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研究成果の概要（和文）：本研究では、受容体型チロシンホスファターゼ（RPTP）の基質を網羅的に同定する手
法の確立を目指した。特にRPTPファミリーの一つであり中枢神経軸索再生の阻害に関与するPTPσを題材に近位
依存性標識を用いて、この相互作用分子を同定した。この結果、約100のタンパク質がPTPσ相互作用分子として
同定できた。このリストには既報にある分子も含まれていた。さらにこの中から軸索の伸長に関わる分子につい
てそのチロシンリン酸化とPTPσによる脱リン酸化を確認した。この結果から近位依存性標識法がRPTPの基質同
定に有力な手法であることが期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, I aimed to establish a method for the comprehensive 
identification of substrates of receptor-type tyrosine phosphatases (RPTPs). In particular, we 
focused on PTPσ, a member of the RPTP family that is involved in the inhibition of axon 
regeneration in the central nervous systems. I applied a proximity-dependent ligation assay to 
identify the interacting molecules for PTPσ. As a result, approximately 100 proteins were 
identified as PTPσ interactors. This list included already-known interactors such as Liprin-α and 
Trio. Among these molecules, those involved in axon elongation were validated for their tyrosine 
phosphorylation and dephosphorylation by PTPσ. Together, a proximity-dependent ligation assay seems
 to be a powerful tool for the comprehensive identification of substrates for RPTP.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近位依存性標識法を用いることにより、これまでに困難であったRPTPの基質同定を簡便に行うことができること
を示した。既知分子も再現性よくフォローされており、本手法は信頼性も十分に担保されている。これまでに
RPTPは神経疾患やがん、炎症性疾患や代謝性疾患に関与していることが報告されている。ヒト疾患において標的
とするには、基質分子の不明瞭さが律速段階になっていたが、本手法の利用により、RPTPのバイオロジーの理解
につながることが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

受容体型チロシンホスファターゼ（RPTP）は受容体型チロシンキナーゼ（RTK）と対をなし

て細胞の機能を制御する I型膜タンパク質である。ともに細胞外リガンドにより細胞内酵素活性

が調節され、RTK が細胞内基質分子のチロシン残基をリン酸化する一方、RPTPは基質分子の

リン酸化チロシンを脱リン酸化する。イレッサ・グリベック・イマニチブなど、RTK を標的と

した低分子阻害薬・抗体医薬品が多数市場を席捲している一方、RPTPを標的とした医薬品はこ

れまでのところ上市されていない。このことは RPTP研究が RTK研究に比べて大きく遅れを取

っていることを意味する。そしてその根幹には、RPTPの生理的基質を効率的に同定する確かな

プラットフォームが未だ存在しないことがある。 

研究代表者は、中枢神経系の損傷後軸索変性構造である Dystrophic endball 形成メカニズム

の一つとして、RPTP の一つである PTPσ によるオートファジーの破綻と、さらにこれを説明

する基質分子として機能的探索により Cortactin を新規に同定した（Sakamoto et al., Nat. 

Chem. Biol. 2019）。しかしながら RPTPの基質を網羅的に同定する手法の必要性を強く実感し

た。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、研究代表者の熟知する PTPσを代表に取り、RPTPの生理的基質を効率的に同定

する手法を確立することを目的とした。本手法の確立により、およそ 20 ある RPTP の生理学

的・病理学的機能を解明に寄与することが期待できる。 

 

３．研究の方法 

 RPTPの基質の同定がこれまで困難であった理由として、（１）基質となる「チロシンリン酸

化タンパク質」の細胞内絶対量が少ないこと、（２）チロシン脱リン酸化反応が極めて速いこと

から、有効な酵素基質複合体を生化学的に捉えることが難しいということが考えられた。この点

を解決するため、本研究では、近位依存性標識法の一つである BioID（Proximity-dependent 

biotin identification）法を用いて PTPσ基質分子に不可逆的なラベルを付けることで、これら

の網羅的同定を目指した。BioID法では、ビオチンリガーゼ融合標的タンパク質を細胞に発現さ

せる。標的タンパク質と相互作用する分子が十分に近接すると、ビオチンリガーゼが対象分子に

ビオチンを付加することにより、対象分子に永久的な「足跡」を残すことができる。対象分子は

ビオチン化タンパク質となるため、その後の精製および同定も容易である。またビオチンリガー

ゼの酵素反応も極めて迅速である。このことから、RPTPの基質という一過性で弱い相互作用を

すると想定される分子にも有効であることが期待された。 

 

４．研究成果 



（１）PTPσの細胞内ドメインにビオチ

ンリガーゼ BioID2 を融合させた PTPR

σ-BioID2を発現させた（図 1左）。細胞

培養液へのビオチン添加により、細胞内

タンパク質のビオチン化が確認された

（図１右）。これらは PTPσ相互作用タ

ンパク質であると想定された。 

 

（２）これらビオチン化タンパク質を質

量分析計にて同定した。PTPRσ-BioID2

発現細胞にビオチンを 16 時間添加し、

細胞抽出液を調製した。ビオチン化タン

パク質をストレプトアビジン担体によ

り精製し、グアニジン塩酸溶液で溶出し

た。溶出液を中和して還元・アルキル化

処理を行ったのち、トリプシン消化を行

い、LC-MS/MS にてプロテオーム解析を行った。ビオチン添加群で有意に検出されたタンパク

質のうち、コンタミネーションが疑われるタンパク質をデータベースを用いて除去した（図 2）。

同様の実験を 3 回繰り返し、再現性良く同定された 99 のタンパク質をリストアップした（図

３）。 

 

（３）PTPσ 相互作用分子の既報は

これまでに多くはないものの、

Liprin-α や Trio など、すでに PTPσ

相互作用分子として報告のある分

子も本研究で再現良く同定された。

また先の研究で、研究代表者自身が

基質として同定した Cortactin も本

アッセイで同定されたことから、本手法は RPTPの基質を同定する手法として信頼性の高いもの

として評価できる（Gong, et al., J Biochem. 2021）。 
 

（４）これら基質候補分子のうち、APBB1について確認を行った。APBB1はチロシンリン酸化

の証拠は乏しいものの、ノックアウトマウスにおいては軸索投射異常が見られることから、PTPσ

の下流において軸索伸長の制御を行っている可能性がある。マウス脳における APBB１のリン酸

化を Phos-tag PAGEにて確認したところ、胎生期から出生直後にかけて APBB1のリン酸化を確

認することができた。次に細胞に APBB1を過剰発現させて免疫沈降とチロシンリン酸化特異抗

体により APBB1 のチロシンリン酸化を確認した。さらにチロシンリン酸化 APBB1 を精製し、

in tubeで PTPσ酵素ドメインを反応させたところ、APBB1のチロシン脱リン酸化を確認できた。

以上から APBB1は PTPσの生理的基質である可能性がある。リン酸化プロテオミクス解析によ

り、APBB1のチロシンリン酸化サイトも決定することができた。 

 今後チロシンリン酸化 APBB1に対する特異抗体を作成し、その生物学的な機能を、特に中枢

神経損傷後の神経軸索再生の文脈において検討していく。 
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