
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 22 年 4 月 20 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究種目：若手研究（B） 

研究期間：2008～2009  

課題番号：20790053 

研究課題名（和文）神経細胞における ERK5 の新しい生理的意義の解明  

                     

研究課題名（英文）Clarification of novel physiological roles of ERK5 in neurons 

 

研究代表者   

 小原 祐太郎（OBARA YUTARO） 

東北大学・大学院薬学研究科・助教 

 研究者番号：40400270 

 
研究成果の概要（和文）： 
本研究では、未分化神経細胞のモデル細胞である PC12 細胞の分化時の ERK5 の関与を解明する

ことを目的とした。ERK5シグナルを抑制すると、NGFによるPC12細胞の分化が有意に抑制され、

神経伝達物質合成酵素のチロシンヒドロキシラーゼの発現レベルが大幅に低下することが明ら

かになった。さらに、分化誘導時に発現される遺伝子群を調べたところ、ERK5 選択的な遺伝子

が 57 個同定された。ERK5 は様々な遺伝子発現を引き起こし、神経細胞の分化を誘導している

と示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The purpose of this study is to clarify the involvements of ERK5 in differentiation of 
PC12 cells, a model cell line of immature neurons.  By inhibiting ERK5-dependent 
signaling, neurite outgrowth by NGF was significantly blocked and expression level of 
tyrosine hydroxylase, a neurotransmitter synthesizing enzyme, was largely reduced.  
Furthermore, 57 ERK5-selective genes that were up-regulated during the differentiation 
were identified.  These results suggest ERK5 causes neuronal differentiation accompanied 
by various gene expression. 
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１．研究開始当初の背景 
 
  ERK1/2 と同じ MAPK ファミリーに属する

ERK5 は、NGF などの神経栄養因子による神経

細胞の生存、分化、再生促進作用において、

重要な役割を担うことが示唆されているに

もかかわらず、ERK1/2 と比較して、その詳細

な研究がはるかに遅れているのが現実であ

る。特に神経細胞の分化に対する ERK5 の生

理的な意義に関しては、その知見が乏しい未

開拓の分野であり本研究の進展が期待され

る。 

 

２．研究の目的 

 

 ERK5はNGFなどの代表的な神経栄養因子に

よりその活性が顕著に上昇することから、

ERK5 の活性化と神経細胞の機能改善の関連

性が推測される。本研究では、未分化神経細

胞のモデル細胞である PC12 細胞を NGF や

cAMP で刺激し、その結果として引き起こされ

る形態的・機能的な神経様の分化における

ERK5 の関与とそのシグナル伝達経路を詳細

に解明することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 

 siRNA 法により ERK5 の発現を消失させた

PC12 細胞株およびキナーゼ活性を消失して

いる ERK5 ドミナントネガティブ体を安定的

に発現する細胞株を樹立する。その ERK5 の

発現を消失させた細胞またはその機能を阻

害させた PC12 細胞を、NGF や cAMP アナログ

刺激により分化誘導し、その細胞の形態変化

（神経突起伸展）の度合いを観察する。さら

に、ERK2 ドミナントネガティブ体の過剰発現

や U0126 などの阻害薬を用いて ERK1/2 の機

能を阻害し、その生理的な役割について ERK5

のそれと比較する。また、細胞の形態変化だ

けでなく神経機能の維持に必須であるタン

パク質（神経細胞の分化マーカータンパク

質）の発現レベルを RT-PCR 法、ウエスタン

ブロット法、ELISA 法により測定し、ERK5 の

関与について検討を加える。さらに、上記の

神経細胞関連遺伝子の発現を制御する転写

因子（CREB、AP-1、NF-kB など）の活性をル

シフェラーゼを用いたレポーターアッセイ

法により定量し、実際に上記の遺伝子発現を

制御する転写因子を同定する。また、それら

転写因子の活性に対する ERK5 の影響を検討

する。ERK5 活性化シグナル機構の解析につい

ては、Ras, Rap1 などの低分子量 G タンパク

質の関与に焦点を当てながら、詳細を明らか

にしていく。また、ERK5 を不活化させた細胞

を NGF や cAMP で刺激後、マイクロアレイ法

を用いて ERK5 により発現が誘導される遺伝

子を網羅的に解析する。 

 
４．研究成果 
 

 われわれは神経細胞における ERK5 の生理

的な意義について検討を加えた。まず、神経

細胞のモデル細胞の PC12 細胞を NGF および

ジブチリル cAMP で刺激すると、両薬物によ

り ERK1/2 は持続的に活性化されたが、ERK5

は NGF のみによって活性化された。PC12 細胞

の神経細胞への分化に関する ERK5 の関与を

検討したところ、NGF による PC12 細胞の分化

は ERK5 選択的阻害薬の BIX02188 により顕著

に抑制された。さらに、ERK5 のキナーゼ活性

を消失させた変異体や ERK5 活性化因子の

MEK5 のドミナントネガティブ体によっても、

NGFによるPC12細胞の分化は有意に抑制され



たが、ジブチリル cAMP による分化に対して

は全く影響を与えなかった。つまり、NGF は

ERK5 を活性化させることにより、PC12 細胞

の形態的な分化を誘導していることが示唆

された。さらに、神経伝達物質の合成酵素の

一つであるチロシンヒドロキシラーゼの発

現レベルを定量したところ、ERK5 あるいは

MEK5 のドミナントネガティブ体で ERK5 シグ

ナルを抑制し、かつ U0126 で ERK1/2 シグナ

ルを抑制したところ、チロシンヒドロキシラ

ーゼタンパク質の発現レベルが大幅に低下

することが明らかになった。すなわち、ERK5

は ERK1/2 と協調しながら、神経特異的遺伝

子の発現を調節し、神経細胞の機能的な分化

に関与していることが示唆された。 

 一方、NGF による ERK5 活性化機構を低分子

量 G 蛋白質の Ras や Rap1 の関与に焦点をあ

てて検討した。まず、Ras のドミナントネガ

ティブ体をアデノウイルスを用いて PC12 細

胞に過剰発現させたところ、NGF や EGF によ

る ERK1/2の活性化が顕著に抑制された一方、

両薬物による ERK5 の活性化は全く影響され

なかった。また、恒常的に活性化している Ras

変異体を過剰発現させたところ、ERK1/2 の活

性化が引き起こされたが ERK5 は全く活性化

されなかった。また、Rap1 を不活性化する

RapGAPを細胞に過剰発現させても、NGFやEGF

による ERK5 の活性化は阻害されなかった。

以上より、NGF による ERK5 の活性化には低分

子量 G 蛋白質の Ras と Rap1 は関与しないこ

とが明らかとなった。 

 さらに、PC12 細胞を NGF で刺激し神経分化

時に ERK5 あるいは ERK1/2 依存的に発現が誘

導される遺伝子群をマイクロアレイ法で網

羅的に調べた。その結果、NGF4 時間刺激によ

り 482 個の遺伝子の発現レベルが 3倍以上促

進された。さらに U0126 で ERK1/2 シグナル

を抑制すると、482個中360個の遺伝子（75％）

の発現レベルが 50％以上抑制された。また、

BIX2189 で ERK5 シグナルを抑制すると、482

個中 336 個の遺伝子（70％）の発現が 50％以

上抑制された。ERK1/2 非依存的かつ ERK5 依

存的に発現が誘導される遺伝子は 57 個

（12％）だった。そこでわれわれは ERK5 選

択的に誘導される遺伝子の一つ（gene X）に

注目し研究を進めた。NGF は刺激後 1 時間を

ピークに gene X の遺伝子発現を時間依存的

かつ濃度依存的に誘導した。また siRNA 法に

より ERK5発現をノックダウンさせたところ、

NGFによる gene X の発現が抑制されることを

確認した。さらに gene X の遺伝子発現を

siRNA 法でノックダウンしたところ、NGF に

よる神経突起伸展作用が部分的に抑制され、

チロシンヒドロキシラーゼタンパク質やニ

ューロフィラメントタンパク質の発現レベ

ルも低下することが明らかになった。つまり、

NGFは ERK5を介して gene Xの発現を誘導し、

神経細胞の分化を誘導しているものと思わ

れる。 

 以上の研究結果から、神経細胞の分化時に

おいて、ERK5 は gene X などの遺伝子発現を

誘導することによって、神経細胞の形態的・

機能的な分化に積極的に関与することが示

唆された。 
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