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研究成果の概要（和文）：  

チロシン水酸化酵素（TH）の細胞内安定性の制御において、TH の N末端領域に位置するセ

リン残基のリン酸化が重要な働きをしていることを明らかにした。この中で 2つのセリン残基

のリン酸化が、THがプロテアソーム分解を受ける際のトリガーとなる。また、脳蛋白質に大量

に含まれる 14-3-3 プロテインは、N 末端における THのリン酸化を介して THの細胞内安定性を

制御する重要な要因である。 

 
研究成果の概要（英文）：  

We revealed that the phosphorylation of the N-terminal portion of tyrosine 
hydroxylase (TH) positively regulates the intracellular stability of the enzyme. The 
phosphorylation of two serine residues was shown to be a trigger for the proteasome 
digestion. Moreover, 14-3-3 protein which is major protein in mammalian brain is a 
critical factor in regulating TH stability by acting to promote the degradation of TH 
phosphorylated at its N-terminus. 
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１．研究開始当初の背景 

 
パーキンソン病の疾患遺伝子として α シ

ヌクレインやパーキンが発見され、ユビキチ
ン・プロテアソーム系を介した細胞内蛋白質
の分解異常と、パーキンソン病発症との関連

性が注目されている。この一連の報告の中で、
カテコールアミン生合成系律速酵素である
チロシン水酸化酵素（TH）が、パーキンソン
病の発症・進行において重要な役割を担って
いる可能性が指摘されている。 
例えば、αシヌクレインの蓄積が引き起こ
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すドーパミン神経細胞内のアポトーシスは、
TH 活性を阻害することにより抑制出来るこ
と（Xu 2002）、α シヌクレインは TH リン酸
化を介して TH 活性を増加させることから
（Drolet 2006）、α シヌクレイン蓄積が誘発
するアポトーシスには、THの機能異常による
ドーパ合成の促進が関与していることが推
察される。 
また、アポトーシスが生じたパーキンソン

病モデルマウスの黒質ドーパミン神経では、
Cyclin-dependent kinase-5（CDK5）が増加
していること（Neystat 2001）、CDK5は THの
Ser31のリン酸化を介して THの細胞内安定性
を増強することから（Moy 2004）、このアポ
トーシスには TH の細胞内安定性の過度の増
加が関与する可能性が示唆される。 
すなわち、神経細胞内での、TH の安定性や

酵素活性の制御機構の異常により、カテコー
ルアミンの生合成が促進して、大量のドーパ
ミンキノン類発生によるミトコンドリア障
害を介した神経細胞のアポトーシス誘発が
推察される。 
 
 
２．研究の目的 
 
パーキンソン病では中脳黒質ドーパミン

神経が選択的に障害（細胞死）されることか
ら、この細胞死にチロシン水酸化酵素（TH）
の機能異常（亢進）が関与する可能性が疑わ
れているが、そのメカニズムは未だ不明であ
る。最近、脳神経細胞内に存在する蛋白質の
約 7%を占める 14-3-3プロテインが、THの安
定性を制御する可能性が示唆され、加えて、
この制御には他の細胞内蛋白質も必要とさ
れる可能性も推定されている。TH の細胞内安
定性を制御するメカニズムを同定し、このメ
カニズムとドーパミン神経細胞死との関連
性を解明することが研究目的である。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) ヒトチロシン水酸化酵素１型（hTH1）の
細胞内安定性 

①ヒスチジンタグ発現ベクターに hTH1 の
cDNAを組み込む（wild-type および N末端削
除変異体作製）。 
②変異体を培養細胞内に導入して、変異体の
細胞内安定性を生化学的手法・免疫化学的手
法で解析を行う。 
 
(2) N 末端領域に結合する細胞内蛋白質の同
定 

①C末端側にヒスチジンタグを付加出来る発
現ベクターに hTH1 の cDNA を組み込む
（wild-type、N 末端から順次 10 残基ずつ削

除した変異体作製）。 
②hTH1-ヒスチジンタグ蛋白質（wild-typeと
変異体）に結合する培養細胞内の細胞内蛋白
質をアミロースレジンを用いて分離する。 
③プロテオミクス解析にて結合した細胞内
蛋白質の同定を行う。 
 
(3) 14-3-3プロテイン、α シヌクレインが
TH に与える影響の解析 

①上記蛋白質を選択的にダウンレギュレー
ションもしくは過剰発現させる。 
②THの細胞内での動態と細胞の変化を生化
学的手法・免疫化学的手法で解析を行う。 
 
(4) 細胞内分解系の抑制と促進 
①培養細胞にプロテアソーム分解系のイン
ヒビターまたは活性促進薬を加える。 
②細胞内における THの変化を生化学的手
法・免疫化学的手法で解析を行う。 
③オートファジー分解系についても同様に
解析を行う。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)  TH はオートファジィー系ではなく、プ
ロテアソーム系で分解されること、また、
THのセリン残基のリン酸化がそのトリガー
となることを明らかとした。 

 この結論は、プロテアソーム系のインヒビ
ターを培養細胞に添加すると、リン酸化さ
れた TH が細胞内に蓄積する結果に基づい
ている。一方、この現象はオートファジィ
ー系のインヒビターの添加では観察されな
かった。 

 
(2)  TH の N 末端領域に位置する 3 つのリン
酸化部位、Ser19、Ser31、Ser40 の中で特
に Ser19のリン酸化は TH分解に重要である。 
また、Ser40のリン酸化も TH の分解開始の
トリガーとなる可能性があることを明らか
にした。 

 Ser19 と Ser40 が重要であるのは、プロテ
アソーム系のインヒビターに使用により、3
つのリン酸化部位の中の、Ser19 と Ser40
に特異的に観察された結果に基づいて結論
した。 

 
(3) αシヌクレインはリン酸化された Ser40
を介して TH の酵素活性を制御するが、TH
の細胞内安定性への関与は認められなかっ
た。 

 この結論は RNAiを用いたαシヌクレイン
のダウンレギュレーションが、TH の細胞内
安定性に何ら影響を与えないとの観察に基
づいている。 

 



(4) 脳蛋白質の約 7%を占める 14-3-3 プロテ
インは Ser19のリン酸化を介して THの細胞
内安定性を制御することを明らかにした。 
RNAiを用いた 14-3-3プロテインのダウン

レギュレーションにより、細胞内での TH安
定性が上昇した。14-3-3プロテインはリン
酸化された Ser19を介して THと結合するこ
とが知られている。すなわち、14-3-3プロ
テインはリン酸化された Ser19を介して TH
を分解する方向に働いていることが予想さ
れた。 
また、14-3-3 プロテインの過剰発現によ

り、PC12D 細胞の細胞質に Ser19でリン酸化
された THからなる dense granule の形成が
観察された。この結果からも、14-3-3プロ
テインがリン酸化を介してTHの安定性に影
響を与えていることが示唆された。 
 
以上の成果から、TH の細胞内安定性に関

して以下のメカニズムを想定している。す
なわち、リン酸化は TH活性を増強させるた
めに必要であるが、一方、活性化された TH
は分解されやすい状態になる（下図）。 
 
 
チロシン水酸化酵素の酵素活性と細胞内安
定性： リン酸化と 14-3-3プロテインによ
る制御機構 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 TH の合成と分解は的確にバランスが取れ
ているために、細胞内の TH 存在量は一定値
を保つことができる。本研究で明らかになっ
たように、リン酸化を介した酵素活性の制御
と分解の制御が正常であることにより、ドー
パ（およびカテコールアミン）を細胞内に必
要量供給することができる。しかし、このバ

ランスが崩れると、過剰のキノン類の発生を
もたらし、最終的に細胞死を誘発する可能性
が予想される（下図）。 

 

過剰なドーパ合成と細胞障害性キノン発生
との関連 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(5)本成果に基づいて、今後更なる解明が求
められる。14-3-3プロテインが Ser19でリ
ン酸化された TH と反応すると、TH の分解
が促進されるメカニズムについては、現時
点では全く分かっていない。THのプロテア
ソーム分解に関わる 14-3-3 プロテインの
働きの解明、すなわち、新たな TH制御機構
の解明が必要不可欠である。このメカニズ
ムの解明は、パーキンソン病などの神経変
性疾患のみならず、統合失調症等のドーパ
ミンが関与する疾患の発症メカニズム解明
に重要な情報を提供する。 
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