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研究成果の概要（和文）：  
 NLK は種を越えて保存されたタンパク質リン酸化酵素であり、様々なシグナル伝達の活性

強度を加減調節する能力を有する。私たちは本研究により、NLK が神経前駆細胞において転

写因子 Lef1 のリン酸化を介して Wnt シグナルを増強し、これにより脊椎動物の脳組織のサイ

ズ成長に貢献していることを明らかにした。また、NLK が自己リン酸化により活性化するこ

とや、タンパク質 DP1 が NLK の活性を抑制することなどを見いだした。本研究により NLK
の新たな機能と制御が明らかになった。 
  
研究成果の概要（英文）： 
 NLK is an evolutionarily conserved protein kinase, which fine-tunes the activity 
strength of various signal transduction systems. In this study, we discovered that NLK 
strengthen Wnt signaling activity by phosphorylating a transcription factor Lef1 in 
neural progenitor cells and this regulation contributes to the size expansion of 
vertebrate brain tissues. We also found that NLK autoactivates via its 
autophosphorylation and that DP1 protein inhibits NLK activity. Thus, we revealed 
new functions and regulations of NLK. 
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１．研究開始当初の背景 
 Nemo-like kinase (NLK)は、種を超えて保
存されたタンパク質リン酸化酵素である。申
請者は、本研究開始以前に、NLK が様々な
シグナル伝達経路の転写制御因子をリン酸
化してその活性を変化させ、シグナル伝達強
度の加減調節を行う、“シグナル伝達のレオ

スタット（加減抵抗器）分子”であることを
明らかにしていた。例えば NLK は、ヒト培
養細胞株 HEK293 及び HeLa において
Lef1(Wnt シグナルの転写因子)をリン酸化す
ることによりその DNA 結合能を低下させて
Wnt シグナル活性を減弱させたり、転写因子
c-Mybをリン酸化することによりその安定性
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を低下させたり）、転写因子 STAT3 をリン酸
化してその活性を促進したり、転写制御因子
Notch1 をリン酸化することにより Notch1
の DNA 上における転写複合体形成を低下さ
せ、Notch シグナルを減弱させたりする。し
かしながら、これら NLK による基質リン酸
化の脊椎動物個体における生理学的意義は
殆ど明らかになっていない。研究開始以前に
解明されていたのは、STAT3 リン酸化と
Notch1 リン酸化がそれぞれ、中胚葉誘導と
初期神経形成に必須であることのみである。 
 一方、NLK の制御下にある Wnt シグナル
や Notch シグナルは、疾患の発症や幹細胞の
運命制御に関わっている。このため、NLK
の活性制御を自在に行うことができれば、新
たな疾患治療技術や再生医療技術の開発に
貢献しうると期待できる。しかしながら、
NLK の活性制御機構は、本研究開始以前は
ほとんどわかっていなかった。また、NLK
がどのような疾患の発症に関わっているか
も明らかにされていなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、「①NLK によるシグナル活性
制御の分子/細胞/組織/個体レベルにおける意
義」、「②NLK の活性調節機構」、「③NLK の
疾患への関与」の 3 項目の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
 研究①では、組織構築（個体発生）過程に
おける NLK による基質リン酸化/シグナル制
御の時空間的動態と組織構築の関係の統合
的理解、研究②では、NLK の活性調節機構
の解明、研究③では、NLK によるシグナル
制御と大腸癌発症の関係解明を目標に研究
を進める。特に①②の解析では、「(i)試験管
内の反応や細胞株を用いた in vitro でのシグ
ナル伝達解析」、「(ii)脊椎動物モデル“ゼブラ
フィッシュ”を用いた遺伝学的発生生物学的
解析」、「(iii)シグナルを可視化したゼブラフ
ィッシュを用いた in vivo でのシグナル伝達
解析」を並行して行い、分子/細胞/組織/個体
レベルにおける NLK の機能と制御の統合的
理解を目指す。 
 
４．研究成果 
(1) NLK は神経前駆細胞において Lef1 のリ
ン酸化を介して Wnt シグナルを正に制御す
る（Ota et al. EMBO Journal, 2012） 
 Wnt シグナルは種を超えて保存されてお
り、動物の組織構築／器官形成だけではなく、
幹細胞性の維持や癌発生など様々な局面で
重要な役割を担っている。私たちは以前、
NLK がヒト培養細胞株 HEK293 及び HeLa
においてLef1をリン酸化してそのDNA結合
能を低下させることにより Wnt シグナル活
性 を 減 弱 さ せ る こ と を 発 見 し て い た

（Ishitani et al., Nature, 1999; Ishitani et 
al., MCB, 2003）。しかしながら、その後十年
近く、NLK による Lef1 リン酸化の動物生体
内における生理学的意義は全く不明のまま
であった。 
 私たちは、Wnt シグナルを可視化したゼブ
ラフィッシュ系統 TOPdGFP-fish を用いて
これを解析した。その結果、驚くべきことに、
ゼブラフィッシュ NLK ホモログ Nlk2 が形
成途上の中脳視蓋の神経前駆細胞において
Lef1 のリン酸化を介して Wnt シグナルの活
性を促進することがわかった。また、哺乳動
物 の 神 経 前 駆 細 胞 様 の 細 胞 株 で あ る
neuro-2a 細胞や PC12 細胞においても NLK
が Lef1 のリン酸化を介して Wnt シグナルを
促進することがわかった。詳細な解析により、
NLK による Lef1 リン酸化は HEK293 細胞
や HeLa 細胞においては Lef1 の標的遺伝子
への結合を低下させるのに対し、neuro-2a
細胞や PC12 細胞、ゼブラフィッシュ中脳神
経前駆細胞では標的遺伝子への結合には影
響を与えずに Lef1 とその活性抑制因子
HDAC1の結合を低下させることによりLef1
の活性を促進することがわかった。さらに、
neuro-2a 細胞や PC12 細胞、ゼブラフィッシ
ュ中脳神経前駆細胞では、Wnt 分子の刺激に
よって NLK が活性化し、これにより Lef1 の
リン酸化と Lef1 と HDAC1 の解離、それに
つづく Lef1 の活性化が起きることがわかっ
た。加えて、ゼブラフィッシュを用いた解析
により、この Wnt-NLK-Lef1 経路が中脳の
神経前駆細胞の増殖を促進し、これが中脳視
蓋のサイズ拡大に貢献していることが明ら
かになった。 
 このように、NLK の新しい機能と神経組
織構築における意義、および Wnt シグナル
の新たな制御機構が明らかになった。 
 
(2) 高感度 Wnt シグナルレポーターの作成
（Shimizu et al. Developmental Biology, 
2012） 
 上述の研究では、NLK の新たな機能を明
らかにできたが、NLK による Lef1 の負の制
御の意義を明らかにすることはできなかっ
た。これを解析するために、高感度 Wnt シ
グナルレポーターとそれを組み込んだゼブ
ラフィッシュ系統を作成した。 
 
(3) NLK の活性化と核局在には、NLK のホ
モ二量体形成が必須である（Ishitani et al. 
Molecular Biology of the Cell, 2011） 
 上述のように、NLK の活性制御機構はほ
とんどわかっていない。本研究で私たちは、
NLK のホモ二量体形成が NLK の活性化と
NLK の核局在に必須であることを発見した。
私たちはまず、生化学的解析により、NLK
がホモダイマーを形成し、 intermolecular 



 

 

manner で自身の Thr-286 をリン酸化するこ
とを見いだした。さらに、この自己リン酸化
が NLK の活性化に必須であることを発見し
た。また、線虫 C. elegans における NLK の
ホモログ lit-1 の機能欠損変異に相当する部
位である Cys-425 に変異を導入した NLK は
ホモダイマーを形成できないだけでなく、酵
素活性も核への局在活性も失っていた。これ
に対して、既知の NLK 活性化因子である神
経成長因子 NGF によって細胞を刺激すると、
細胞内在性の NLK がダイマー形成し、
Thr-286 の自己リン酸化を行なうことがわか
った。加えて、NLK のダイマー形成と自己
リン酸化が NGF 刺激によって誘導される
PC12 細胞の神経突起伸長に必須であること
がわかった。これらの結果から、NLK のダ
イマー形成が NLK の機能的活性化の「最初
のカギ」となることが示唆された。 
 このように全く未解明であった NLK の活
性制御メカニズムの中核部分を解明するこ
とに成功した。 
 
(4) NLK の新規抑制因子 DP1（Kim et al., 
EMBO J 2012） 
 韓国ソウル大学との共同研究により、NLK
の抑制因子として DP1 を発見した。また、
DP1 が細胞外リガンド分子 Wnt の存在下に
おいてはNLKの抑制を介してWntシグナル
活性を増強し、その一方で、Wnt 非存在下で
は Wntシグナル制御因子Dvl及び Axinに結
合して Wnt シグナル活性を抑制することを
見いだした。 
 さらに、脊椎動物の構築過程の神経組織に
おいて DP1 による Wnt シグナル制御がおき
ることも発見した。脊椎動物の中枢神経組織
の原基である神経板の前後極性は、胚発生初
期に後方組織から分泌される Wnt 分子の活
性によって規定される。Wnt 分子濃度の濃い
神経板後方は、将来、後脳や脊髄といった後
方神経組織になり、Wnt 分子濃度の低い神経
板前方は前脳などの前方神経組織になる。今
回私たちは、DP1 が Wnt 分子濃度の濃い神
経板後方ではNLKの抑制を介してWntシグ
ナルを増強し、Wnt 分子の少ない神経板前方
では Wnt シグナルをさらに減弱させること
により、神経板の前と後で明確な Wnt シグ
ナル活性の違いを作り出すことと、この双方
向性の制御が神経組織の前後極性を明確に
するのに必須であることを発見した。 
 
(5) その他の成果 
 大腸がんと NLK の関係の解析を行い、そ
の結果、多くのヒト大腸がんにおいて NLK
の発現が亢進していることと、大腸がん細胞
株においてNLKを過剰発現するとWntシグ
ナルの活性化が起きることを発見した（投稿
準備中）。これらの結果から、NLK の発現亢

進が大腸がんの発生や進行に関与する可能
性が期待できる。 
 また、NLK の新たな基質も同定しており、
現在 NLK によるこれらの制御機構と器官構
築における意義を探っている。 
 さらに、本研究課題の成果と現在までの
NLK についての知見、および今後の医化学
研究における NLK の重要性をまとめた総説
を執筆した（Ishitani & Ishitani Cell Signal 
2013）。 
 今後も NLK 研究を引き続き行い、上記の
論文未発表な知見を論文として発表してい
くとともに、さらに NLK および NLK を中
心とした生命現象、疾患の理解を深めていき
たい。 
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