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研究成果の概要（和文）：　われわれは、ERK5選択的に発現が誘導される多数の遺伝子を同定し、その中でもp36遺伝
子に焦点を当てて研究活動を行った。その結果、p36はカテコラミン生合成酵素の一つであるチロシンヒドロキシラー
ゼを安定化して、その生合成を促進することが明らかとなった。つまり、神経細胞の分化の過程においてERK5/p36のシ
グナル伝達経路は、神経機能を強化する役割を担っていることが示唆された。
　また、ERK1/2がERK5のThr732をリン酸化することにより、ERK5の核移行が促進され、長く不明であったERK5とERK1/2
のクロストークメカニズムを明らかにすることが出来た。

研究成果の概要（英文）： We have indentified many genes regulated by ERK5 selectively. Among them, we 
focused on p36 and examined its roles. We found that p36 stabilized catecholamine-synthesizing enzyme, 
tyrosine hydroxylase, and promoted its biosynthesis. Hence, it is assumed that ERK5 and p36 play roles in 
strength of the neuronal functions during the neuronal differentiation.
 In addition, we found that ERK1/2 phosphorylated ERK5 Thr732 and promoted nuclear translocation of ERK5. 
We could clarify the novel cross-talk mechanism between ERK5 and ERK1/2.

研究分野：薬理学
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１．研究開始当初の背景 

 

Mitogen-activated protein kinase (MAPK) フ

ァ ミ リ ー に 属 す る extracellular 

signal-regulated kinase 5 (ERK5) は、nerve 

growth factor (NGF) や basic fibroblast growth 

factor (bFGF) などの代表的な神経栄養因子

や増殖因子によりその活性が顕著に上昇す

る。しかし、同じ MAPK ファミリーに属す

る ERK1/2と比較して、ERK5に関する研究

は著しく遅れているのが現状である。特に神

経系細胞における ERK5の知見は乏しく、神

経細胞の形態的・機能的な分化メカニズム、

さらにはグリア細胞における神経栄養因子

の生合成メカニズムに関連した知見はほと

んど報告されていない。申請者らはこれまで

の研究により、未分化神経細胞のモデル細胞

である PC12 細胞を NGF で刺激すると、

ERK5 が活性化されて、その結果 PC12 細胞

の形態的・機能的な分化が引き起こされるこ

とを報告した（Obara et al., J. Biol. Chem. 

2009）。特に、神経伝達物質カテコラミンの

合成酵素であるチロシンヒドロキシラーゼ

の発現について、ERK5は ERK1/2以上に重

要な役割を担うことが明らかになった。さら

に、研究を発展させるために、ERK5特異的

に発現が誘導され、かつ PC12細胞の分化に

関与すると予想される遺伝子候補群（46個）

をマイクロアレイ法により同定した。それら

の遺伝子群の中で、神経系における何かしら

の役割が示唆されているにも関わらず、その

機能が全く不明な p36 遺伝子に注目してい

る。一方、脳グリア細胞のモデル細胞である

ラット C6グリオーマ細胞を bFGFで刺激す

ると、ERK5が活性化されて、神経栄養因子

で あ る NGF お よ び glial cell-derived 

neurotrophic factor (GDNF) の遺伝子発現が

促進されることを報告した（Obara et al., Cell. 

Signal. 2010）。近年、アルツハイマー病やパ

ーキンソン病などに代表される神経変性疾

患が大きな社会問題となっているが、上記の

NGFや GDNF はそれぞれアルツハイマー病

やパーキンソン病に有効な神経栄養因子と

期待されていることから、NGFや GDNF の

産生に関わる ERK5 の活性と神経変性疾患

との関連性が予測される。 
 
２．研究の目的 
 
 NGF刺激による PC12細胞の神経細胞様へ

の分化に ERK5が不可欠な役割を果たしてい

ること、また、C6グリオーマ細胞における神

経栄養因子の生合成に ERK5が関与する可能

性があることがわかっている。そこで、本研

究では ERK5の活性制御機構および生理的な

役割を詳細に解析することにより、神経回路

が機能的に制御される分子メカニズムを包

括的に解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 

 我々は、以前にERK1/2とERK5をそれぞれ

特異的に抑制する阻害薬を利用し、マイクロ

アレイ法を用いてERK5選択的に発現が誘導

される46個の遺伝子を予備試験において同

定することに成功した。そこで、このERK5

選択的に発現する遺伝子群の中でも特に、神

経系における機能がほとんど知られていな

いp36遺伝子に着目して研究を行った。PC12

細胞またはNGF応答性の交感神経細胞にお

いて、これらの遺伝子の発現をsiRNA法で抑

制し（あるいは過剰発現させながら）、(1) 神

経突起/軸索伸展を指標とした神経細胞の形

態的な分化、(2) 神経伝達物質の生合成・分

泌能の増強を指標とした機能的な分化、(3) 

(1)(2)に関連する神経細胞特異的遺伝子（ニ

ューロフィラメント、チロシンヒドロキシラ

ーゼ、イオンチャネルなど）の発現量に対す



るERK5およびERK5関連遺伝子の影響を詳

細に観察した。上記 (1) に関しては、申請

者らがメーカーとの共同開発した独自のソ

フトウエアを用いて、形態的な分化を解析し

た。(2) に関しては、エチレンジアミン縮合

法を利用して、カテコラミンなどの神経伝達

物質の生合成量を定量した。(3) に関しては、

申請者らが独自に開発し効果が確認されて

いるERK5 shRNA、ERK5シグナル阻害薬、

ERK5やMEK5遺伝子の変異体を用いながら、

RT-qPCR法やウエスタンブロット法により

神経細胞特異的遺伝子の発現量を定量した。 

 また、ERK1/2 と ERK5 のクロストーク機

構についても考察した。特に、ERK1/2 によ

る ERK5C 末端部位のリン酸化の可能性に着

目し、申請者らがメーカーとの共同研究にて

作成した ERK5C 末のリン酸化部位を認識す

る独自の抗体を用いて検討し、そのリン酸化

と ERK5の活性との関連性を検討した。 
 
４．研究成果 
 

 われわれは、ERK5 選択的に発現が誘導さ

れる多数の遺伝子を同定したが、その中でも

p36 遺伝子に焦点を当てて研究活動を行った。

その結果、p36を siRNA法でノックダウンす

ると、カテコラミン生合成酵素の一つである

チロシンヒドロキシラーゼタンパク質の発

現が抑制されること、さらにカテコラミンの

生合成も抑制されることが明らかとなった。

PC12細胞の形態的な分化に対しては、p36は

特に影響を与えなかった。また、p36 のノッ

クダウンにより、チロシンヒドロキシラーゼ

mRNA の遺伝子発現は影響を受けなかった

が、チロシンヒドロキシラーゼタンパク質の

ユビキチン化が増大したことから、p36 はチ

ロシンヒドロキシラーゼタンパク質のユビ

キチン化を阻害して、安定化することが示唆

された。ERK5 をノックダウンしても同様の

表現形が示されることから、神経細胞の分化

の過程において ERK5/p36 のシグナル伝達経

路は、神経伝達物質の生合成といった神経機

能を強化する役割を担っていることが示唆

された。 

  さらに ERK5と ERK1/2のクロストーク機

構についても検討した。免疫沈降の実験を行

うと、ERK5 と ERK2 は共沈して両者が結合

することが明らかになったが、この両者の結

合は NGF 刺激に依存しなかった。ERK5 と

ERK2 のリコンビナントタンパク質を用いた

in vitro の実験系で同様の実験を行ったとこ

ろ、両者は相互作用しなかった。つまり両者

は未同定のタンパク質などを介して間接的

に結合しているものと予想された。また、

我々独自で作製した抗体を用いて、ERK5 の

C末付近の Thr732が ERK1/2によりリン酸化

されることが明らかになった。そこで、ERK5

のThr732のリン酸化を模倣するERK5 T732E

変異体を作製して、HEK293 細胞に発現させ

たところ、ERK5 の野生型あるいは ERK5 

T732A 変異体が主に細胞質に局在したのに

対して、ERK5 T732E変異体は核に局在する

割合が大きく上昇することが示された。さら

に、ERK5 下流で活性化される MEF2C の活

性を定量したところ、ERK5 T732A変異体が

MEF2Cの活性化を抑制することがわかった。

つまり、ERK5 Thr732のリン酸化依存的に転

写因子 MEF2C の活性が上昇することが示さ

れた。この現象は ERK5の核移行が促進する

ことが大きな理由の一つであることが予想

された。つまり、これまで長く不明であった

ERK5の C末部位による転写活性化機構の一

端が、本研究によって解明されたと思われる。 
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