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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリア内の呼吸鎖反応を抑制管理している分子シャペロンであるTumor 
necrosis receptor-associated protein 1 (TRAP1)のチロシンリン酸化による機能調節メカニズムについて検討
を行なった。質量分析にて、TRAP1のY498残基をリン酸化残基候補として同定。TRAP1-Y498Fでは、野生型TRAP1
と比較して、cSrcによるリン酸化の程度が減少していた。一方、野生型TRAP1と比較し、TRAP1-Y498F及び 
-Y498EのATP結合能に明らかな違いはなく、498番目のチロシン残基リン酸化は、TRAP1のATP結合能に影響が少な
いと示唆された。

研究成果の概要（英文）：TRAP1 (TNF receptor-associated protein), a homologue of HSP90, is 
mitochondrial molecular chaperone which regulates a metabolic switch between mitochondrial 
respiration and aerobic glycolysis. We explored the possibility that TRAP1 phosphorylation regulates
 its chaperone activity. We identified Y498 as a possible tyrosine phosphorylated residue, and found
 attenuation of c-Src mediated phosphorylation in TRAP1 with non-phosphomimetic mutation of this 
residue, while there was no significant difference in the ATP binding activity between the wild 
type, and phospho- or non-phosphomimetic mutation TRAP1.

研究分野：癌化学放射線療法治療耐性克服
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1. 研究開始当初の背景 

 

これまで、申請者は、ミトコンドリア内にの

み局在する分子シャペロンである Tumor 

necrosis factor receptor-associated protein 

1 (TRAP1)は、cSrcとの結合により、呼吸鎖

の Complex IVの活性を抑制的に制御してお

り、酸化的リン酸化の抑制による、ATP 産生

抑制および活性酸素産生制御を介して、細胞

の移動能を制御していることを見出してき

た 1。TRAP1 は細胞内での酸化的リン酸化と解

糖のバランスを司っているものと解釈され

る。 

 

TRAP1と構造的相同性の高い paralogueであ

る、Heat shock protein 90 (Hsp90)は、ATPの結

合と ATP加水分解による立体構造の変化に

より制御されているが、リン酸化を含む翻訳

後修飾がHsp90の分子シャペロン活性の制御

に重要であることが解明されてきた。TRAP1

も Hsp90同様に、チロシンリン酸化蛋白であ

るため、翻訳後修飾が機能調節に重要である

ことが推測され、翻訳後修飾を変化させるこ

とで、TRAP1の活性化を誘導する癌治療戦略

となる可能性がある。 

 

２．研究の目的 

 

切除不能な腎盂尿管癌、および膀胱癌に対す

る治療法は未だ有効でなく、新規の治療戦略

の樹立が期待されている。TRAP1はミトコ

ンドリア内の分子シャペロンとして、呼吸鎖

反応を抑制管理しているという申請者の知

見に基づき、TRAP1を標的とした尿路上皮

癌に対する新規治療戦略を樹立するべく、本

研究では、TRAP1のチロシンリン酸化によ

る機能調節メカニズムを明らかにすること

を目標とした。 

 

１）TRAP1をリン酸化させるチロシンキナー

ゼ及びチロシンリン酸化をきたす残基を同

定する。 

 

２）TRAP1のチロシンリン酸化による翻訳後

修飾での TRAP1の機能制御機構を明らかに

する。 

 

３．研究の方法 

 

１）TRAP1のチロシンリン酸化残基同定につ

いて： 

TRAP1のリン酸化部位候補の絞り込みを質

量分析により行う。同定されたリン酸化候補

部位のリン酸化を、精製蛋白を使用した in 

vitro kinase assayにて評価を行うとともに、リ

ン酸化が細胞内で起きていることを確認す

る。 

 

２）TRAP1の翻訳後修飾による機能調節機構

の評価について： 

免疫沈降法により、TRAP1と結合している

チロシンキナーゼをスクリーニングし、候補

となるチロシンキナーゼによる TRAP1のリ

ン酸化の変化を評価する。 

さらに、非リン酸化型およびリン酸化型を模

倣した変異型 TRAP1を作成し、機能的評価

を行う。 

 

４．研究成果 

 

TRAP1の翻訳後修飾による機能調節機構の

評価について 

 

① リン酸化候補部位の絞り込み： 

過剰発現させた TRAP1を免疫沈降させ、質

量分析し、498番目のチロシン残基をリン酸

化部位候補として同定した。 

 

② リン酸キナーゼ候補の絞り込み： 

過剰発現させた TRAP1を免疫沈降させ、



TRAP1と結合しているチロシンリン酸化キ

ナーゼのスクリーニングを行なったところ、

すでに同定していた c-Srcに加え、c-Ablが

TRAP1と結合していることを確認した。 

 

③ 498番目のチロシン残基の細胞内リン酸

化の確認： 

TRAP1の 498番目のチロシン残基に変異を

導入し、非リン酸化型に模倣した変異である

TRAP1-Y498Fと TRAP1-Y498E を作成、

リン酸化の評価を行った。その結果、

TRAP1-Y498Fでは、野生型 TRAP1と比較

して、cSrcによるリン酸化の程度が減少して

いることを見出した。 

 

 
 

④ In vitro kinase assayによる TRAP1蛋

白のチロシンリン酸化確認： 

野生型 TRAP1および TRAP1-Y498Fのタン

パク生成を行い、精製 TRAP1蛋白の c-Src

によるリン酸化の変化を in vitro kinase 

assayにより評価したが、c-Srcによるリン酸

化は野生型および Y498F変異型共に得られ

なかった。 

 

⑤ 翻訳後修飾による機能調節の評価につ

いて： 

野生型 TRAP1とともに、TRAP1-Y498Fと

TRAP1-Y498Eを過剰発現させ、ATPビーズ

を使用した免疫沈降を施行し、ATP結合能を

評価したところ、TRAP1の ATP結合能は野

生型、Y498E、Y498Fともに変化が認められ

なかった。そのため、498番目のチロシン残

基のリン酸化は、TRAP1の ATP結合能に影

響が少ないものと考えられた。 

 

 

 

⑥ Cyclophilin Dとの結合調節機能につい

て： 

アポトーシス時のミトコンドリア外膜透過

性亢進の分子機構の一貫であるミトコンド

リア膜透過性遷移現象に必須である

Cylophilin Dと TRAP1は結合体を形成し、

その機能に関与しているとされている 2。そ

のため、TRAP1と CyclophilinDの結合にお

ける498番目のチロシン残基のリン酸化の影

響について評価を行なったが、TRAP1と

CyclophilinDとの結合能は、野生型、Y498E、

Y498Fともにあきらかな変化が認められな

かった。 
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