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研究成果の概要（和文）： Nemo-like kinaseは種を超えて保存されたタンパク質リン酸化酵素
である。私たちは本研究において、私たちは「NLKがNotch1を直接リン酸化することにより神経
前駆細胞からの神経細胞形成を促進すること」、「NLKが神経成長因子NGFによって活性化され、
パキシリンなどのリン酸化を介して神経突起伸長に貢献すること」など、NLKの新たな分子機能
と制御機構を明らかにした。                               
 
研究成果の概要（英文）： Nemo-like kinase is a conserved protein kinase. In this study, 
we found that NLK promotes neurogenesis via phosphorylating Notch1 and that NLK contribute 
to neurite outgrowth via phosphorylating paxillin and MAP1B downstream of NGF signaling. 
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１．研究開始当初の背景 
 
①NLK とは  本研究で注目する Nemo-like 
kinase(NLK)は MAPKに類似したキナーゼであ
る。私たちはこれまでに、NLK が様々な細胞
内情報伝達経路の転写因子をリン酸化して
その活性を変化させることにより、情報伝達
をファインチューンする機能をもつことを
明らかにしてきた。例えば NLK は、①
TCF/LEF(Wnt シグナルの転写因子)をリン酸
化することによりその DNA結合能を低下させ

て Wntシグナル活性を変化させたり、②c-Myb
（原がん遺伝子産物）をリン酸化することに
よりその蛋白質安定性を低下させたり、③転
写因子STAT3をリン酸化してIL-6や Activin
のシグナルを促進したりする。しかし、これ
らのリン酸化の個体における生理学的意義
はあまり明らかになっていない。現在までに
解明されているのは、「線虫の胚発生におけ
る TCF/LEF リン酸化の意義」と「アフリカツ
メガエル胚発生における STAT3リン酸化の意
義」のみである。線虫 NLK は TCF/LEF の DNA
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結合能を低下させることによって内胚葉誘
導を制御し、カエル NLK は転写因子 STAT3 を
リン酸化して活性化することによって中胚
葉誘導を制御する。また、ショウジョウバエ
NLK が複眼の光受容細胞の平面細胞極性の形
成に関与することや、マウス NLK が血球分化
に関与することは明らかになっているもの
の、これらの NLK がどのような蛋白質のリン
酸化を介して働いているのかは未知である。 
 加えて、NLK の活性化の分子機構もほとん
ど解明されていない。これまでに細胞内にお
ける NLK の活性化因子として TAK1 が同定さ
れており、また、NLK を活性化する細胞外リ
ガンドとして Wnt-5a、Activin、IL-6 が同定
されているが、これらによる NLK の活性化は
培養細胞株でしか確認されておらず、生体内
で NLKを活性化するシグナル分子は未だに同
定されていない。 
  
 
２．研究の目的 
 本研究では、脊椎動物における、「NLK 及び
NLK によってファインチューンされるシグナ
ル伝達経路群の機能と意義」、「NLK の活性制
御機構」を分子レベルから個体レベルまで総
合的に理解することを目的とし、研究を行う。
これにより「多細胞生物体の構築と維持にお
けるシグナル伝達のファインチューンの意
義」に迫る。 
 
 
３．研究の方法 
以下の 3つのアプローチを行う。 
(1)新たな NLK の基質の探索と NLK によるそ
の基質のリン酸化の分子・細胞・個体レベル
における役割の解明 
(2)NLKによるTCF/LEFリン酸化の生理学的意
義の解明 
(3)NLK の活性化機構の解明 
 これらについて、生化学的解析に適した培
養細胞系と分子細胞生物学及び遺伝学的解
析に適したゼブラフィッシュの系を組み合
わせて研究を進める。 
 研究目標(1)については、網羅的探索によ
り新規 NLK 基質を多数同定し、そのうち二、
三個についてその NLK によるリン酸化の分
子・細胞・個体レベルにおける役割の解明を
試みる。NLK 新規基質の一つとして同定した
Notch3 について優先的に解析し、研究期間内
に NLK による Notch リン酸化の機能と制御の
分子から個体レベルに至る全貌を解明する。 
 研究目標(2)については、ゼブラフィッシ
ュにおいて NLK、TCF/LEFをノックダウンし、
Wnt シグナルの関与する発生現象にどのよう
な影響があるかをまず調べる。そして、ゼブ
ラフィッシュを用いた遺伝学と Wntシグナル
のライブイメージングを利用し、NLK の分子

機能と生理機能とをリンクさせていく。 
 研究目標(3)については、NLK 結合タンパク
質の探索や NLKの活性化に異常のあるゼブラ
フィッシュ変異体の探索により NLKの活性化
に関わる分子を同定し、生化学的あるいは遺
伝学的解析により同定した分子と NLKの関係
を明らかにする。 
 
４．研究成果 
 
(1)新たな NLK の基質の探索と NLK によるそ
の基質のリン酸化の分子・細胞・個体レベル
における役割の解明： 
 
成果① NLKはNotch1をリン酸化することに
より Notch 転写複合体の形成を阻害し、神経
形成を促進する。 
 私たちは、本研究開始以前に、生化学的ス
クリーニングにより、NLK の新規基質として
Notch3 を得ていた。Notch3 は Notch1,2,3,4
からなる膜貫通型受容体タンパク質 Notchフ
ァミリーに属する分子である。Notch は隣り
合う細胞に存在するリガンドよりシグナル
を受け取ると、その細胞内領域を細胞質中へ
と切り離し、切り離された細胞内領域
（Notch-ICD）は核内へ移行し、転写因子 CSL 
(RBPJκ/Su(H))及び転写共役因子
Mastermind (MAM)と三者複合体を形成し、標
的遺伝子の転写を活性化する。また、この
Notch シグナルは、幹細胞の維持や急性白血
病発症に関与することが知られている。私た
ちはまず、NLK が Notch3 をリン酸化して
Notch3 の活性に影響を与えるかを検討する
ために、Notch3-ICD（活性化型 Notch3）によ
る転写活性化に対する NLKの影響をレポータ
ーアッセイにより調べた。残念なことに、
HEK293 あるいはヒト子宮頸癌由来細胞 HeLa
細胞において NLK を過剰発現させても、
Notch3-ICD による転写活性化に全く影響し
なかった。しかしながら、偶然コントロール
に使っていた Notch1-ICD（活性化型 Notch1）
による転写活性化を NLKが酵素活性依存的に
抑制することがわかった。同様の現象は、ヒ
ト大腸癌由来細胞 SW480及びマウス神経芽細
胞腫 neuro-2a においても観察された。これ
らの結果から、NLK は細胞種を問わず
Notch1-ICD による転写活性化を特異的に抑
制できることが示唆された。 
 続いて私たちは、「NLK による Notch1 シグ
ナルの抑制」が「実際の個体でも起きている
イベントなのか」を、モデル脊椎動物である
ゼブラフィッシュを用いて検討した。Notch
は脊椎動物の神経前駆細胞の維持に働いて
いる。ゼブラフィッシュにおいては、体節形
成期の神経板において Notchシグナルが標的
遺伝子 her4 及び hes5 の発現を誘導し、これ
を介して神経前駆細胞が神経細胞になるの



 

 

を抑制している。私たちはモルフォリノアン
チセンスオリゴヌクレオチドを用い、ゼブラ
フィッシュにおいて NLKを機能阻害し、Notch
シグナルと NLK の関係を検討した。NLK 機能
阻害胚（NLK k/d）では、her4 及び hes5 の発
現が上昇し、神経細胞が減少した。また逆に、
NLKを過剰発現すると、her4の発現が激減し、
神経細胞が増加した（図 1）。これらの結果か
ら、「脊椎動物の神経発生過程において、NLK
が Notch シグナルを抑制し、神経細胞形成を
促進していること」が示唆された。 
 
(図 1)  

 
 次に、「Notch1 リン酸化がどのようなメカ
ニズムで Notchシグナル低下を引き起こすの
か？」を検討した。NLK による Notch1 のリン
酸化は、Notch1-ICD の「タンパク質安定性制
御」や「細胞内局在制御」には影響を与えな
かった。そこで私たちは、NLK によるリン酸
化は「Notch1-ICD の MAM、CSL との三者複合
体形成」に影響を与えているのではないかと
考えた。neuro-2a 細胞に Myc タグ付きの
Notch1-ICD を単独、あるいは NLK と共に発現
させて抗 Myc 抗体で免疫沈降し、Notch1-ICD
と細胞内在性の MAM、CSLの共沈降を調べた。
その結果、NLK による Notch1-ICD のリン酸化
が Notch1-ICD と MAM、あるいは CSL との結合
を低下させることが明らかになった。さらに、
ゲルシフトアッセイを行い、NLK によってリ
ン酸化されたNotch1-ICDが DNA上でMAM、CSL
との三者複合体を形成できないことを確認
した。 
 続いて私たちは、NLK による Notch1 のリン
酸化部位を同定し、NLK のリン酸化を受けな
い Notch1 変異体（リン酸化部位のセリン残
基をアラニン残基に置換した A mutant）と擬
似リン酸化状態の Notch1 変異体（リン酸化
部位のセリン残基をアスパラギン酸残基に
置換した D mutant）を作製し、これらの Notch
シグナル及び神経細胞形成への影響を調べ
た。Neuro-2a 細胞とゼブラフィッシュの両方
において、A mutant は野生型 Notch1 よりも
強く標的遺伝子の発現を誘導し、神経細胞形
成も強く抑制した。逆に D mutant は野生型
Notch1 よりも標的遺伝子発現誘導能が弱く、
かつ神経細胞形成の抑制能も弱かった。 
また、D mutant は三者複合体形成能力が低下
していた。これらの結果から、NLK による

Notch1“リン酸化”の重要性を分子レベル（三
者複合体形成の阻害）と個体レベル（神経細
胞形成）をリンクさせて示すことが出来た
（図 2）。 
 
（図 2） NLK による Notch1 シグナル抑制 

 

 本成果は、Nature Cell Biology 誌 2010 年
３月号ににおいて論文として発表した。 
 
成果② NLK はリチウム感受性酵素であり、
神経成長因子 NGF の下流で働いて、細胞骨格
制御タンパク質 MAP1B及びパキシリンをリン
酸化し、神経突起伸長に貢献する。 
 神経成長因子 Nerve Growth Factor (NGF)
は感覚神経等の生存や軸索伸展において重
要な機能を果たす細胞外シグナル分子であ
る。また、NGF はラット神経細胞様細胞株 
PC12 に神経突起を誘導する能力を持つこと
がよく知られている。PC12 細胞は、NGF シグ
ナルの細胞内情報伝達経路を解析するため
のモデルシステムとしてよく使用されてい
る。現在までに、NGF の下流で ERK や p38 と
いった MAPK 群が活性化し、神経突起伸長に
必須の働きをしていることが知られている。
NLK は MAPK と類似の構造を持つ酵素であり、
また、PC12 細胞及び脊椎動物の神経組織に強
く発現していることから、NLK も MAPK 同様に
NGF シグナルの下流で機能する可能性が期待
できる。そこで、この可能性を検討した。 
 まず私たちは、PC12 細胞に NGF を添加する
と、その後 3-60 分の間、NLK の酵素活性が上
昇し、かつ NLK が細胞質から核内と細胞辺縁
部へ局在変化することを見いだした。また、
NGF が、低分子量 GTPase Ras を介して NLK の
リン酸化を引き起こすこともわかった。さら
に、NGF と類似の活性を持つ成長因子である
上皮成長因子 EGF によっても、Ras 依存的に
NLK のリン酸化が引き起こされることがわか
った。 
 つぎに、NGF シグナルによって活性化され
た NLKがどのような分子をリン酸化している
のかを調べた。これまでに、NGF 刺激直後に
リン酸化を誘導されるタンパク質として、
MAP1B とパキシリンが知られている。NGF の
下流でこれらをリン酸化するのはタンパク



 

 

質リン酸化酵素 GSK-3βであると考えられて
いた。何故ならば、PC12 細胞をあらかじめ
GSK-3β阻害剤として知られる塩化リチウム
で処理しておくと、NGF で刺激しても MAP1B
とパキシリンのリン酸化が起きなくなるか
らである。しかしながら一方で、GSK-3βは
NGF 刺激によって不活性化されることも報告
されていた。このことから、「GSK-3βではな
い、NGF 刺激直後に活性化する塩化リチウム
感受性なリン酸化酵素」が NGF 刺激による
MAP1B およびパキシリンのリン酸化誘導に関
与することが予測される。私たちは、NLK こ
そがこの酵素ではないかと仮定し、その仮説
を検証した。まず、NLK が NGF の下流で MAP1B
及びパキシリンのリン酸化に関与している
かを検討した。PC12 細胞において NLK を 
siRNA を用いてノックダウンしたところ、NGF 
刺激によるパキシリンのセリン 126 と MAP1B
のリン酸化が低下した。また、Co-IP アッセ
イにより NLK がパキシリン、MAP1B の双方に
直接結合することが判明し、さらに in vitro 
kinase assay により NLKがパキシリン、MAP1B
の双方を直接リン酸化することが確認され
た。これらの結果から、NLK が NGF の下流で
働いて、MAP1B とパキシリンをリン酸化する
ことが示唆された。加えて、PC12 細胞に塩化
リチウムを 10-50mM 添加すると NGF による
NLK の活性化が阻害されること、in vitro で
塩化リチウムが NLKの活性を直接阻害するこ
とを見いだした。このように、私たちの仮説
が正しいことが証明された。 
 続いて、NLK によるパキシリンリン酸化の
意義を検討した。パキシリンは focal 
adhesion という細胞接着において、細胞外マ
トリクスとアクチン骨格をリンクさせる重
要なタンパク質である。上述のように、NGF
を PC12 細胞に添加すると、その 5-30 分後に
NLK は細胞辺縁部に局在する。私たちは、NLK
同様に NGF 添加 5-30 分後に細胞辺縁部にセ
リン 126をリン酸化されたパキシリンとアク
チン繊維が集積することを見いだした。また、
NLK を RNAi すると、この「セリン 126 をリン
酸化されたパキシリンとアクチン繊維の集
積」が失われ、神経突起伸長が起きなくなる
ことを見いだした。即ち、「NGF によって活性
化された NLK は細胞辺縁部に移動し、そこで
パキシリンのセリン 126のリン酸化とアクチ
ン繊維の集積誘導を行い、神経突起伸長に貢
献することが示された。 
 本成果は、Journal of Neurochemistry 誌
において論文として発表した。また、現在ゼ
ブラフィッシュを用いて、NLK と神経突起伸
長の関係の詳細を検討中である。 
 
成果③ その他の成果 
 NLK の新規基質探索を行い、複数の新規基
質を同定し、現在解析中である。 

 また、NLK による Notch シグナル制御の生
理学的意義を網羅的に解析するために、
Notch シグナル可視化ゼブラフィッシュを作
成中である。 
  
 
(2)NLKによるTCF/LEFリン酸化の生理学的意
義の解明 
 
成果④（番号は通し番号） NLK は LEF1 のリ
ン酸化を介して Wnt シグナルを促進し、予定
中脳領域の神経前駆細胞の増殖を促進する。 
 これまでに、ヒト細胞株（HeLa/HEK293）
において、NLK が Wnt シグナルの転写因子で
ある LEF1 をリン酸化することによってβカ
テニン-LEF1複合体のDNA結合能を低下させ、
Wnt シグナルを阻害することが明らかとなっ
ている。しかしながら、NLK による Wnt シグ
ナル制御の脊椎動物個体における生理学的
意義はあまり明らかにされていない。そこで
私たちは、脊椎動物モデルであるゼブラフィ
ッシュを用いて、これの解明に取り組んだ。
まず、Wnt シグナルレポーターフィッシュ
TOPdGFP を用いて、NLK が実際にゼブラフィ
ッシュ個体内で Wntシグナル制御に関わって
いるかを検討した。その結果、驚くべきこと
に、形成途上の中脳領域における Wnt シグナ
ルレポーター活性が NLK機能阻害によって低
下した。このことは、NLK が形成途上の中脳
領域においては Wntシグナルを促進している
ことを示唆する。 
 私たちは続いて、中脳領域における NLK に
よる Wntシグナル制御の意義について検討し
た。これまでに、Wnt シグナルが形成途上の
中脳領域で働いて神経前駆細胞の増殖を促
すことが知られている。NLK 機能阻害胚では、
その Wntシグナル活性の低下と相関するよう
に、中脳領域における神経前駆細胞の増殖が
低下し、その結果として中脳視蓋が矮小化し
た。このように、NLK が中脳視蓋の形成過程
において Wntシグナルを正に制御することが
明らかになった。 
 私たちはさらに、動物細胞株を用いて、Nlk
による Wntシグナル促進機構のメカニズムを
詳細に解析した。その結果、Nlk が PC12 や
neuro-2a などの未分化神経細胞様の細胞に
おいてはβカテニン-LEF1 複合体による転写
活性化を促進すること、NLK が LEF1 の保存さ
れた二つの Thr/Ser残基をリン酸化すること
により Wntシグナルを促進することが明らか
になった。加えて、「ゼブラフィッシュにお
いて NLK 機能阻害胚の表現型が LEF1 の過剰
発現により回復すること」、即ち、in vivo に
おいても NLK が LEF1 を介して機能すること
を示唆するデータが得られた。 
 このように、NLK が神経組織においては、
Wnt シグナルを促進することがわかった。現



 

 

在、神経組織以外の組織における Wnt シグナ
ルと NLKの関係を検討している。そのために、
新たな Wntシグナルレポーターフィッシュを
作製した（前述の TOPdGFPは感度が低いため）。
今後はこれを用いて研究を進めていく。また、
「NLKによるLEF1リン酸化がWntシグナル促
進を導く分子機構」についても検討している。 
  
成果⑤ KDM7 は中脳形成に貢献する 
 成果④の研究で確立したゼブラフィッシ
ュ中脳形成過程の解析手法を用い、ヒストン
脱メチル酵素 KDM7 がゼブラフィッシュの中
脳形成に貢献していることを証明した。その
成果は、Genes&Development 誌において発表
した（九州大学 生体防御医学研究所 分子
発現分野との共同研究）。 
 
(3)NLK の活性化機構の解明 
 
成果⑥ 前述の成果②により、NLK が NGF に
よって活性化されることと、NLK がリチウム
により活性を阻害されることを見いだした。 
 
成果⑦ p38 は NLK をリン酸化し活性化する 
 アフリカツメガエルにおいて p38 MAPK が
NLK の C 末端領域の保存されたセリンを直接
リン酸化して NLK を活性化し、この活性化が
頭部形成に貢献することを見いだした。その
成果は、MCB 誌において発表した（東京医科
歯科大学 澁谷浩司教授との共同研究）。 
 
成果⑧ NLK は自己活性化する 
 NLK がホモダイマーを形成し、自身の活性
化ループのスレオニンを自己リン酸化して
活性化することを見いだした。現在、その意
義とメカニズムについて検討を進めている。 
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