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研究成果の概要： ＳＫ２のアミノ酸配列にこれまでに報告の無い核排出シグナルを有
し、以前に報告した核移行シグナルと共に両者のバランスによってＳＫ２が細胞質 /
核間シャトルが調節されていることを明らかにした。  
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 2,600,000 780,000 3,380,000 

2008 年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,600,000 1080,000 4,680,000 

 
 
研究分野：生化学 
科研費の分科・細目：病態医化学 
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１．研究開始当初の背景 
 報告者らのグループはＳＫが核・細胞質間
をシャトルする蛋白質であることを証明し
た。 更に報告者らはSK2が核内に蓄積すると
DNAの合成が強力に抑制されることを報告し、
SK2の細胞質と核間の移行機序の解明が懸案
の課題となっていた。 
２．研究の目的 
 細胞質・核間シャトルを行う蛋白質は核
内移行能と核排出能とのバランスによりシ
ャトルが調節されることが知られる。そこ
で、ＳＫ２の核排出シグナル（NES）を同定
し、更に蛋白質リン酸化を介したＳＫ２の
細胞質・核間シャトル調節機構を明らかに
することを目的とする。 

３．研究の方法 
 SK2の遺伝子配列を基にNESを推定し、分
子生物学的手法を用いて推定NES部位に対
する変異体を作成し、これらの変異体をほ乳
類細胞に発現させ、その分子挙動よりNESを
同定する。更にNES近傍のアミノ酸配列によ
り、リン酸化による制御の可能性を検討する。 
４．研究成果 
（1）SPHK2の核排出シグナル(NES)の同定 
 SPHK2中間部に、ロイシン豊富のNES候補
配列を見出した（図１）。 
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図２NESによる核移行の調節 

 
図３PKDによるNESのリン酸化部位 

 
図４PKDによるSK2のリン酸化と核移行の調節 

この配列内の423番目と425番目のロイシン
を ア ラ ニ ン に 変 異 さ せ た 変 異 体
(SPHK2L423A/L425A)ではHEK293細胞での核
排出が強く抑制されていた（図２）。また、
この変異体は野生型SPHK2とほぼ同じ酵素活
性を有していた。これにより同部位がNESで
あることが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）SPHK2のNES配列内のセリン残基の
リン酸化はPKDによって仲介される 
SPHK2のセリン421はPKDによるリン酸化のコ
ンセンサス配列と一致していた（図３）。In 
vitroでNESペプチドはPKDによって効率的に
リン酸化された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）PKDはSPHK2を生理的条件下でリン
酸化する 
免疫細胞染色でも内在性PKDをノックダウン
した細胞では、PMA刺激によるSPHK2のリン
酸化と核からの排出が抑制された（図４）。
またsiRNA抵抗のPKDを発現させると、PKDノ
ックダウンによるSPHK2の核からの排出の阻
止が回復した。HEK293細胞では、PKD発現を
ノックダウンすることによって、核に分布
したHA-SPHK2の増加が見られ、ウェスタン
ブロティングにおいてもSPHK2のリン酸化の
減少が認められた。これら結果は、PKDが
SPHK2を生理的条件下でリン酸化する酵素で
あることが示された。 
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