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研究成果の概要： 細胞内シグナルネットワークにおけるミリスチル化蛋白質の機能調節機構を

理解するために、NAP-22についてミリスチル化依存的に結合する蛋白質の同定を行った。その結

果、従来知られているカルモジュリン以外にPKCαやERK1,2などのプロテインキナーゼが同定さ

れた。ERK1とNAP22が直接結合すると同時に、直接リン酸化することも分かった。更に、リン酸

化部位同定法を新たに開発し、これらERK1でリン酸化される部位を正確に同定した。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 高等動物においては、遺伝子配列に基づ

いて合成された蛋白質がそのまま機能を発揮

することは稀で、リン酸化、糖鎖、ユビキチ

ン化や脂質など様々な翻訳後修飾を受けるこ

とではじめてその機能を発揮する。その中で

脂質による翻訳後修飾は細胞内シグナル伝達

系に関わる多くの蛋白質に見られ、蛋白質と

細胞膜との結合や、蛋白質の機能調節などに

おいて極めて重要な役割を担っている。 

 

(2) 脂質修飾の中の一つであるミリスチル化

は、これまで蛋白質と細胞膜との結合に深く

関わるというのが主要な機能であると言われ

ていたが、我々は、このミリスチル化の機能

以外に、新たな機能として蛋白質間相互作用

にミリスチル化が重要であることを分子レベ

ルで明らかにしている。 

 

(3) 神経特異的なミリスチル化蛋白質である

NAP-22のミリスチル化においては、そのター

ゲット蛋白質であるカルモジュリンとの相互

作用に直接関わっていた。従って、ミリスチ

ル化は、細胞膜との結合だけでなく、蛋白質
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間相互作用にも関与することで、細胞内シグ

ナルネットワークにおいて重要な役割を担っ

ていることが推察される。そのため、NAP-22

などのミリスチル化蛋白質が、ミリスチル化

依存的にどのような蛋白質と結合するのかを

明らかにする必要がある。 

 
２．研究の目的 
蛋白質のミリスチル化は細胞膜との結合
だけでなく、蛋白質間相互作用にも深く関わ
ることが明らかになっている。また、ミリス
チル化蛋白質の多くは、細胞膜はもちろんの
こと、細胞膜上のラフトと呼ばれるシグナル
伝達蛋白質が数多く集積する細胞膜画分に
存在することが分かっており、このラフト画
分で他の蛋白質と相互作用しているものと
考えられている。また、これらの蛋白質は、
リン酸化によって細胞膜から細胞質へ移行
することが知られているが、蛋白質間相互作
用にリン酸化がどのように関わっているか
は不明である。 
本研究では、特に細胞内シグナルネットワ
ークにおけるミリスチル化蛋白質の機能を
明らかにするために、蛋白質間相互作用に関
わるミリスチル化蛋白質の同定ならびにリ
ン酸化によるミリスチル化蛋白質の機能変
化を探索する。更に、ミリスチル化による蛋
白質間相互作用を分子レベルで議論する。 
 
３．研究の方法 
 

(1) NAP-22についてミリスチル化されている

ものとされていない蛋白質を用い、細胞の中

からミリスチル化されている時だけに結合す

る蛋白質についてプロテオミクス的手法を用

いて同定した。 

 
(2) 得られた結果から、NAP-22 と ERK1 が結
合することが分かったので、その結合が細胞
内でも結合するかどうかを、Native Page ゲ
ル中での複合体形成実験で確かめた。 
 
(3) ミリスチル化蛋白質が関与するシグナ
ル伝達系の理解のためには、細胞内でのこれ
らの蛋白質のリン酸化解析も必要である。リ
ン酸化解析を効率よく行うシステムとして
Phos-tag アクリルアミドゲルを用いること
により、個々のリン酸化部位に対応したバン
ドを分離し、それに対応するリン酸化部位を
同定するシステムを構築した。 
 
４．研究成果 
(1) NAP-22 について、ミリスチル化依存的に
結合する蛋白質の同定を行った。大腸菌で発
現させたミリスチル化されている NAP-22 と
ミリスチル化されていない NAP-22を精製し、

ミリスチル化されている時に結合する蛋白
質を質量分析で解析した。その結果、NAP-22
ではカルモジュリン以外にPKCαやERK1,2な
どのプロテインキナーゼが同定された。 
 
(2) ERK1 と NAP-22 が直接結合するかどうか
を検討するために、NAP-22 と ERK1 の結合を
Native Page による複合体の有無を調べた。
その結果、Native Page 条件化で NAP-22 と
ERK1 の複合体が検出された。現在、BIACORE
の系でその結合定数を求める予定である。 
 
(3) ERK1 が NAP-22 をリン酸化するかどうか
を調べた結果、NAP-22 を直接リン酸化するこ
とが分かった。現在、その生理的な意味を、
細胞を用いた系で検討している。 
 
(4) リン酸化解析を効率よく行うシステム
として Phos-tag アクリルアミドゲルを用い
ることにより、個々のリン酸化部位に対応し
たバンドを分離し、それに対応するリン酸化
部位を同定するシステムを構築した。具体的
なリン酸化解析の例として、アルツハイマー
病の原因タンパク質の一つと考えられてい
る Tau タンパク質を用いた。Tau タンパク質
をそれぞれチロシンキナーゼ（タンパク質の
チロシン残基をリン酸化するプロテインキ
ナーゼ）である Abl, Met, Fynでリン酸化し、
これを通常の SDS-PAGE およびアクリルアミ
ド化Phos-tag SDS-PAGE (Phos-tag SDS-PAGE)
で分離した。Fig.1 から、通常の SDS-PAGE で
は、それぞれのチロシンキナーゼでリン酸化
された Tau は分離できないが、Phos-tag  
SDS-PAGE を用いたほうでは、Abl, Met でリ 
ン酸化された Tau が分離されていた。このこ
とから、Phos-tag SDS-PAGE は、一次元電気
泳動上で難しいとされていたリン酸化タン
パク質の分離を可能にする方法であること
が明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.1  Phos-tag SDS-PAGE を用いた 

リン酸化 Tau の分離 



 

 

(5) 上記システムを用いることにより、

NAP-22のERK1によるリン酸化部位を解析し

たところNAP-22（rat）のThr180番目がリン

酸化されていた。この部分は、ヒト、マウス

、ラットにおいて保存されている領域である

ことから、重要なリン酸化部位であることが

推定された (Fig.2)。更に、他のMAPキナー

ゼによってもリン酸化されるかどうかを検

討したところ、p38やJNK1によってもThr180

がリン酸化されることが分かった。 

  

(6) 細胞内でのこのリン酸化部位の生理的

な意義を明らかにするために、このリン酸化

部位に対するポリクローナル抗体の作成を

試みたが、現在までに力価の高い抗体ができ

ていない。Thr180のリン酸化による、カルモ

ジュリン結合の影響を検討した結果、リン酸

化による結合能の差は出なかった。これは、

カルモジュリン結合部位から離れているた

めと考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.2 NAP-22 のリン酸化部位 

 
 
(7) 以上、ミリスチル化蛋白質である NAP-22
に関して、新たに ERK1 などの MAP キナーゼ
がミリスチル化依存的に結合することが分
かった。従って、蛋白質相互作用にミリスチ
ル化が深く関わるという現象は、様々な蛋白
質において存在する可能性があり、大変意義
深い結果である。今後、NAP-22 以外のミリス
チル化蛋白質にも広げて研究することで、特
にラフトなどでの細胞内シグナルネットワ
ークにおけるミリスチル化蛋白質の機能制
御を明らかに出来るものと考えている。更に、
リン酸化というダイナミックな翻訳後修飾
も関与しているので、その解析法の更なる発
展も含めて、ミリスチル化蛋白質のリン酸化
の意義についても深く追求していきたい。 
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