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研究成果の概要（和文）：MAPKファミリーのERK5は、神経突起伸展やドパミン・ノルアドレナリンなどのカテコ
ラミンの生合成に関与する。in vitro、in vivoおよび臨床面からのERK5に関連した本研究の結果より、神経細
胞の分化誘導時にERK5がankrd1、MIDN、Kv4.2の遺伝子発現を引き起こし、その結果として神経突起の伸長、神
経伝達物質としてのカテコラミンの生合成の促進、神経細胞の膜興奮性を高めることが明らかになった。この一
連のERK5シグナルが破綻すると、パーキンソン病や副腎髄質褐色細胞腫の発症や病態進展につながるものと示唆
された。

研究成果の概要（英文）：ERK5 is a member of MAPK family and involved in neurite outgrowth and 
biosynthesis of catecholamines including dopamine and noradrenalin. In the present study, we found 
that ERK5 promotes gene expression of ankrd1, MIDN and Kv4.2 during differentiation towards mature 
neurons, causing neurite outgrowth, catecholamine biosynthesis and increase in membrane 
excitability. These results suggest that disruption of this ERK5 signaling results in development 
and progress of Parkinson's disease and adrenal pheochromocytoma.

研究分野：薬理学
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平成

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでにERK5の神経機能の調節機構はほとんど不明であったが、本研究によりin vitro、in vivoさらには臨
床面でのERK5のカテコラミン生合成に対する役割が明らかになった。これは独創的な研究結果であり、学術的に
意義が大きいと思われる。さらにERK5は、カテコラミンと関連する高血圧症や中枢神経疾患の治療を目指した創
薬の標的であり、ERK5を利用した新しいタイプの分子標的薬の開発が期待されることが社会的な意義である。



１．研究開始当初の背景 
	
 

MAPK（mitogen-activated	
 protein	
 kinase）ファミリーに属する ERK5（extracellular	
 
signal-regulated	
 kinase	
 5）は、NGF（nerve	
 growth	
 factor）などの増殖・神経栄養因子によ
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。特に神経細胞の分化誘導時における ERK5
の役割に関した知見の報告例は、国内外を含めて極めて少なく不明な点が多い。	
 

	
 
我々は ERK5 の活性化が PC12 細胞（副腎髄質由来で神経細胞モデル）や交感神経細胞の分

化を誘導することを報告した。特に、ドパミン、ノルアドレナリンおよびアドレナリンといっ
たカテコラミンの生合成酵素であるチロシンヒドロキシラーゼの発現とその活性制御につい
て、ERK5 が ERK1/2以上に重要な役割を担うことを明らかにした。加えて、マイクロアレイ法
により ERK5 依存的に発現が誘導される数多くの遺伝子（ankyrin	
 repeat	
 domain	
 1（ankrd1）、
midnolin（MIDN）、	
 Kv4.2 など）を同定した。	
 	
 

	
 
カテコラミンは高血圧症などの循環器疾患に加えてパーキンソン病、うつ病、統合失調症、

睡眠障害といった中枢神経疾患など、現在社会問題となっている疾患とも関連することが知ら
れている。ERK5 とカテコラミンの生合成制御あるいはその異常に基づく様々な疾患との関連
性が示唆されるが、研究開始当初まで報告はほとんどなかった。	
 

	
 
それゆえに、中枢神経疾患や循環器疾患の病因、病態進展の側面に ERK5 の機能とカテコラ

ミンの働きがあることを示す必要がある。 
	
 

２．研究の目的 
 

これまでの研究内容を発展させて、ERK5 によるカテコラミン生合成の制御機構の分子基盤
を求めるとともに、ERK5活性を抑制したマウスやヒト臨床サンプルを用いて、ERK5 の生理的・
病理的な役割を明確にしながら、創薬の標的としてのERK5 の有用性を明らかにすることを目的
とする。	
 
	
 
具体的には、（1）ERK5 依存的に誘導される ankrd1 の詳細なチロシンヒドロキシラーゼ安定

化メカニズムに加えて、同じく ERK5 依存的に誘導され、その機能が全く不明な MIDN に注目し
て、カテコラミン生合成における役割を明らかにする。さらに、神経細胞において K+電流を制
御する Kv4.2 に対する ERK5の役割を解明する。	
 
	
 

（2）ERK5 コンディショナルノックアウト（cKO）マウス、ERK5	
 shRNA をコードするアデノ
随伴ウイルス、ERK5 シグナル阻害薬 BIX02189 などを利用しながら、副腎髄質あるいは中脳黒
質のドパミン神経細胞や青斑核のノルアドレナリン神経細胞といった脳神経細胞の ERK5 活性
を消失させ、循環器系や中枢神経系に対する影響を明らかにする。	
 
	
 
（3）カテコラミンを過剰に産生するヒト副腎髄質褐色細胞腫の摘出サンプルの ERK5 活性、

発現量およびその遺伝子配列を調べながら、副腎髄質褐色細胞腫と ERK5 の関連性を検討する。	
 
	
 
以上のように、in	
 vitro、in	
 vivo さらには臨床面から、循環器系や中枢神経系におけるERK5

の生理的・病理的な役割を解明していく。	
 
 
３．研究の方法 
	
 

PC12 細胞の培養は、ウシ胎仔血清とウマ血清および抗生物質を加えた DMEM 中で培養した。
さらに、ERK5、ankrd1、MIDN などの遺伝子発現をゲノム編集（CRISPR/Cas9）または RNA 干渉
（siRNA/shRNA）で抑制し（あるいは過剰発現させながら）、神経突起伸展を指標とした形態的
な分化やカテコラミン類の生合成能を指標とした機能的な分化の解析を行った。Ankrd1、MIDN、
Kv4.2 およびチロシンヒドロキシラーゼなどの遺伝子発現量は、RT-qPCR 法によって行った。ま
た各タンパク質の発現量やリン酸化などは、特異的抗体を用いたウエスタンブロット法によっ
て行った。カテコラミン類の生合成量は、LC-MS を用いて定量した。K+電流はパッチクランプ
法により測定した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 
（1）ERK5 により遺伝子発現が誘導される ankrd1、MIDN、Kv4.2 の生理的な役割について検討
した。	
 
	
 

①	
 Ankrd1 について：PC12細胞を NGF で刺激すると、2時間をピークとした一過性の ankrd1 の



遺伝子発現が誘導された。Ankrd1 の発現を siRNAでノックダウンすると、カテコラミンの生合
成に必須であるチロシンヒドロキシラーゼのタンパク質レベルが減少したが、その mRNA の発現
量は抑制されなかった。また、ankrd1のノックダウンにより、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促進された。つまり、ankrd1はチロシンヒドロキシラーゼのユビキチ
ン化を抑制して、その安定性を増加していると推定された。Ankrd1 をノックダウンしても、神
経突起伸長には影響がなかった。さらに、ankrd1 のノックダウンによりドパミンおよびノルア
ドレナリンの生合成量が抑制されたことから、ankrd1はカテコラミン類の生合成に重要な役割
を担っているものと示唆された（Obara	
 et	
 al.,2016）。	
 
	
 
②	
 MIDN について：PC12 細胞を NGF で刺激すると、2時間をピークとした一過性の MIDN の遺伝
子発現が誘導された。このMIDNの遺伝子発現はERK5およびERK1/2シグナルの阻害薬（BIX02189
および U0126）で有意に抑制された。MIDN の細胞内の局在は、主に核と小胞膜であった。共同
研究者によるパーキンソン病患者のゲノム解析の結果、山形の健康な人 100 人では MIDN 遺伝子
のコピー数に異常が全く認められなかったが、孤発性パーキンソン病患者 86 人のうち 9 人
（10.5％）のコピー数が 1に減少していた。すなわち、MIDN の異常がパーキンソン病の発症に
関与していることが明らかになった。MIDN の発現をゲノム編集でノックアウトすると、チロシ
ンヒドロキシラーゼのタンパク質レベルは減少しなかったが、PC12 細胞の神経突起伸長は完全
に抑制された。また、パーキンソン病の原因遺伝子の一つで、ユビキチン E3リガーゼとして機
能する Parkin の遺伝子およびタンパク質の発現レベルが、MIDN のノックアウト・ノックダウ
ンにより有意に減少した。以上のことから、MIDN は神経突起の伸長と種々のタンパク質の品質
管理に重要な役割を担い、その MIDN遺伝子異常によりパーキンソン病が引き起こされるものと
推定された(Obara	
 et	
 al.,	
 2017;2018)。	
 
	
 
③	
 Kv4.2 について：PC12 細胞に ERK5 を恒常的に活性化させる MEK5 の活性化変異体を過剰発現
させると、電位依存性 K+チャネル(Kv4.2 および 4.3)の mRNA 発現量が増大したが、電位依存性
Ca2+チャネル（L、N、P/Q 型）および Kv4.2 の β サブユニットである K	
 channel-interacting	
 
protein3 の発現量は変化しなかった。また、Kv4.2 タンパク質の発現量を調べてみたところ、
ERK5 シグナルによって Kv4.2	
 mRNA の発現上昇が認められるにもかかわらず、Kv4.2 タンパク質
の有意な発現上昇は認められなかった。しかし、Kv4.2のリン酸化について調べたところ、ERK5
の活性化によって Kv4.2 のリン酸化が亢進し、ERK5 のドミナントネガティブ変異体では Kv4.2
のリン酸化が抑制された。Kv4.2 が担う一過性外向き電流（A電流）に対する ERK5 シグナルの
影響を電気生理学的に調べたところ、A 電流の不活性化が抑制することが明らかになった。す
なわち、ERK5 による Kv4.2 のリン酸化によって A 電流の不活性化が抑制され、古典的
Hodgkin-Huxley のモデルにより神経の発火頻度が増大することことが明らかになった
(Kashino	
 et	
 al.,	
 2018)。	
 	
 
	
 

（2）	
 in	
 vivo における ERK5 の役割を解明するために、ERK5 シグナルの自発運動量への影響に
ついて検討した。ERK5 阻害薬 BIX02189 をマウス脳室内に投与すると、メタンフェタミン腹腔
内投与による自発運動量の増加が有意に抑制された。さらにメタンフェタミン投与後に線条体
における ERK5の活性化が認められ、その活性化も BIX02189 で抑制された。つまり、ERK5阻害
薬が何らかのメカニズムでカテコラミンの作用を抑制して、自発運動量を減少させたものと推
定された。	
 
	
 
（3）ERK5 の病態時の役割を解明するために、カテコラミンを過剰に産生するヒト副腎髄質褐
色細胞腫と ERK5 の関連性について検討した。ヒト正常副腎髄質検体 7 例と副腎褐色細胞腫 11
例における ERK5 とチロシンヒドロキシラーゼの発現量を比較検討すると、正常副腎髄質では両
者の発現量に比較的高い相関性が認められた（R=0.79）。一方、褐色細胞腫ではチロシンヒドロ
キシラーゼの高発現が認められたが、ERK5の発現量は逆に低下しているという予想外の結果が
得られた。腫瘍化した副腎髄質では、ERK5 によるカテコラミンの生合成制御機構が破綻し、何
らかの別の機構が働いていると示唆された（Obara	
 et	
 al.,2016;Sunenaga	
 et	
 al.,2016）。	
 
	
 

以上の in	
 vitro、in	
 vivo および臨床面からの ERK5 に関連した研究結果より、神経細胞の
分化誘導時に ERK5 が ankrd1、MIDN、Kv4.2 の遺伝子発現を引き起こし、その結果として神経突
起の伸長、神経伝達物質としてのカテコラミンの生合成の促進、神経細胞の膜興奮性を高める
ことが明らかになった。この一連のERK5 シグナルが破綻すると、パーキンソン病や副腎髄質褐
色細胞腫の発症や病態進展につながるものと示唆された。本研究による研究成果は大きなイン
パクトを有するものと考えられる。	
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