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研究成果の概要（和文）： 
CD38 は細胞内カルシウムイオン（Ca2+）上昇に働くセカンドメッセンジャーであるサイクリッ
クADPリボース合成酵素としての働きを有する。質量分析によりCD38に結合するキナーゼ  (PK
と略) を見いだしたので、CD38により活性化する生理作用が PKの調節を受けるかを検討した。
CD38発現細胞では Ca2+振動など Ca2+シグナル増強作用がみられ、PK阻害によりこの効果は抑制
された。よって CD38により増強する細胞内 Ca2+シグナルに PKが関与していることがわかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Human CD38 has enzymatic function that catalyzes multiple reactions to produce Ca2+-mobilizing 
second messenger, cyclic ADP-ribose.  In this study, we try to detect CD38-interacting proteins 
those may influence CD38 activity using proteomic analysis. We find protein kinase (PK) as a 
binding partner of CD38, and show that enhanced Ca2+ signaling including cytosolic Ca2+ 
oscillations were suppressed by inhibition of PK.  Therefore it is suggested that PK is involved in 
activation mechanism of CD38.   
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１．研究開始当初の背景 

 リンパ球表面抗原 CD ファミリーの一つで

ある CD38 には、細胞外領域に酵素部位を持

ち、細胞外へくみ出されたβ-NAD+ を基質に

して、サイクリック ADP リボース（cADPR）

など細胞内 Ca2+上昇に働くセカンドメッセン

ジャーを合成するというユニークな働きが

ある。CD38により細胞外で産生された cADPR 

は細胞内に入り、Ca2+ チャネルの働きを活性

化する。これらチャネルの一つは細胞内リア

ノジン受容体—Ca2+ チャネルであり、CICR 機

構を活性化し、細胞質 Ca2+動員を起こす

(Okamoto, Takasawa et al., 1993・1997)。 

細胞膜では温度センサー TRPM2 チャネルに
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働いて体温付近で活性化される Ca2+ 流入を

促進し (Tominaga et al., 2006)、また神経

細胞では L型 Ca2+ チャネルの活性化による細

胞内 Ca2+ 増加を増強する事が分っている 

(Kuba et al., 1994年; Hashii et al., 2000・
2005)。そこで cADPR 産生酵素としての CD38

の生体への生理作用が注目されてきた。 

 ニューロンでの役割については、最近私た

ちは CD38 が cADPR 産生を介して視床下部神

経終末からのオキシトシン遊離を促進する

ことを見いだし、母性愛などの社会行動に重

要な役割を果たす可能性を想定している 

(Jin et al., 2007)。 

 疾患との関連では、CD38は急性リンパ性白

血病 (CLL)、HIV 等の予後マーカーとして臨

床で使われており、また糖尿病における CD38

自己抗体、自閉症におけるポリモルフィズム

(Munesue et al., 2010)も報告されている。

治療面においても、CD38による外傷性脳損傷

からの回復促進作用が報告され、さらにがん

治療の標的としても期待されている。CD38の

活性化機構を調べる本結果は、これら疾患の

病因解明や治療戦略に将来的に役立つと考

えられる。   
 
 
２．研究の目的 

 上記のように CD38 が活性化した後の下流

のシグナル伝達については明らかになって

きたが、CD38がどのような上流シグナルによ

り活性化されるのか、特にどのキナーゼによ

りリン酸化を受けるかについて明らかにす

ることは、上述の治療戦略にとって重要な意

味をもつ。しかしながら現時点では不明な点

が多い。その理由として現在まで CD38 に特

異的な抗体が作られていないこと等があげ

られている。 

 そこで次のステップとして、キナーゼの本

体を明らかにするために、二次元電気泳動と

質量分析の組み合わせにより CD38 に結合す

るキナーゼ蛋白の同定、さらにその生理学的

解析を試みた。 

 

 
３．研究の方法 
(1) N 末に HA 配列を付加した human CD38 
cDNA を PCR にて作製し、fugene により
HEK293T細胞に導入、24時間後に HA-CD38融
合タンパクを発現させ、全細胞ライゼートを
得る。HA-CD38 融合蛋白発現効率を免疫染色
とウエスタンブロットで確認しておく(図
１)。 
 
 

 
 
 
 
   
 
 
 
 
 

 

（図１） 
ついで HA抗体を用いて免疫沈降し、HAペプ
チドを用いて競合的に結合タンパクを溶出
する。これを二次元電気泳動で展開し、分離
されたスポットを抜き取り MALDI-TOF/MS質
量分析とマスコット解析を行い、CD38に結合
する蛋白を網羅的に調べ、キナーゼタンパク
の候補を得る。 
(2)  HA-hCD38 cDNAを fugeneを用いて HEK
細胞に導入し、一過性に融合タンパクを発現
させる。トランスフェクション 24 時間後に
この細胞よりライゼートをとり、HA抗体、も
しくはヒト CD38 抗体を用いてそれぞれ免疫
沈降し、免疫沈降タンパクを溶出し、ついで
PK 抗体を用いてウエスタンブロットを行い、
CD38 結合タンパクとしての PK アイソフォー
ムの同定を行う。 
(3)  C末に flag配列を付加した PK(アイソ
フォーム) cDNAを得、HA-hCD38 cDNAと共に
fugeneを用いて HEK細胞に導入し、一過性に
融合タンパクを共発現させる。トランスフェ
クション 24 時間後にこの細胞よりライゼー
トをとり、HA 抗体、および flag 抗体を用い
てそれぞれ免疫沈降し、抗体結合タンパクを
溶出し、ついでそれぞれのタグ抗体でウエス
タンブロットを行い、CD38結合タンパクとし
ての PKの再同定を行う。 
(4) HA タグを融合した human CD38 cDNA を
HEK293T 細胞にトランジエント導入させ、24
時間後にアルガス（浜松フォトニクス）を用
いて細胞内カルシウム濃度を測定、非導入の
対照群とカルシウム濃度変化を比較する。つ
いで PK 阻害処理群でも同じ方法で測定し、
CD38発現による Ca2+シグナリング変化に対す
る PK阻害の効果を検討する。 
(5) HEK293T 細胞に HA タグを融合した
human CD38cDNA をトランジエント導入、24
時間後に培養皿をスクラッチし（ wound 
healing assay）、さらに 24 時間観察する。
スクラッチにより細胞フリーのスペースを
作ることで細胞移動度を測定し、CD38タンパ
ク発現による細胞移動促進効果を観察、つい
で PK阻害効果を検討する。 
 

 HA 抗体 CD38抗体 



 

 

４．研究成果 
 
(1) HEK293T細胞に HA-CD38蛋白を発現させ、
HA抗体を用いて免疫沈降し、次に二次元電気
泳動で展開し、染色されたスポットを網羅的
に質量分析法にて測定した。マスコット解析
より得られた情報により、CD38に結合する蛋
白のうち、キナーゼタン白の候補(PK)を得た。 
(2) HA-hCD38 cDNA を HEK 細胞に導入し、一
過性に HA-hCD38融合タン白を発現させた。つ
いでこの細胞よりの全細胞ライゼートをとり、
HA 抗体、およびヒト CD38 抗体を用いてそれ
ぞれ免疫沈降し、ついで PK抗体を用いてウエ
スタンブロットを行ったところ、HA抗体での
免疫沈降サンプル、および CD38抗体免疫沈降
サンプルともに予想される PK の高さに一致
してバンドが検出され、PKアイソフォームが
CD38結合タン白であるという結果が得られた
(図２)。 
   

   
 

 

 
 

 
 
 

 
（図２） 

 
(3)  flag配列付加 PK cDNAを HA-hCD38 cDNA
と共に HEK 細胞に導入、一過性に融合タン白
を共発現させた。ついで得られた細胞ライゼ
ートを HA 抗体、あるいは flag 抗体を用いて
それぞれ免疫沈降し、免疫沈降タン白を溶出
し、タグ抗体でウエスタンブロットを行った。 
その結果、HA 抗体あるいは CD38 抗体による
免疫沈降と続く PK によるウエスタンブロッ
トでは PK の高さにバンドが得られた。PK 抗
体による免疫沈降と続く HA によるウエスタ
ンブロットでは、HA-CD38 の高さに一致する
46kDaの部位にバンドが得られ、CD38が PKア
イソフォームと特異的に結合していることを
見いだし、CD38 結合タン白としての PK アイ
ソフォームの確認を行うことができた。 
 
 (4) HAタグを融合した human CD38 cDNAを
HEK293T 細胞に発現させ、アルガスを用いて
細胞内カルシウム濃度を測定、非導入の対照
群とカルシウム濃度変化を比較した所、CD38
発現細胞では細胞質にカルシウムオシレー

ション（振動）あるいはサステインドな細胞
内カルシウム増加反応が誘発された（図３）。
ついで PK 阻害処理群についても同じ方法で
測定したがオシレーションは見られず、CD38
発現によるカルシウムシグナリング増強効
果に対する PK 阻害による抑制作用があるこ
とがわかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図３） 
(5) HEK293T細胞に HA-human CD38cDNAを導
入し、24 時間後に培養皿をスクラッチし、
wound healing assay により細胞移動度を測
定し CD38 の効果を観察した実験において、
HA-CD38 導入群では細胞移動度の増加が見ら
れた（図４）。この細胞移動促進効果は PK
阻害により抑制された。 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 

（図４） 

  

 以上より、PKはCD38蛋白に結合するキナー

ゼであり、CD38により増強する細胞内カルシ

ウム反応および細胞現象には関与しているこ

とがわかった。すなわちPKがCD38酵素反応の

活性化に関与していることが想定される。 

 今後はPKがCD38のどの特定部位をリン酸化

するかのin vitroリン酸化アッセイと生理機

能の検討を行うこと、およびそれらのリン酸

化部位がCD38の生理機能に役割を果たしてい

るか確証を得るために、野生型CD38発現細胞

と変異CD38 発現細胞の間での比較実験が必

要と思われる。また本結果を神経系に応用し、

CD38蛋白がPKと協調して作用することにより

脳神経の発達や脳損傷からの機能回復に果た

す役割を明らかにしたい。 
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