上での PP2Cε による TAK1 及び
ASK1 の制御機構 

(2) PP2Cε の欠損が炎症性サイトカイン応
答シグナル伝達路に及ぼす影響 

(4）PP2Cε の発現及び活性制御機構 

 

３．研究の方法 

(1) 小胞体膜上での PP2Cε と TAK1 及び
ASK1 の解離・会合についての検討 

すでに我々は、細胞内強制発現系を用いた
研究で、細胞の無刺激状態で PP2Cε が ASK1 

や TAK1 と会合し、これらを脱リン酸化して
不活性状態に維持するが、IL-1 や TNFα刺激
により ASK1 や TAK1 が PP2Cε から解離す
ることを報告していた。また、免疫共沈によ
り、内在性の PP2Cε と TAK1 や ASK1 との
会合を確認している。さらに最近、PP2Cε が
ER に局在するタンパク質で、N 末が ER 膜
を貫通し、活性領域を含む C 末が細胞質に突
出するトポロジーを示すことを見出してい
た。そこで、ER 膜上での PP2Cε と TAK1 や
ASK1 の解離会合状態をリアルタイムにて
可視化し、解離会合の制御機構を解明するた
めに以下の実験を行った。 

① PP2Cε と TAK1 や ASK1 の解離会合の
FRET による可視化の検討 

② IL-1 や TNFα 刺激による TAK1 及び
ASK1 の PP2Cε からの解離の検討 

③ PP2Cε と ASK1 との解離・会合が活性酸
素により制御される可能性の検討 

 

(2) PP2Cε の発現及び活性制御機構 

① 発現制御機構 

TNFαや IL-1 によってPP2Cεの発現量が制
御されるかどうかは不明であったので、
HEK293 細胞に TNFα や IL-1 刺激を施して、
RT-PCR や特異抗体を用いたイムノブロット
解析により PP2Cε の発現量の変動の有無を
解析した。 

 
② 活性制御機構 

PP2Cε の機能制御を解明する目的で酵母
two hybrid 法により会合タンパクの探索を
行った。 

 

４．研究成果 

(1) PP2Cε 会合タンパク質の同定 

PP2Cε を bait とし、ヒト脳 cDNA ライブ
ラリーを酵母 two hybrid 法にてスクリーニ
ングしたところ、acyl CoA binding domain 

containing 3 (ACBD3)を会合タンパク質とし
て同定した。 ACBD3 は Golgi dynamics 

(GOLD) domainを介し giantinと会合するこ
とで、主にゴルジ体に局在する。ACBD3 は、
組織もしくは細胞特異的に様々なタンパク
質と会合し、またそれに伴い様々な機能に
関わることが示唆されている。代表的な例
として、性ホルモンを分泌する精巣の間質
細胞由来の MA-10 cell において PBR およ
びプロテインキナーゼAの調節サブユニッ
ト Iα と会合することによりミトコンドリ
アにおけるステロイド合成を調節すること、
神経細胞において鉄イオンのトランスポー
ターである divalent metal transporter 1 と会
合することにより細胞内への鉄の取り込み
を調節すること、神経前駆細胞において
Numb と会合することにより神経新生・神
経への分化を制御することなどが挙げられ
る。このような特徴から、ACBD3 は種々の
タンパク質と会合するアダプタータンパク
質のような性質を持ち、それら会合タンパ
ク質の機能を調節するのではないかと考え
られている。 

 

(2) ACBD3 の PP2Cε 会合領域の同定 

ACBD3 の PP2Cε 会合領域を同定する目的
で、さまざまな領域を含む組み換え体を作製
し、PP2Cε との会合を検討したところ、
ACBD3 は GOLD ドメインを介して PP2Cε と
会合することが強く示唆された。 

 

(3)ACBD3によるPP2Cεの小胞体-ゴルジ近接
領域への移行 

PP2Cε と ACBD3 の会合がお互いの細胞内局
在にどのような影響を与えるかを免疫蛍光
法により検討したところ、小胞体上の PP2Cε

は、ゴルジ体上の ACBD3 と会合することに
より、小胞体-ゴルジ体間の MCS へリクルー
トされることが示唆された。 

 

(4) ACBD3 の共発現によりセラミド輸送タン
パク質 (CERT)のリン酸化レベルの低下 

ACBD3 による PP2Cε の小胞体-ゴルジ近接領
域への移行の生理的意義を明らかにするた
め、ACBD3 の共発現が PP2Cε のセラミド輸
送タンパク質のリン酸化レベルに与える影
響を検討したところ、ACBD3 の発現は PP2Cε

による CERT の脱リン酸化を亢進することが



明らかとなった。CERT は小胞体-ゴルジ体間
MCS においてセラミドの輸送を行うと考え
られている一方、PP2Cε により脱リン酸化さ
れる細胞内部位については小胞体上である
こと以外はわかっていない。したがって、
ACBD3 との会合により PP2Cε が小胞体-ゴル
ジ体間 MCS へリクルートされるという今回
の結果は非常に興味深いものである。さらに、
ACBD3 の共発現により CERT のリン酸化レ
ベルが低下するという結果を考慮すると、
CERT の脱リン酸化、小胞体からゴルジ体へ
のセラミドの輸送、という一連の流れが MCS

において効率的に生じているということを
示唆するものである。 

 

（図説明）[i] CERT は多重リン酸化され不活
性化型にある [ii]ACBD3 は GOLD ドメイン
でゴルジ体タンパクである Giantin および小
胞体に局在タンパクである PP2Cε と結合し、
後者を小胞体-ゴルジ体近接領域にリクルー
トする。[iii] CERT が VAPA を介して CERT

に結合し CERT を脱リン酸化する。[iv]活性化
された CERT がセラミドを小胞体からゴルジ
体に輸送する。 
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