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研究成果の概要（和文）：新たなリン酸化プロテオーム解析法を開発することにより、細胞内情
報伝達系で多彩な役割を果たす ERK/MAP キナーゼの新規基質を多数同定した。そして ERKが核
膜孔複合体構成因子をリン酸化することで核—細胞質間輸送を制御する可能性を見出した。 
 
研究成果の概要（英文）： A multi-step method for detecting proteins phosphorylated by ERK 
MAP kinase reveals many new ERK substrates, including three nucleoporins. Nup50 is 
phosphorylated in FG repeats by ERK in vitro and in vivo, suggesting a new mechanism by 
which MAP kinase signaling controls nuclear translocation of proteins. 
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１．研究開始当初の背景 
 ゲノム配列の解読完了により、ヒトには全
遺伝子の約 2%に相当する 500種以上ものタン
パク質キナーゼをコードする遺伝子が存在
することが判明した（ Manning et al., 
Science, 298, 1912-1934, 2002）。その中
の約半数は癌などの疾患に関与する遺伝子
座にマップされており、特定のキナーゼがリ
ン酸化する基質タンパク質を同定すること
は、基礎研究のみならず診断・創薬などの臨
床応用の見地からみても重要である。近年の
プロテオミクス技術の進展により、これらシ
グナル伝達系のリン酸化タンパク質を効率
的・網羅的に解析する試みが期待されている。

このような解析はタンパク質キナーゼが制
御する様々な生命システムを包括的に解明
する上で必須のものである。研究代表者らは
最近、固定化金属イオンアフィニティークロ
マトグラフィー（IMAC : immobilized metal 
ion affinity chromatography）による全細
胞タンパク質からのリン酸化タンパク質の
濃縮・精製法を開発した（Machida et al., 
FEBS J., 274, 1576-1587, 2007）。さらに
IMAC と蛍光標識二次元ディファレンスゲル
電 気 泳 動 （ 2D-DIGE : two-dimensional 
difference gel electrophoresis）技術を組
み合わせることにより、従来のプロテオーム
解析では検出が困難とされてきた、発現量の
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低いシグナル伝達因子のリン酸化による変
動を高感度かつ定量的に検出できることを
示した（Ueda et al., J. Biol. Chem., 279, 
41815-41821, 2004）。本研究ではこの手法
を発展させ、特定のタンパク質キナーゼの基
質を網羅的に同定し、そのリン酸化の変動を
定量解析するための高感度で汎用性の高い
新たなプロテオーム解析法を開発すること
を目標とする。 
 
２．研究の目的 
 真核生物において高度に保存されたシグ
ナル伝達経路である ERK MAP キナーゼ経路、
p38 MAPキナーゼ経路、JNK経路、PKB/Akt経
路、p70S6K 経路及び Rho-キナーゼ/ROCK 経路
は、それぞれ多彩な細胞機能を制御しており、
未だ同定されていない基質の存在が予想さ
れている。これらの 6種のキナーゼがリン酸
化する基質群を大規模に同定・比較すること
は、各キナーゼに共通または固有の生理機能
の分子機構を解明し、さらにはシミュレーシ
ョンにより生体応答システムを理解するた
めの重要なステップと考えられる。そこでマ
ウス NIH3T3 細胞などに対し、各種キナーゼ
阻害剤による前処理と適切な細胞外刺激を
行った後、前述のリン酸化タンパク質の精製
法と 2D-DIGE技術（分解能を高めるべく種々
の改良を加える）の併用により、目的のキナ
ーゼの標的タンパク質を網羅的に検出・同定
する。2D-DIGE 後のリン酸化モチーフ抗体に
よるイムノブロットや、タンパク質の等電点
や細胞内局在の違いに基づく前分画法を導
入することなどによって、より網羅的なキナ
ーゼ基質の同定法の開発を目指す。そして興
味深い新規基質について、種々の生化学・細
胞分子生物学的な検討を行い、目的キナーゼ
によるリン酸化を介した新たな細胞機能制
御機構を見出す。 
 
３．研究の方法 
(1) 様々な細胞外刺激に対する応答性が高
く、増殖・運動・細胞死などへの影響も詳細
に解析されているマウス NIH3T3細胞に対し、
各種キナーゼ阻害剤による前処理を行うこ
とによって ERK、Akt、p70S6K、p38、JNK 及び
Rho–キナーゼの基質候補を検索するための
試料とする。ERK については活性型 B-Raf を
エストロゲン受容体との融合タンパク質と
して安定に発現する NIH3T3 細胞も用いて、
エストロゲンアンタゴニスト処理による選
択的かつ強力な Raf-MEK-ERK経路の活性化も
行う。細胞抽出液を調製し、IMACによってリ
ン酸化タンパク質を精製した後、異なる蛍光
色素による標識を行う。標識サンプルを混合
して二次元電気泳動することにより、上記の
6 種のキナーゼ経路の標的因子のリン酸化に
よる変動を網羅的に定量解析する。各キナー

ゼがリン酸化するコンセンサス配列を特異
的に認識する抗体を用いたイムノブロット
イメージと 2D-DIGEイメージとのマッチング
により、基質の同定の効率化を図る（2D-DIGE
解析ゲルを PVDF 膜に転写後、イムノブロッ
トによる検出を化学蛍光法で行って両方の
蛍光を同時にスキャンすることにより、マッ
チングが非常に容易になる）。そして目的と
する変動スポットを切り出し、酵素消化の後
に MALDI-TOF MS を用いて PMF 解析を行い、
タンパク質の同定を行う（PMF による同定が
困難な場合は、オフライン型の LC と
MALDI-TOF/TOF MSによるタンパク質同定を試
みる）。 
 
(2) (1)の方法によって同定された各種キナ
ーゼの新規基質候補の中で特に興味深いも
のについて、リン酸化制御とその生理的意義
について解析を進める。特にそのキナーゼの
基質として新たな機能カテゴリーに属する
タンパク質や各キナーゼに共通あるいは固
有の生理機能を担うと推測されるタンパク
質に注目する。まず cDNA を単離して組換え
タンパク質を精製した後、各キナーゼが in 
vitro で直接リン酸化することを確認し、
LC-MS/MS 解析やアラニン変異体の作製によ
ってリン酸化部位を決定する。そして多数の
抗リン酸化抗体を作製し、細胞外刺激による
リン酸化量の変化をイムノブロット法や間
接蛍光抗体法を用いて時間的・空間的に詳細
に解析する。リン酸化による分子間相互作用
の制御を生化学的に検討する際には、免疫共
沈降法や GST pull-down 法だけでなく、
Biacore システムによる定量解析も行う。さ
らに NIH3T3細胞において確立した RNAiとレ
スキュー実験により（ノックダウン細胞に野
生型とリン酸化部位の変異体を発現させて
比較する）、細胞増殖・運動・細胞死などに
おける新規基質のリン酸化の役割について
種々の細胞生物学的検討を加える。 
 
４．研究成果 
(1) 活性型 B-Rafをエストロゲン受容体との



 

 

融合タンパク質として安定に発現する
NIH3T3 細胞を MEK 阻害剤 U0126 で処理して
ERK 経路を阻害したサンプルと、エストロゲ
ンアンタゴニスト 4-hydroxytamoxifen で処
理して ERK経路を活性化したサンプルを調製
した。IMACによる全細胞抽出液からのリン酸
化タンパク質の濃縮法、蛍光標識二次元ディ
ファレンスゲル電気泳動（2D-DIGE）技術、
及び ERK のリン酸化モチーフ（PXpSP および
pTP）を認識するモノクローナル抗体を組み
合わせることにより（図 1）、新規 ERK 基質
の候補を 24種類同定することができた（表 1）。 

 
二次元イムノブロットやバイオインフォマ
ティクスによる解析結果を考慮して 14 種類
を選択し、GST 融合タンパク質を調製したと
ころ、13 種類は ERK により in vitro でリン
酸化されることが判明した（図 2）。 

 
 (2) 血清飢餓状態のマウス NIH3T3細胞に対
し、a) 無刺激、b) PDGF 刺激、c) U0126 処
理後に PDGF 刺激、d) wortmannin 処理後に
PDGF刺激、e) anisomycin 刺激、f) SB203580
処理後に anisomycin 刺激、g) Y-27632処理、
を行うことにより、ERK、Akt、p38 及び ROCK
の基質候補を網羅的に同定するための試料
とした。各々の処理後に細胞抽出液を調製し、
IMAC 後に 2D-DIGE 解析を行ったところ、ERK
活性化による変動スポットは多数認められ
たのに対し、他のキナーゼの標的タンパク質
と思われる変動スポットは僅かしか認めら
れなかった。今後は全細胞抽出液ではなく、
膜や核などのオルガネラ画分を調製してか

ら IMACする必要があると考えられた。 
 
(3) (1)で新規 ERK 基質として見出した核膜
孔複合体構成因子（ヌクレオポリン）の一つ
Nup50/Npap60 に注目し、以下の知見を得た。
Nup50 は N 末側に importin-結合ドメイン、
中央に importin-と結合する FG リピート領
域、C 末側に GTP 型 Ran 結合ドメインを有す
るが、ERKは FGリピート領域の二カ所のセリ
ン残基（S221 および S315）をリン酸化する
ことを明らかにした（図 3）。そして GSTプル 

 
ダウン法により、ERK によってリン酸化され
た Nup50は importin-および transportinと
の結合能が特異的に阻害され、importin-、
CAS および GTP 型 Ran との結合は変化しない
ことを示した。リン酸基を特異的に捕捉する
二核金属錯体である Phos-tag を用いたウェ
スタンブロット法により（図 4）、他の FG ヌ
クレオポリンである Nup153 と Nup214 も ERK
によってリン酸化され、同様に importin-
との親和性が強く阻害されることを示した。 

 
さらに ERKを活性化または阻害してから調製
したセミインタクト細胞を用いて in vitro
核内移行アッセイを行ったところ、ERK 活性



 

 

化細胞では GFP-importin-または GFP- 
transportin 単独でのエネルギー非依存的な
核内移行が阻害されることを見出した。そこ
で Nup50 および Nup153 を siRNA によってノ
ックダウンしてから in vitro 核内移行アッ
セイを行ったところ、Nup50 をノックダウン
した細胞では ERK 活性化による GFP- 
importin-の核内移行の阻害がキャンセル
されることを見出した。Nup153をノックダウ
ンした場合には ERK 活性の有無に関わらず
GFP-importin-の核内移行が抑制されてい
た。さらに Nup50をノックダウンした細胞に
Nup50 の野生型またはリン酸化部位の変異体
でレスキューする実験により、ERK 活性化に
よる GFP-importin-の核内移行の阻害に
Nup50 のリン酸化が関与することが明らかと
なった。従って、ERK がヌクレオポリンのリ
ン酸化を介して核—細胞質間輸送を制御する
可能性が示唆された（図 5）。核膜孔を介し 

 
た核—細胞質間の選択的輸送は、核膜を有す
る真核生物にとってほぼ全ての生命現象に
関与する重要な細胞内プロセスの一つであ
るが、細胞内シグナル伝達によるこの輸送シ
ステムの制御機構は殆ど明らかにされてい
ない。ごく最近多くの FG ヌクレオポリンが
DNA 損傷や酸化ストレス、ウイルス感染など
によってリン酸化されることが報告されて
おり、核膜孔における複数の FG ヌクレオポ
リンのリン酸化を介して様々なシグナル伝
達キナーゼが核—細胞質間輸送を制御してい
る可能性がある。 
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