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プロジェクト名 プロテインホスファターゼの生産と利用開発 

研究背景 

研究目的 

及び目標 

プロテインセリンスレオニンホスファターゼ（ＰＰ）は、大

きくＰＰ１・ＰＰ２Ａ・ＰＰ２Ｂ・ＰＰ２Ｃの４種類に分類さ

れ、生体内のタンパク質脱リン酸化により、多くの生体反応の

制御機構として重要な役割を果たしている。そのため、様々な

分野の研究で生化学試薬としての供給が求められているが、多

くのＰＰ分子種が存在するのに対して、市販されているＰＰは

種類が少なく非常に高価であり、また酵素純度やホスファター

ゼ活性等、試薬としての品質に問題があり、研究者が利用しに

くい状況にある。この問題解決法として、遺伝子工学的手法に

よる酵素の生産が有効であるが、ＰＰの発現量と活性の厳しい

制御により細胞内で十分な酵素活性を保持したＰＰを過剰に発

現させることが難しく、生産方法を確立させる為にはクリアし

なければならない技術的な問題点も多い。そこで、本研究開発

では、ＰＰ２Ａの大量生産に成功し生化学試薬として製品化し

た実績をもとに、生化学試薬として高品質なＰＰ１・ＰＰ２

Ｂ・ＰＰ２Ｃ生産方法を確立する。 

また、ホスファターゼ活性阻害作用を持つ物質を含有する生

物資源を探索することにより、沖縄が有する生物資源の機能性

と利用開発の可能性を拡げる。 

１）プロテインホスファターゼの生産方法の確立 

遺伝子工学的手法によりＰＰを生産し、さらに培養や精製

条件の検討を行い、生化学試薬として活性および純度の高

い良質なＰＰを生産する。 

２）生化学試薬としての酵素の評価 

生産酵素は、その利用目的から生化学試薬としてのホス

ファターゼ活性及び純度の評価が重要である。その為、測

定条件を決定して精製したＰＰの活性と純度を測定し、市

販酵素を比較対照として品質を評価する。 

３）プロテインホスファターゼの活性阻害物質を含有する生物

資源の探索 

ＰＰ活性阻害試験に必要な条件検討を行い、生物資源のス

クリーニング方法を確立する。そして、沖縄県が有する多

様な生物資源の中からＰＰ活性阻害物質を含有する資源を

スクリーニングし、有用物質の利用開発に繋げる。 

 

成果概要 本研究事業では、遺伝子工学的手法によりプロテインセリン

スレオニンホスファターゼ（ＰＰ）の生産を行い、ＰＰの利用

開発として、ＰＰ活性阻害物質を含有する生物資源のスクリー

ニングによる有用生物資源の探索を行った。それにより、次の

研究成果を得た。 

１）プロテインホスファターゼの生産方法の確立 

ＰＰ１触媒サブユニット（３種）、ＰＰ２Ｂ触媒サブユニッ
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トＡ（２種）及び調節サブユニットＢ（２種）、ＰＰ２Ｃ（１

種）のサブクローニングに成功し、ＰＰ２Ｂ二量体とＰＰ２

Ｃの精製に至った。そして、酵素の発現条件と最適培養条件

の検討により生産方法を確立した。 

２）生化学試薬としての酵素の評価 

ＰＰ１・ＰＰ２Ｂ・ＰＰ２Ｃの簡易活性測定方法として、

ｐＮＰＰを基質とした測定方法を決定した。また、精製した

ＰＰ２ＢおよびＰＰ２Ｃについてリン酸化ペプチドを用いた

活性測定を実施し、酵素活性を評価した。酵素純度について

も、電気泳動画像解析により数値化し評価した。さらに、精

製酵素と市販されている酵素の活性評価を行い、生化学試薬

としての品質を評価した。評価の結果、精製ＰＰ２Ｂ・ＰＰ

２Ｃ共に、生化学試薬として使用可能な品質であることが認

められた。 

３）プロテインホスファターゼの活性阻害物質を含有する生物

資源の探索 

沖縄産植物２４種類を収集し、３種類の溶媒を用いて抽出

物を得た。抽出物に多く含まれるリン酸がホスファターゼ活

性測定に影響を与えるため、抽出物からリン酸を除去して測

定試料とし、（株）トロピカルテクノセンターで製造したＰＰ

２Ｂを用いた生物資源のスクリーニング方法を確立した。陽

性対照は免疫抑制剤を用い、ＰＰ２Ｂ活性阻害試験によって

IC50 値を算出した。沖縄産植物２４種類の抽出物を測定した結

果、４種類の植物にＰＰ２Ｂ活性阻害作用が認められた。そ

の内の１種類については、特に強いＰＰ２Ｂ活性阻害作用が

認められた。 

 

本研究成果により安価で高品質なＰＰの生産方法が確立さ

れ、研究及び利用開発のツールとしてＰＰの供給が可能となっ

た。今後、生化学試薬として製品化することにより、ＰＰに関

連した様々な研究や利用開発に大変有益だと思われる。 

また、ＰＰ２Ｂ阻害物質は免疫抑制剤として使用され、ＰＰ

の活性阻害物質が機能性物質として有用であることは既に証明

されている。その為、ＰＰ２Ｂ活性阻害試験による生物資源の

スクリーニング方法を確立し、収集した沖縄産植物の中から阻

害物質を含有する植物を選定できたことは、今後の利用開発へ

繋がることを示している。ホスファターゼ活性測定キットや有

用資源のスクリーニングキット等の開発、ＰＰ活性阻害物質の

機能性評価や製品開発など、新たな利用開発への展開が期待さ

れる。 
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