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研究成果の概要（和文）：本研究では発がん因子PRLのシステイン残基に起こるリン酸化の解析を行った。細胞
外のマグネシウムイオンを枯渇させると速やかに脱リン酸化され、このときPRLのタンパク質量も増加してい
た。マグネシウムイオン枯渇状況でPRLをノックダウンすると顕著な細胞死が起こり、この応答の機能的重要性
も明らかになった。さらにリン酸化反応のメカニズムを調べたところ、ATPなどがリン酸ドナーとしてはたらい
ていることを示唆する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：We investigated the phosphorylation that occurs on Cys residue in oncogenic 
protein PRL. When magnesium ion was depleted from the culture medium, PRL was rapidly 
dephosphorylated and its protein levels were increased. PRL knockdown under this magnesium 
ion-depleted condition resulted in promotion of cell death, indicating the biological importance of 
this response. Moreover, the investigation of the phosphorylation mechanism revealed the possible 
role of phosphate-containing molecules, such as ATP, as phosphate donor.

研究分野：細胞生物学

キーワード： 蛋白質　シグナル伝達

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
リン酸化はタンパク質の主要な翻訳後修飾として知られるが、システイン残基のリン酸化はこれまでにバクテリ
アでの事例が一つしか知られていないユニークなものである。本研究では発がん因子PRLでのシステインリン酸
化に関する解析を進め、細胞の環境応答の仕組みとしてダイナミックに制御されており、それが細胞の生死に関
わることを明らかにした。タンパク質機能制御の新たな仕組みとして今後の研究の発展が期待できる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1)タンパク質はさまざまな翻訳後修飾を受けて機能調節されている。その中でもキナーゼによ
るリン酸化は主要な翻訳後修飾として古くから知られてきた。哺乳動物系では特にセリン残基
やスレオニン残基のリン酸化がドミナントであり、そのほかにチロシン残基のリン酸化も発が
んシグナルなどの関わりでよく知られている。これらのよく知られたリン酸化はいずれもアミ
ノ酸側鎖の水酸基に起こっており、比較的安定的に存在する。そのため細胞内では脱リン酸に働
くホスファターゼが加水分解反応を触媒している。 
 
(2)本研究で解析に取り組むリン酸化システインはチロシンホスファターゼの活性中心システイ
ンで一過的に生成することが知られていた。このとき、基質のリン酸はシステイン残基のチオー
ル基に転移してリン酸化システインを作るが、速やかに加水分解反応を受けるため安定的には
存在しない。実際、哺乳動物系の細胞で安定的なシステインリン酸化は報告されておらず、バク
テリアの黄色ブドウ球菌での報告が一つあるだけだった。このような状況の中で、私たちはそれ
まで機能解析を進めてきた phosphatase of regenerating liver (PRL)ではこの反応中間体のリ
ン酸化システインが安定的に存在していることを見つけた。本研究では哺乳動物系で初めての
発見となったこのユニークなリン酸化システインの形成メカニズムや生物学的重要性の解明に
取り組むこととした。 
 
２．研究の目的 
私たちの研究グループは大腸がんの転移巣で特異的に高発現し、がん悪性化を促進する分子 PRL
の機能解析を進めてきた。がんとの密接な関わりが示されていながらその分子機能はまったく
不明だったので、細胞内で会合している分子を探索し、進化的に高度に保存された膜タンパク質
cyclin M (CNNM)を見つけた。この CNNMはマグネシウムイオンを細胞外に排出するトランスポ
ーターであり、PRL はそれに結合してマグネシウムイオン排出を阻害していた。PRL は反応性の
高いシステイン残基を持ち、それが酸化されて分子内でジスルフィド結合を作ることも見つけ
ていたが、これによって CNNM との結合が可逆的に調節されていた。PRL はチロシンホスファタ
ーゼドメインを持ち、実際に微弱ながら酵素活性も持っている。チロシンホスファターゼの活性
中心システインは反応中間体としてリン酸化されることが知られていたので、PRL の組換えタン
パク質を使って調べたところ、他のホスファターゼと異なり非常に安定的に存在していること
が分かった。しかも、このリン酸化型の PRL は CNNMと結合できなくなることが分かった。さら
に培養系での哺乳動物細胞に内在性の PRL タンパク質でもかなりのリン酸化が観察された。こ
のことはリン酸化システインが生理的に存在しており、細胞機能の調節に寄与している可能性
を示唆している。このようなリン酸化システインは哺乳動物系ではまったく報告されておらず、
極めてユニークな翻訳後修飾と考えられる。本研究ではこの PRL のシステインリン酸化にフォ
ーカスを絞り、その形成や維持のメカニズムや機能的重要性を追究することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
培養系の哺乳動物細胞を用いて、内在性の PRL タンパク質のシステインリン酸化レベルが細胞
外環境によってどのような影響を受けるか、特に培地中のマグネシウムイオンを枯渇させるな
どの効果について調べる。このとき、PRL のタンパク質量がどのように変化するか、ノックダウ
ン等により人為的に発現抑制すると細胞の機能状態がどうなるかについても調べる。また、この
システインリン酸化のメカニズムを調べるため、リン酸ドナーとなりうるさまざまな生体物質
と PRL の組換え精製タンパク質を in vitro で混合して、リン酸化状態がどのようになるかにつ
いても調べ、具体的な候補については細胞内での量変化とリン酸化レベルについても検討して、
in vivo でのリン酸化メカニズムとして機能しうるかどうかも調べる。 
 
４．研究成果 
(1)培養系の哺乳動物細胞で内在性の PRL タンパク質の大半は通常の培養条件ではリン酸化され
ていた。培地中のマグネシウムイオンを枯渇させると速やかに脱リン酸化され、それがメジャー
になった。このとき CNNM との複合体形成が増加すると共に、PRL のタンパク質量も顕著に増加
していることが分かった。PRL のシステインリン酸化が PRL 分子自身の安定性などの制御に関わ
っている可能性が示唆された。また逆に、マグネシウムイオンを枯渇させた状況で再添加すると
速やかに PRL がリン酸化されることも分かった。PRL システインのリン酸化と脱リン酸化がいず
れも細胞外環境の変化に応じて迅速に応答することができ、細胞の機能制御に機能しうること
が明らかになった。 
 
(2)PRL のタンパク質量増加の仕組みを調べるため、タンパク質や mRNA の安定性を調べたとこ
ろ、特に違いは見られなかった。また量的にはタンパク質だけでなく mRNAも増加していること
が分かったので遺伝子からの転写が活発化が重要であると考えられた。また、この PRL の発現誘
導応答に転写因子の STATを介するシグナル伝達が重要であり、実際にリン酸化レベル増加して
活性化していることも示された。このほか、PRL の発現を調節する仕組みを調べていたところ、
mTOR キナーゼの阻害剤として知られるラパマイシンで、極めて顕著な PRL 発現増加が観察され
た。細胞内のマグネシウムイオン量に応じた ATP量の変化や、それをセンスする AMP キナーゼに



よって mTOR 機能が制御されていることはよく知られており、PRL 量のフィードバック調節に寄
与している可能性が示唆された。 
 
(3)マグネシウムイオンを枯渇させた細胞の状態を調べると、特に顕著な違いは見られなかった。
そこで PRL の発現を RNAi でノックダウンさせて調べた。その結果、PRL を発現抑制させた細胞
をマグネシウムイオン枯渇状態に置くと顕著なアポトーシスが起こっていることが分かった。
マグネシウムイオンが枯渇したとき、細胞では PRL を速やかに脱リン酸化して、さらにタンパク
質量を増加させ、CNNM に結合・機能阻害して細胞内からマグネシウムイオンが流出するのを防
いでいると考えられる。 
 
(4)PRL のシステインリン酸化の分子メカニズムを明らかにするため、PRL の組換えタンパク質
を精製して、細胞内に存在するさまざまなリン酸を含む物質とインキュベートしてリン酸化さ
れるかどうかを調べた。その結果、ATP と混合することで部分的にではあるが有意なリン酸化が
確認できた。その一方で、この in vivo での重要性を調べるため、2-デオキシグルコースやオリ
ゴマイシンなどの処理によって細胞内の ATP量を大きく減少させても、PRL のリン酸化レベルに
は特に変化が見られず、この仕組みが細胞内でも働いているかどうかに関しては不明のままで
残った。何か別の分子によって ATP による PRL のリン酸化が調節されている可能性が考えられ、
さらなる検討が必要であると結論した。 
 
(5)PRL の脱リン酸化を引き起こす仕組みも検討した。リン酸化されるシステイン残基は活性酸
素によって酸化されて分子内ジスルフィドを作ることが知られていたので、活性酸素の効果を
調べた。まず、細胞を過酸化水素で刺激したところ、速やかに脱リン酸化されることが明らかと
なった。この効果が直接起こっているのか調べるため、組換えタンパク質を用いて in vitro で
システインリン酸化された PRL に対して過酸化水素処理してみたが、有意な脱リン酸化は観察
されなかった。細胞内で過酸化水素などの活性酸素に応答して PRL を脱リン酸化する何らかの
仕組みが存在することが示唆された。 
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橋爪 脩, 船戸 洋佑, 三木 裕明

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

PRL高発現によるMetチロシンリン酸化の亢進と細胞内局在変化

がん悪性化のドライバー蛋白質PRLによる染色体制御の異常

過剰なマグネシウムが引き起こすミトコンドリアでのATPとROSの過剰産生

酸化・還元依存的なマグネシウム恒常性の維持機構とその破綻による疾患・老化

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名
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2018年

2018年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第９１回日本生化学会大会

第９１回日本生化学会大会（招待講演）

第27回日本Celldeath学会学術集会（招待講演）

第13回トランスポーター研究会年会（招待講演）
 ３．学会等名

山崎 大輔, 長谷川 綾郁, 船戸 洋佑, 三木 裕明

船戸 洋佑, 橋爪 脩, 山崎 大輔, 三木 裕明

船戸洋佑、吉田篤、柳嘉晶、山崎大輔、三木裕明

船戸洋佑、 橋爪脩、山崎大輔、三木裕明

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

PRL/CNNM複合体によるマグネシウムイオン排出の調節とミトコンドリアでの活性酸素産生

PRLによる細胞外pH環境依存的な 細胞死

Mg2+排出タンパク質CNNMによる マグネシウム恒常性維持と寿命制御

Mg2+トランスポーターCNNM4は大腸での発がんを抑制する

 １．発表者名
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2018年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

ソルト・サイエンス研究財団　第30回 助成研究発表会（招待講演）

WCP2018 KYOTO Satellite Symposia "Regulating cell homeostasis: from small molecules (drugs, O2, ROS, and NO) to ion
channels, receptors, and systems.”（招待講演）（国際学会）

第71回日本酸化ストレス学会/第18回日本NO学会　合同学術集会（招待講演）

生体分子コバレント修飾の革新的解析拠点形成 シンポジウム（招待講演）

三木裕明

船戸洋佑、山崎大輔、三木裕明

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

PRL/CNNM複合体によるMg2+排出の調節とPRLのCysリン酸化

マグネシウム再吸収と共役した血圧調節機構の解明

Overproduction of ATP and reactive oxygen species in mitochondria by excessive magnesium

細胞内マグネシウムイオンの調節とミトコンドリアでの活性酸素産生

 １．発表者名

 １．発表者名

Hiroaki Miki

三木裕明
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2017年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

2017年度生命科学系学会合同年次大会

 ３．学会等名

Yoshida A, Funato Y, Miki H

Yamazaki D, Hasegawa A, Funato Y, Miki H

Hashizume O, Funato Y, Miki H

Funato Y, Yoshida A, Yamazaki D, Miki H

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

2017年度生命科学系学会合同年次大会

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

Mg2+の不足によるPRLの転写活性化

Mg2+トランスポーターCNNM4は大腸での発がんを抑制する

Mg2+トランスポーターCNNMは線虫でROSレベルと寿命を調節する

PRLによる酸性微小環境への適応

 １．発表者名

2017年度生命科学系学会合同年次大会

2017年度生命科学系学会合同年次大会



2017年

2017年

2017年

2016年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第69回日本細胞生物学会大会（招待講演）

第44回日本毒性学会学術年会（招待講演）

IUPS 38th world congress（招待講演）（国際学会）

第53回日本臨床分子医学会学術集会シンポジウム（招待講演）

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

船戸洋佑, 山崎大輔, 吉田篤, 三木裕明

Yosuke Funato, Daisuke Yamazaki, Hiroaki Miki

三木　裕明

船戸洋佑, 山崎大輔, 吉田篤, 三木裕明

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

がんの悪性化と酸性環境適応の分子機構

CNNM magnesium transporters in health and disease

細胞内マグネシウム調節とがん悪性化

がんの浸潤運動におけるPRLの役割

 １．発表者名



2016年

2016年

2016年

2016年

 ２．発表標題

第43回日本毒性学会学術年会シンポジウム（招待講演）

第25回日本Cell Death学会学術集会シンポジウム（招待講演）

タイムシグナルと制御シンポジウム（招待講演）

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ２．発表標題

三木　裕明

三木　裕明

船戸　洋佑、山崎　大輔、三木　裕明

船戸　洋佑、山崎　大輔、三木　裕明

第68回日本細胞生物学会大会シンポジウム（招待講演）

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

PRLによるがん悪性化とpH依存性の細胞死

細胞内マグネシウム調節の異常とがん悪性化

PRLによるがん悪性化と上皮組織内の細胞間相互作用

PRLによる細胞内マグネシウムイオン量のレドックス制御

 １．発表者名

 １．発表者名

 ２．発表標題
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第89回日本生化学会大会シンポジウム（招待講演）
 ３．学会等名

船戸　洋佑、山崎　大輔、三木　裕明
 １．発表者名

 ４．発表年

PRLによる細胞内Mg2+量の調節とその破綻によるがん悪性化


