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Jurkat細胞の熱ショック応答に対するケルセチンの効果
Effects of Quercetin on Heat Shock Responses of Jurkat Cells

   長坂祐二＊

Yuji Nagasaka

Summary
 Effects of quercetin on heat shock responses of Jurkat cells were examined． Quercetin inhibited the

induction of HSP70． ERK was phosphorylated by heat shock in the presence of quercetin， but not by

heat shock alone． JNK was phosphorylated by heat shock and the phosphorylation was inhibited by

quercetin． Heat-induced serine 38 phosphorylation of stathmin was inhibited by quercetin． Thus， many

heat shock responses tested here were inhibited by quercetin． These findings suggest that quercetin

inhibits the・upstream of many phosphorylation cascades activated by heat shock．

1．緒言

 細胞は，周囲の環境からホルモンやサイトカインな

ど生理的な刺激，あるいは種々の化学的，物理的な刺

激を受け取り，それに適切に応答することにより生存

している。このような刺激の中には，高温，低温，酸

化的ストレス，浸透圧の変化など，細胞の生存にとっ

て不利な刺激も含まれる。これら細胞にとって有害な

刺激に対して適切に対処し，細胞の生存をはかること

を細胞のストレス応答という。ストレス応答には細胞

が自ら死んで行くアポトーシスも含まれる。種々のス

トレスは，それぞれ特有なストレス応答を引き起こす

が，ストレスの種類にかかわらず共通の変化も見られ

る。その中でも特に重要なものが，熱ショックタンパ

ク質（Heat Shock Proteins， HSP）と呼ばれる一群

のタンパク質の誘導と，細胞内タンパク質のリン酸

化・脱リン酸化状態の変化である1）。

 HSPは，当初熱ショックにより新たに合成される蛋

白質として発見されたが，酸化的ストレスや虚血など

様々なストレスによっても誘導されることからが明ら

かになり，現在ではストレス蛋白質とも呼ばれる。

HSPには多様な蛋白質が含まれており，その分子量に

よりHSP70， HSP90， HSP60などのファミリーに分類

されている。HSPの主な機能は，合成過程にあるペプ

チドに結合してペプチドの折りたたみを助けるシャペ

ロン機能，蛋白質の膜透過，ステロイドホルモン受容

体の機能調節，熱ショックなどで部分変性した蛋白質

の安定化，正常化などである1）。

 タンパク質の可逆的なリン酸化・脱リン酸化反応は，

ホルモンやストレスなど細胞外からの刺激を受け取り，

その情報を細胞内の標的蛋白質に伝達する細胞内情報

伝達の最も重要な調節機構である。HSPのいくつか

（HSP90やHSP27など）は，熱ショックによりリン（酸

化されることが知られている2・3）。HSPの発現は， HSP

をコードしている遺伝子のプロモーター領域に特異的

に結合し，HSP遺伝子の転写を促進するHSF（Heat

Shock Factor）により調節されているが，熱ショック

はHSFのリン酸化をもたらし， HSFの転写活性を促進

してHSP合成を増加させる4～6）。熱ショックは， m

RNAからペプチドを合成するときの開始因子である

Initiation Factor 2のリン酸化を促進する一方，リボ

ゾーム蛋白S6やInitiation Factor 4B，4Fの脱リン

酸化を促進する7）。DNAからmRNAへの転写を行なう

RNA Polymerase IIのC端は熱ショックによりリン

酸化を受ける8）。このような蛋白質のリン酸化状態の

変化は，転写，翻訳というDNAから蛋白質合成にいた

る過程を抑制し，熱ショックのために間違った蛋白質

を合成することを予防する働きがあると考えられてい

る。

 蛋白質の可逆的なリン酸化・脱リン酸化反応は，プ

ロテイン・キナーゼとプロテイン・ホスファターゼによ

り触媒される。プロテイン・キナーゼには多くの種類

があるが，細胞外からの刺激により活性化され，細胞

内蛋白質をリン酸化するプロテイン・キナーゼとして

MAP（Mitogen 一 activated Protein）キナーゼ・ファ

ミリーがよく知られている9）。MAPキナーゼ・ファミ

リーに含まれるERK（Extracellular signal-regulat-

ed Kinase）は熱ショックにより活性化され，10・11），

HSP27や， RNA Polymerase ll， HSFなどのリン酸化

＊ 山口県立大学大学院 健康福祉学研究科生活健康科学専攻



142  山口県立大学 大学院論集 第1号 2000年

を調節するリン酸化カスケードの上流キナーゼであり，

細胞のストレス応答において重要な役割を果たすと考

えられている8・エ2）。

 ケルセチンは，植物に含まれるフラボノイドの一種

である。フラボノイドは，フェニル基（A環とB環）が

炭素原子3つを介して結合した化学構造を形成してい

る成分の総称で，ケルセチンは図1に示すように5つ

の一〇H基を持つフラボノールである。
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養した。増殖した細胞浮遊液（108個）を200G，5分間

遠心し，上清の培養液を捨てた後，血清を含まない，

HEPES緩衝液（10mM）を加えたRPMI-1640培養液

40mlに浮遊させ，10m1ずつ直径10cmの培養ディッシ

ュに分注して実験に用いた。

 熱ショックは，培養ディッシュを45℃に加温した水

槽に30分間浸すことにより行なった。実験プロトコー

ルにしたがって細胞をインキュベーションした後，直

ちに200G，5分間遠心することにより集めた細胞を1ml

の生理食塩水で洗浄して，細胞重量を測定した。細胞

の溶解は，細胞重量の5倍量の細胞溶解液（1％ノニデ

ットP-40，1mM EDTA， pH7．4）を加えて激しく

混和後，20，800G，10分間遠心した上清を以下のアッセ

イの試料とした。試料の蛋白濃度はCBB-G250溶液

（ナカライ）を用いて測定した。実験試料はアッセイ

が行なわれるまで一80℃に凍結保存した。

OH

図1 ケルセチンの構造

。

 近年，フラボノイドは食品に含まれる抗酸化物質と

して注目されているが，抗酸化作用以外に培養細胞の

増殖抑制13），解糖系の抑制14），タンパク質合成の抑

制15），プロテイン・キ・ナーゼやATPaseの抑制17）など，

動物細胞に対して多彩な生理活性を示すことが知られ

ている。

 我々は，ケルセチンが熱ショックによるERKの活性

化を修飾し，細胞内タンパク質のリン酸化状態を変化

させることにより，細胞をアポトーシスに導く作用が

あることを報告してきた18）。ケルセチンは，ストレスに

よる細胞内蛋白質のリン酸化・脱リン酸化状態を修飾

し，細胞のストレス応答に影響を与える可能性がある。

そこで，今回，熱ショックによって引き起こされる細

胞内の変化（熱ショックタンパク質の合成促進，MAP

キナーゼ・ファミリーの活性化，スタスミンのリン酸

化）に対するケルセチンの効果について検討した。

2．方法

2-1 細胞培養

 実験はヒトTリンパ球性白血病細胞由来のJurkat細

胞を用いた。Jurkat細胞（107個）は10％牛胎児血清を

含むRPMI-1640培養液（シグマ）80mlに浮遊させ，

37℃，5％二酸化炭素のインキュベーター内で1週間培

2-2 ウェスタン・プロッティングと免疫染色

 試料の蛋白濃度は5mg／mlに希釈して電気泳動に用

いた。SDS-PAGE（SDS一ポリアクリルアミド電気泳

動）は，Laemmli法に準じて行った19），アクリルアミ

ド濃度は分離ゲルで10％，濃縮ゲルで3％とし，15mA

の定電流（70～150V）で約2時間泳動した。泳動終了

後，ゲル中の蛋白質を0．1％SDSを含む10mMCAPS，

pH 11（シグマ）中で電気泳動的にpolyvinylidene di-

fluoride（PVDF膜）（ミリポア）へ転写した。蛋白質

を転写したPVDF膜は，5％スキムミルク（森永）中で

30分間振盟してブロッキングした後，一次抗体を加え

て12時間振下した。HSP70とMAPキナーゼ・ファミリ

ー（ERK， JNK， p38MAPK，リン酸化ERK（pE R

K），リン酸化JNK（pJNK），リン酸化p38MAPK（pp38

MAPK））に対する一次抗体はサンタクルズ社より購

入した。スタスミンのC端および16番目，25番目，38番

目のセリンがリン酸化したスタスミンに対する一次抗

体はSobel博：士（INSERM， France）より供与され

た。一次抗体の非特異的な結合を除くために0．05％

Tween20溶液（片山化学）で3回洗浄して，ペルオキシ

ダーゼでラベルした二次抗体（サンタクルズ）を2時間

作用させ，0．05％Tween20溶液で5回洗浄後， ECR溶液

（アマシャムーファルマシア）にPVDF膜を浸して発

光させることにより，X線フィルムに感光させてバン

ドを検出した。
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2-3 2次元電気泳動法

 2次元電気泳動は0'Farre11法に準じて行った20）。1次

元目の等電点電気泳動には，2％Ampholine（pH3．5

一一@10）（アマシャムーファルマシア）を含む4％ポリア

クリルアミドのキ・ヤピラリーゲル（lmm×62mln）を

用いた。泳動は，200V定電圧で30分間，400V定電圧で

24時間（9700Vh）行った。2次元目のSDS-PAGEは，

等電点電気泳動終了後のキャピラリーゲルを15％ポリ

アクリルアミドゲルの上に密着しておき，SDSを含む

サンプル緩衝液で3回洗浄後，15mAの定電流（70～150

V）で約2時間泳動した。分離した蛋白質は，0．05％

CBB-R250溶液で24時間染色して検出した。

3-2 MAPキナーゼ・ファミリーに対するケルセチンの効果

 MAPキナーゼ・ファミリーには， ERK， JNK， p38

MAPKの3種類が存在する9）。いずれも1本差のペプチ

ドよりなり，1つのアミノ酸をはさんで存在するチロシ

ン残基とスレオニン残基がともにリン酸化されること

により活性化される。今回はERK， JNK， p38MAPK

および，リン酸化ERK（pERK），リン酸化JNK

（pJNK），リン酸化p38MAPK（pp38MAPK）をそれ

ぞれ特異的に認識する抗体を用いてMAPキナーゼ・フ

ァミリーのリン酸化を検：回した（図3）。
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3-1 熱ショックたんぱく質の誘導に対するケルセチンの効果

 熱ショックにより誘導されるHSPにはHSP90，

HSP70， HSP27など多くの種類があるが，今回はもっ

とも多量に誘導されるとされているHSP70の発現に

ついて，HSP70に対する抗体を用いた免疫染色により

検：回した。図には示さないが，HSP70の発現は，

45℃・，30分間の熱ショックの後，37℃に戻して3時間後

に増加することを確認している。
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図2 HSP70のウェスタン・プロッティング
  HS：熱ショック， Q；ケルセチン

 図2は45℃，30分間の熱ショック後，37℃で3時間イ

ンキュベーションを続け，試料を採取したものである。

第2レーンに示すように，細胞内に発現するHSP70の

蛋白量は熱ショックにより増加している。熱ショック

を加える30分前に10μMケルセチンを加えると，

HSP70の発現はコントロールと同程度まで抑制され

た（第3レーン）。100μMケルセチンを加えたときは，

わずかにHSP70発現を抑制したが，10μMのときより

軽度であった。
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図3MAPキナーゼ・ファミリーのウェスタン・プロッティング
  HS：熱ショック， Q：ケルセチン， ST：スタウロスポリン

 ERKには42kDaと44kDaのアイソフォームが存在

するために2本のバンド検：出される。ERKのリン酸化

は熱ショック単独では変化しなかったが，100μMケル

セチンが存在することにより増強された。JNKには46

kDaと56kDaのアイソフォームが存在するために2本

のバンド検出される。JNKは熱ショックによりリン酸

化され，100μMケルセチンが存在することにより熱シ

ョックによるJNKのリン酸化は抑制された。スタウロ

スポリンは熱ショックによるJNKリン酸化を抑制し

なかった。p38MAPKのリン酸化は熱ショックにより

わずかに増加した。p38MAPKのリン酸化は100μ Mケ

ルセチンにより影響されなかったが，スタウロスポリ

ンにより抑制された。

3-3 スタスミンのリン酸化に対するケルセチンの効果

 スタズミンのリン酸化は2次元電気泳動法により分

離されるスポットの移動により検討することができ

る21）。図4に示すスポット1が，リン酸化さていないスタ

スミンである（等電点5．6，分子量19kDa）。
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図4 スタスミンの2次元電気泳動像

HS：熱ショック， Q：ケルセチン， ST：スタウロスポリン

 スポット2は，スタスミンが1ヶ所リン酸化されたた

めに等電点が酸性側に移動したものである。スポット

3は2ヶ所リン酸化されたスタスミンである。熱ショッ

ク（45℃，30分間）により，スポット1が減少し，スポ

ット2が著増，スポット3がわずかに増加している。こ

のことは，熱ショックによりリン酸化されていないス

タスミンの多くが1ヶ所リン酸化されたことを示して

いる。10μMケルセチンはスタスミンのリン酸化を軽

度抑制，100μMケルセチンはコントロールと同程度ま

で抑制した。スタウロスポリンは熱ショックによるス

タスミンのリン酸化を抑制しなかった。

 スタスミンは149個のアミノ酸からなる1本鎖のペプ

チドである。リン酸化部位として，セリン16，セリン

25，セリン38，セリン63の4ヶ所が知られている23）。今

回，リン酸化されたセリン16，セリン25，セリン38に

対する抗体を用いて，熱ショックによりどのセリンが

リン酸化されるのか検討した。
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図5 スタスミンおよびリン酸化スタスミンのウェスタン・プロッティング

  HS二熱ショック， Q：ケルセチン， ST：スタウロスポリン

  p16， p21， p38はそれぞれ，セリン16，セリン25，セリン38のリン酸化を表す．

 図5に示すように，熱ショックはセリン38を特異的に

リン酸化し，ケルセチンはそれを抑制した。スタウロ

スポリンは熱ショックによるセリン38か月ン酸化を抑

制しなかった。

4．考察

 HSPの発現は， HSP遺伝子のプロモーター領域に存

在するHSE（Heat Shock Element）に特異的に結合

して転写を促進する転写因子HSF（Heat Shock Fac-

tor）によって調節されている1）。 HSFは不活性型とし

て細胞質に存在しているが，熱ショックなどストレス

によりリン酸化されることにより活性型となり，核内

に移行して3量体となって，HSEに結合する4”6）。一

方，HSFは多くのリン酸化部位を持ち， ERKによりリ

ン酸化されると，その転写活性が低下するという報告

がある22》。ケルセチンによりHSP70の発現が抑制され

たのは，熱ショックにより活性化され，HSFをリン酸

化し活性型にするプロテイン・キナーゼをケルセチン

が抑制したか，あるいはケルセチンの存在下で活性化

されたERKがHSFをリン酸化し不活性化した可能性

がある。

 MAPKファミリーのERK， JNK， p38MAPKは，い

ずれも1本鎖のペプチドよりなるセリン・スレオニン・

プロテイン・キナーゼであり，1つのアミノ酸はさんで

隣り合うスレオニンとチロシンがリン酸化されること

により活性化される特徴がある9）。ERK， JNK， p38

MAPKをそれぞれ特異的にリン酸化して活性化する

Dual specificなMAPキナーゼ・キナーゼ，さらにその

上流のMAPキ・ナーゼ・キ・ナーゼ・キナーゼの存在が知

られており，特徴的なリン酸化カスケードを構成して

いる。ERKは，主に増殖因子など細胞外からの生理的

な刺激により活性化され，細胞の増殖に関与している。

JNKは紫外線などのストレスで活性化され，転写因子

であるJunのN端をリン酸化することにより特定の遺

伝子の発現を調節する。p38MAPKは浸透圧などのス

トレスにより活性化されることが知られている。ケル

セチンは，熱ショックによるJNKのリン酸化を抑制し

たことから，MAPキナーゼ・ファミリーのうちJNKの

りン酸化にいたるリン酸化カスケードを特異的に抑制

すると考えられる。

 スタスミンは19kDaの細胞質可溶性蛋白質である。

ホルモン，サイトカイン，細胞接着など様々な細胞外

からの刺激によりリン酸化される。スタスミンには4箇

所（セリン16，セリン25，セリン38，セリン63）のり
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ン酸化部位があり23），これらをリン酸化するプロテイ

ン・キナーゼとしてプロテイン・キナーゼA，プロテイ

ン・キナーゼC，Ca一三ルモデュリン依存性プロテイ

ン・キナーゼ，ERK， CDK2などが報告されてい

る23'一28）。我々は，熱ショックがスタスミンのリン酸化

を引き起こすことを報告してきた21）。今回の結果より，

熱ショックによりリン酸化される部位はセリン38であ

ること，ケルセチンは熱ショックによるセリン38のリ

ン酸化を抑制することが明らかになった。また，プロ

テイン・キナーゼCの阻害剤であるスタウロスポリン

は，熱ショックによるスタスミンのセリン38のリン酸

化を抑制しないことから，熱ショックによるスタスミ

ンのリン酸化にはプロテイン・キナーゼCは関与しな

いと考えられた。図には示さないが，プロテイン・キ

ナーゼCとERKの活性化剤であるPhorbo112-myris-

tate 13-acetateによるスタスミンのリン酸化は，スタ

ウロスポリンにより抑制されたが，ケルセチンにより

抑制されなかった。

 以上，Jurkat細胞の熱ショック応答について，

HSP70の発現， MAPキナーゼ・ファミリーのリン酸

化，およびスタスミンのリン酸化を指標として，ケル

セチンの効果を検討した結果，ケルセチンは様々な熱

ショック応答を広く抑制することが示された。熱ショ

ックにより多くのプロテイン・キナーゼが活性化され

ることが知られているが，それぞれのプロテイン・キ

ナーゼの活性化にたる細胞内情報伝達機構は十分解明

されていない。今回の結果は，ケルセチンが細胞のス

トレス応答を広く抑制することから，ケルセチンが

個々の要素に個別に働くと考えるよりも，熱ショック

を感知し，ストレス応答を引き起こすリン酸化カスケ

ードの上流に作用する可能性を示した。このことは，

ケルセチンが，細胞のストレス応答の機序を研究する

上で有用なプローブになる可能性を示唆している。

 本研究に際してご助言いただいた，山口大学医学部

生化学第一講座中村和行教授に感謝いたします。実験

の遂行にご協力いただいた平成11年度卒論生の木村祥

子，坂本真由美，西岡千恵，馬場智子の諸氏に感謝い

たします。本研究の一部は，第50回日本電気泳動学会

（平成11年11月18～19日，宇部）で発表した。本研究

は平成11年度山口県立大学大学院研究助成金の交付を

受けた。
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