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研究成果の概要（和文）：本研究では、システイン残基（Cys）のリン酸化という新しい翻訳後修飾の性質やそ
の生理的意義について追究した。その成果として、Cysリン酸化と従来より知られているCys残基の翻訳後修飾で
ある酸化との間の関連性を明らかにしたほか、このCys残基の生物学的重要性としてMg2+輸送体CNNMへの結合を
介したがん悪性化への寄与を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the properties and physiological significance
 of a novel post-translational modification, the phosphorylation of cysteine residues (Cys). We 
clarified the relationship between Cys phosphorylation and oxidation, a previously known 
post-translational modification of Cys residues, and the biological importance of this Cys residue 
in cancer malignancy through its binding to the Mg2+ transporter CNNM.

研究分野：細胞生物学

キーワード： Cysリン酸化　システイン　リン酸化　PRL　翻訳後修飾
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでセリン/スレオニンやチロシン残基のリン酸化は、その仕組みや意義が深く研究されている一方で、シ
ステイン残基のリン酸化はその存在を示す報告すら殆どない状態であった。本研究によりその存在だけでなく重
要性も一定レベルで示すことができたことは、この新しいタイプの翻訳後修飾が認知され、今後さらに研究が進
展してゆく上で大きな意味のあるステップだったと位置づけられる。

※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 
私はこれまで Cys 残基の可逆的な酸化修飾により細胞内シグナル伝達を調節する、いわゆる
「活性酸素センサー」分子群の同定と解析に取り組み、その成果を自身が筆頭著者の論文として
報告してきた（Nat. Cell Biol. 8, 501−508 (2006)、Curr. Biol. 20, 1945−1952 (2010)、J. Clin. Invest. 
124, 5398−5410 (2014) など）。その一つである PRLはチロシンホスファターゼファミリーに属し
ているものの、その酵素活性は他と比べて極めて低いことが知られている。一般的にチロシンホ
スファターゼによる脱リン酸化反応は、まず基質蛋白質のリン酸基を活性中心の Cys 残基に転
移させてリン酸化 Cys 中間体を形成し、その後すぐにこの中間体を加水分解するという 2 段階
の反応で行われる。そして活性中心付近にある Ser/Thr残基はリン酸化 Cys中間体を加水分解し、
反応を完遂するために重要であると言われている。しかし PRL ではこの Ser/Thr 残基が存在せ
ず、そのため PRL では脱リン酸化反応のサイクルが滞ってしまい、酵素活性が低いと考えられ
ている。私は発想を転換させ、他のホスファターゼではすぐに消えてしまうリン酸化 Cys 中間
体が、PRLの場合は例外的に安定した状態で存在しており、そして PRLの機能調節に関わって
いる可能性を考えた。この仮説を実証するため、特異的リン酸化抗体を必要としない蛋白質のリ
ン酸化検出法である phos-tag PAGE で調べたところ、リン酸化 PRL のバンドが強く検出され、
そして活性中心である Cys104のアミノ酸置換変異体ではこのリン酸化バンドが検出されなかっ
た。また私は以前 PRL が過酸化水素処理により Cys104 と Cys49 との間で分子内ジスルフィド
結合を形成すると、Mg2+排出蛋白質 CNNM から解離することを見出していた。そこで PRL の
Cys104のリン酸化によっても CNNMとの結合が阻害されるか調べたところ、予想通り Cysリン
酸化された PRLは CNNMと結合しなかった。さらに CNNMの分子機能であるMg2+排出との関
わりを調べる過程で、培地中のMg2+を除くことでCysリン酸化レベルが低下することも発見し、
PRL が Cys104 でのリン酸化を介して細胞内の Mg2+恒常性を維持している、というモデルの着
想へと至った。 
 
２．研究の目的 
上述のように、私は研究対象としている PRLについて、細胞内では大量に Cysリン酸化状態
で存在することを発見した。また、この Cysリン酸化により PRLは結合パートナーであるMg2+

排出分子 CNNMと解離することや、培地中の Mg2+を除去することで内在性 PRLの Cysリン酸
化レベルが減少することを見出している。つまり、細胞は Cys リン酸化というユニークな翻訳
後修飾を介して、細胞内の Mg2+恒常性を維持している可能性が考えられる。このような予備的
検討結果や考えに立脚して、本研究では、システイン残基（Cys）のリン酸化という新しい翻訳
後修飾の性質やその生理的意義について追究することを目的と定めた。 

 
３．研究の方法 
本研究では上述の目的を達成するため、下記の手法で実験を行った。 
（１）Cys残基におけるリン酸化と酸化の関係性の解明 
リン酸化される PRLの Cys104残基について、以前私は活性酸素種によって酸化され、Cys49と
分子内ジスルフィド形成することをみつけている(J. Clin. Invest. 124, 5398−5410 (2014))。そこで、
同じ Cys104が関わる翻訳後修飾である Cysリン酸化と分子内ジスルフィド形成の 2つの関係に
ついて詳しく解析した。純粋な in vitroの系で実験を行う目的で、PRLの組み換えタンパク質を
大腸菌で発現・精製し、過酸化水素の存在・非存在下でのリン酸化状態の違いを phos-tag PAGE
によって調べた。 
並行して、細胞内における両翻訳後修飾の関連についても調べるべく、PRLの大部分が Cysリ
ン酸化状態にある HEK293細胞の培養液に過酸化水素を添加する実験も行った。 
 
（２）Cys残基を介した CNNM結合とホスファターゼ活性の生物学的重要性の比較検討 
PRL はチロシンホスファターゼファミリーに属しており微弱なホスファターゼ活性を有する。
一方でMg2+輸送体 CNNMへの結合とその阻害という機能も明らかとなっており。この２つの機
能のいずれもに活性中心のシステイン残基が必要であると知られている。このどちらが PRL に
よるがん悪性化に重要なのかを明らかにする目的で、活性中心のシステインを種々のアミノ酸
に置換した変異体を作成し、それぞれの生物学的重要性を、特にがん悪性化の促進能にフォーカ
スして解析した。またそれぞれの変異体の違いの解明のため、蛋白質結晶構造解析も行っている。 
 
４．研究成果 
（１）Cys残基におけるリン酸化と酸化の関係性の解明 
in vitro の実験において、PRL 組み換え精製タンパク質にチロシンホスファターゼの基質として
汎用される OMFPを用いて PRLの Cysリン酸化を促したのち、過酸化水素を添加した。すると
OMFP を添加していない、非リン酸化型の PRL では分子内ジスルフィド結合が速やかに形成さ
れた一方で、Cysリン酸化 PRLでは分子内ジスルフィド結合が形成されなかった。 



また HEK293細胞での実験からは、in vitroの場合と異なり Cysリン酸化状態が減弱し、分子
内ジスルフィド結合が形成された。これらの実験結果より、Cysリン酸化と分子内ジスルフィド
形成は排他的であり、また細胞内では Cys リン酸化と脱リン酸化のサイクルが盛んにおこなわ
れている可能性が示唆された。 
 
（２）Cys残基を介した CNNM結合とホスファターゼ活性の生物学的重要性の比較検討 
PRL の活性中心であるシステインをさまざまなア
ミノ酸に置換した変異体を作成したところ、アスパ
ラギン酸に置換した C104D 変異体では CNNM へ
の結合が維持されており、ホスファターゼ活性と
CNNM への結合との切り分けが可能な変異体の作
成に成功した。この変異体の結晶構造を取得したと
ころ、ちょうどシステイン残基がチオレートイオン
化した状態と非常によく似ており、そのため
CNNM への結合が可能であったと判明した。また
このシステインをグルタミン酸に置換した C104E
変異体の構造はシステイン残基がリン酸化された
状態と類似しており、実際この変異体は CNNMと
は結合しなかった。この変異体群を B16 細胞に安
定発現させ、C57BL/6J マウスの尾静脈から導入し
たところ、C104D 変異体発現細胞を導入した際に
は野生型 PRL 発現細胞を導入した際と同様に多数
の腫瘍が肺に形成されていた（図）。一方で、C104E  
変異体では腫瘍はほとんど観察されなかった。これらの実験結果より、PRLによるがん悪性化に
はホスファターゼ活性ではなく、CNNMへの結合が重要であることが明確となった。 
 

PRL C104D変異体によるがん悪性化の促進 
PRL の野生型、あるいは図に示す各変異体を安定
発現する B16細胞をマウスに導入し、3週間後に肺
における腫瘍形成を観察した。 
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