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この1 0年間にアポトーシスの多様な経路の解明を

目的とした研究に大きなうねりがありました。この

ように、細胞の生死の繊細なバランスを今後理解し

ていくには、細胞が生き残るための経路を解明する

ことが重要です。アポトーシスを抑制するためのイ

ベントを制御する重要な酵素のひとつはプロテイン

キナーゼA k tです。この酵素によって仲介されるシ

グナルカスケードを理解することで、細胞の生の維

持と死に関する新たな知見が得られます。

protein kinase B(PKB)またはprote in kinase
related to protein kinase A and C(RAC-PK)とも呼

ばれるA k tは多くの細胞種の生存を促進する重要な

因子として現れます。A k tはアポトーシスを抑制す

るための事象を制御するシグナリングカスケードに

関連したセリン・スレオニンキナーゼです。最近の

実験結果では、A k tは変性疾病や癌の病原に重要な

役割を担っていることが示唆され、細胞の研究の中

心に位置するようになっています。図 1では生存の

促進やアポトーシスの制御に関連した重要な事象を

表しています。

はじめに

近年、多数のA k tの基質が報告されています。最

初に同定されたのはB c l - 2ファミリーのプレアポト

ーシスタンパク質であるB a dです。リン酸化されて

いないBadはアポトーシスを抑制するBcl-2分子に結

合して、その機能を阻害します。その他のA k tの直

接的な標的は哺乳類の転写因子であるフォークヘッ

ドに関連した一群です。これらはリン酸化されると、

細胞質に留まり、転写に関わることができなくなり

ます。もうひとつの特徴的な A k tの基質はアポトー

シスを引き起こすプロテアーゼCaspase-9です。Akt
によってリン酸化されたC a s p a s e - 9はプロテアーゼ

活性を直接阻害されるため、アポトーシスは抑制さ

れます。

AktはC末端付近のセリン残基(S473)がリン酸化され

ることで活性化されます。この S4 7 3のリン酸化は、

A k tの調節やその活性の維持のために重要です。A k t
の活性は外から基質を加えて測定することができま

すが、W e s t e r n解析や活性化されたA k tの局在を確

認するには、Aktの第1リン酸化部位に対する特異的

な抗体が非常に有効です。

図2のパネルAは、プロメガの新しいA n t i - p S473 A k t
p A b (カタログ番号 G 7 4 4 1 )をP D G Fで刺激したマウ

スN I H 3 T 3の細胞溶解液に用いています。リン酸化

されたA k tとの選択的かつ特異的な結合が示されま

した。一方、刺激を加えていないために、A k tがリ

ン酸化されていない細胞の溶解液ではなにも検出さ

れていません。対照試験として行われた図 2のパネ

ルBでは、pan-Akt pAbによって両方の細胞溶解液

でtotal Aktの存在を示します。他メーカーのリン酸

化特異的A k t抗体とは異なり、プロメガのA n t i - p S4 7 3

Akt pAbは免疫染色にも使うことができます。図3の

パネル Aとパネル Bは human Jurkat cellと r a t
n e u r o s p h e r e初代培養細胞での免疫染色を表してい

ます。このように、A n t i - p S4 7 3 Akt pAbはA k tリン酸

化ドメインに対して高い特異性を示しているだけで

なく、種間での交差反応性にも優れていることがわ

かります。

Aktに特異的な新しい抗体

Aktの基質

プロメガでは生存の促進やアポトーシスを制御す

る個々の事象を研究するための一連の試薬を販売し

ています。プロメガの新しいリン酸化特異的抗体

“A n t i - p S4 7 3 Akt pAb”を使うことで、細胞が生存す

るための経路における新しい知見が得られます。

要約

図1 アポトーシス／生存のモデル系

この図は抗アポトーシスに関する事象における A k tの役割を表している。関連したプロメガ製品を紹介している。
これはSun, X.M. et al. (1999) J. Biol. Chem. 274, 5053に記載されている図に加筆した。

図2 Anti-pS4 7 3 Akt pAbを用いたウェスタンブロットによるリン酸
化Aktの検出

パネルA：N I H 3 T 3の細胞抽出液 ( 1レーンあたり 1 0µg )をポリ
アクリルアミドゲル電気泳動で解析し、ニトロセルロースメ
ンブランにブロットした。
レーン1：無処理の細胞、レーン2：5 0 n g / m lのP D G Fで2 0分間
の前処理した細胞。
Anti-pS473 Akt pAb(カタログ番号 G7441)を2,500倍希釈で使用
した。Donkey Anti-Rabbit IgG(H+L), HRP, Anti-ACTIVE®

Qualified pAb(カタログ番号 V7951)を10,000倍希釈で使用し、
化学発光で検出した。
パネルB：pan-Akt pAb(New England Biolabs)を用いて処理
および無処理のN I H 3 T 3の細胞抽出液における total Aktを検出
した。2次抗体と検出方法はパネルAと同じ方法を使った。

図3 リン酸化されたAktの免疫細胞染色
パネル A： Human Jurkat cellを回収、洗浄し、 4 %
p a r a f o r m a l d e h y d e処理を3 0分間行ってp o l y - L - l y s i n eコートし
たスライドに固定した。染色の前に、0.2% Triton® X-100で浸
透化処理し、 5% donkey serumでブロッキングを行った。
A n t i - p S4 7 3 Akt pAbを5 0倍希釈で用いた。陽性反応を示す細胞
を 5 0 0倍希釈した 2次抗体 Donkey An t i -Rabbit , Cy3™-
conjugatedで可視化した。核はDAPIで染色した。
パネルB：r a t胎児( 1 7日目)の脳細胞を回収し、2 0 n g / m lのE G F
とF G Fを含むN B 2 7培地で培養し、E H SコートしたL a b - T e k® I I
チャンバースライドにプレートした。固定した細胞は
パネルAと同じ処理を行った。


