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研究成果の概要（和文）： 

プロテインキナーゼ C (PKC) γは小脳において運動協調やプルキンエ細胞におけるシナプス

除去に重要な役割を担っていることが知られている。しかし、生体内における PKCγの基質

が同定されていないために、その分子メカニズムは不明であった。本研究ではマウス小脳を

用いた定量的リン酸化プロテオミクスによって、生体内における PKCγの基質候補を同定す

ることができた。これらの分子の機能解析によって、PKCγによる小脳機能の制御メカニズ

ムが明らかになると期待できる。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Protein kinase C (PKC) γ is involved in cerebellar functions such as motor coordination and 

elimination of climbing fiber-Purkinje cell synapses.  Molecular mechanisms of PKCγ-regulating 

cerebellar processes are elusive, due to the heretofore undescribed in vivo substrates of PKCγ.  In 

this study, a series of candidate molecules for PKCγ substrates in mouse cerebellum was identified 

by quantitative phospho-proteomic analysis. 
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１．研究開始当初の背景 

プロテインキナーゼ C (PKC) の in vivo での

機能は個々のサブタイプのノックアウトマ

ウスの解析等により明らかにされてきた。古

典的 PKC のγサブタイプは中枢神経系の小脳

プルキンエ細胞で強く発現し、申請者は、

PKCγノックアウトマウスの解析に従事した

経験がある[Kano et al. Cell 83:1223(1995)]。そ

の解析により、PKCγは運動協調能や登上線維

-プルキンエ細胞シナプスの生後発達期にお
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ける過剰シナプスの除去に関与しているこ

とが明らかとなった。一方で、PKCγがどのよ

うにしてシナプス除去に関与しているかは、

PKCγのプルキンエ細胞での基質が明らかで

ないこと等から不明であった。そこで、本研

究では、野生型マウスと PKCγノックアウト

マウスの小脳からタンパク質を抽出し、その

リン酸化タンパク質を定量解析することに

より、小脳で PKCγによりリン酸化されるタ

ンパク質の網羅的解析を行い、PKCγの in vivo

での機能の分子基盤を明らかにすることを

試みた。 

 

２．研究の目的 

ヒト・マウス等のゲノム解析が終了した現

在、タンパク質リン酸化酵素遺伝子の同定に

ついては、ほぼ終了したと考えてよい。一方

で、同定された個々のリン酸化酵素の基質の

探索は in vitro（試験管内）で主に行われてお

り、in vivo（種々の臓器）の基質はほとんど

明らかになっていないことが実情である。本

研究では、プロテインキナーゼ C (PKC) γの

in vivo の基質を、PKCγノックアウトマウスと

質量分析装置によるリン酸化蛋白質の網羅

的定量解析の手法を融合させる新手法によ

り同定することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 野生型および PKCγノックアウトマウスの

小脳から抽出して得たリン酸化ペプチドを

濃縮・精製し、質量数の異なる安定同位体試

薬を用いラベルする。これらのサンプルを混

合し、同時に質量分析することによりリン酸

化ペプチドの相対量を比較し、PKCγノックア

ウト小脳で特異的に減少したリン酸化ペプ

チドを持つ PKCγの生体内基質の候補タンパ

ク質を網羅的に得る。 

 

４．研究成果 

本研究では、上記方法に沿って実験を行い、

下記の成果を得た。 

（１）PKCγノックアウトマウスの作製 

既に当研究室において入手済みの PKCγノッ

クアウトマウスの凍結胚を、偽妊娠マウスの

卵管に移植することによって、マウス個体に

復元した。次に、得られた PKCγノックアウ

トマウスの小脳懸濁液のウエスタンブロッ

ト解析を行い、PKCγの発現が消失しているこ

とを確認した。 

 

（２）PKCγノックアウトマウス小脳のリン酸

化プロテオーム解析 

7 週齢の野生型および PKCγノックアウトマ

ウスそれぞれ 2 個体（計 4 個体）の小脳を単

離し、ホスファターゼ阻害剤を含むバッファ

ーを用いてタンパク質抽出液を作製した。抽

出タンパク質はトリプシンを用いてペプチ

ド消化し、IMAC (固定化金属イオンアフィニ

ティークロマトグラフィー)によってリン酸

化ペプチドの濃縮を行った。得られたリン酸

化ペプチドを個体ごとに質量が異なる 4 種類

の安定同位体（iTRAQ）によって標識し、

nano-LC タンデム質量分析計によって野生型

と PKCγノックアウトマウスとの間でペプチ

ドのリン酸化量の相対定量を行った。その結

果、3 万 5 千種類を超えるリン酸化ペプチド

を同定することができた。これらのデータを

解析したところ、野生型と比較して PKCγノ

ックアウトマウスにおいてリン酸化量が半

分以下に低下したタンパク質を 117 種類同定

し、2 倍以上上昇したタンパク質を 52 種類同

定することができた。これらのタンパク質は

小脳において PKCγによって直接的・間接的

にリン酸化を受けている因子であると考え

られ、小脳における PKCγの役割を明らかに

する上で重要であると考えられる。 



（３）リン酸化候補タンパク質の発現解析 

プロテオミクスによるリン酸化の変動は、遺

伝子発現の変化に起因する場合もあるため、

mRNA およびタンパク質の発現解析が必須

である。そこで、PKCγノックアウトマウスに

おいてリン酸化量が大きく低下していた 3 つ

のタンパク質（Protein NDRG4, diacylglycerol 

kinase zeta, Serine/Threonine kinase Tao1）に注

目して、mRNA の発現解析を行った。マウス

小脳より total RNA を調製し、oligo-dT プライ

マーによって逆転写を行った。次に、それぞ

れの遺伝子についてリアルタイム PCR によ

って、野生型と PKCγノックアウトマウスと

の間で mRNA の発現量を比較した。その結果、

いずれの遺伝子の発現量に関しても野生型

と PKCγノックアウトマウスとの間に大きな

変化は見られなかった。このことから PKCγ

ノックアウトマウスにおけるリン酸化量の

低下は遺伝子発現量の変化によるものでは

ないことが明らかとなった。 

 

（４）リン酸化ペプチドに対する抗体の作製 

上記 3 種類のタンパク質についてリン酸化抗

体の作製を行った。それぞれのタンパク質に

対して、MS/MS によって同定されたアミノ酸

残基がリン酸化されたペプチドを合成し、ウ

サギに接種した。ELISA によって抗体価の上

昇したウサギより全採血を行い、抗血清を得

た。現在これらの抗血清を用いて、ウエスタ

ンブロットによるリン酸化量の変動解析と、

免疫染色によるプルキンエ細胞における局

在解析を行っている。 

 

（５）今後の展望 

今後は PKCγの基質候補タンパク質について

網羅的に生理機能解析を行う方針である。具

体的には、各基質候補分子に対する shRNA

ノックダウンベクターを構築し、in utero 

electroporation によってプルキンエ細胞に

GFP 遺伝子とともに遺伝子導入する。得られ

たマウスの小脳スライスを作製し、GFP 標識

されたプルキンエ細胞における登上線維の

シナプス除去を電気生理学的に解析する予

定である。次に、リン酸化部位をアラニンに

置換した変異体を用いて同様の実験を行い、

シナプス除去における基質候補分子のリン

酸化の重要性を検証する。この実験と並行し

て、これらの分子のノックアウトマウスを作

製し、運動協調や運動学習といった個体レベ

ルでの機能解析を行う。これらの解析を通し

て、小脳機能における PKCγシグナル伝達経

路の重要性を明らかにする。 
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