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研究成果の概要（和文）：　細胞性粘菌は多数のチロシンキナーゼ様タンパク質(TKL)を有する。本研究では、転写因
子STATaをリン酸化する3つの候補TKLであるDrkA, DrkC, RckAについて解析した。3重遺伝子変異株の人工的STATaリン
酸化誘導実験ではSTATaのリン酸化が殆ど見られず、3つの遺伝子が重要な働きをしていた。しかし、多細胞体中ではST
ATaリン酸化の低下は見られなかった。このパラドックスは説明出来ないが、特定TKLの機能が抑えられれば冗長性によ
り未同定を含む他のTKLが機能する可能性がある。冗長性のメカニズムを解明すればチロシンキナーゼ獲得過程につい
て新規の進化的知見が得られると期待される。

研究成果の概要（英文）：Social amoeba, Dictyostelium discoideum, harbors a number of tyrosine kinase-like 
kinases (TKLs). In this project, we analyzed three TKLs, DrkA, DrkC and RckA, that may phosphorylate 
tyrosine residue on a transcription factor STATa. We created a strain with a mutation of all three genes. 
The phosphorylation of the STATa was almost abolished in the mutant strain using a buffered artificial 
phosphorylation induction experiment. This indicates these TKLs play vital roles for STATa 
phosphorylation. However, STATa was phosphorylated in the mutant strain when it developed into a 
multicellular stage. Although we cannot explain this paradox at the moment, if the function of any 
particular TKL is inactivated then other TKL including unidentified novel one might replace it to show 
redundancy. To elucidate the redundancy mechanism would help to understand the new insights into 
evolutional acquisition process of protein tyrosine kinase.

研究分野：分子発生生物学

キーワード： チロシンキナーゼ　シグナル伝達　転写因子　SH2ドメイン　細胞性粘菌　チロシンキナーゼ様タンパク
質
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質のチロシン残基のリン酸化、脱
リン酸化とその伝達を司る３つのタンパク
質部品が異なる進化段階で順次獲得された
という説が提唱されていた。細胞性粘菌は
チロシンリン酸化シグナル進化の分岐点に
位置する生物で、チロシンキナーゼが謎で
あった。我々は研究開始時迄に複数のチロ
シンキナーゼ様タンパク質(TKL)を候補と
して同定していた。そこで本研究では、原
生生物においては複数の TKL の機能が複
合的に作用して原始的なチロシンキナーゼ
の役割をするという仮説を提唱し、細胞性
粘菌のTKLが複数協調してチロシンキナー
ゼの代用をするのかという点について、
個々のTKLの機能と夫々の相互作用を調べ
ることで仮説の検証を目指した。 
 
２．研究の目的 
 チロシンリン酸化シグナル獲得の進化的
分岐点を明らかにするため、細胞性粘菌で
複数のチロシンキナーゼ様キナーゼ(TKL)
が協調してチロシンキナーゼの代用をする
のか、単独で作用するのか、個々の TKLの
機能を解析することで解明する。また、チ
ロシンのリン酸化はTKL群のみで引き起こ
されるのか、他の補助分子も必要とされる
のかを明らかにする。そのために、本研究
では転写因子STATaのチロシン残基をリン
酸化する能力を指標に、複数の TKLについ
て解析した。特に有力な 3つの TKL（DrkA, 
DrkC, RckA）に着目し、これらについて詳
細に解析、検証を行こととした。 
 
３．研究の方法 
 上述の drkA, drkC, rckAの３つを優先的に
解析する遺伝子として選定した。補足とし
て drkB, drkD, shkBも解析したが、紙面の都
合上割愛する。 
 
(1) 一般的手法 
① 細胞性粘菌培養細胞を緩衝液で洗浄し
て懸濁し、飢餓状態にする。この状態を 4
〜6時間維持した後に cAMPを加えると、
STATa 分子は通常発生を行わずして活性
化状態を規定するチロシン残基のリン酸
化（以下、STATa リン酸化と記す）が誘
導される（以下、cAMP誘導実験と記す）。
リン酸化 STATa特異的抗体を用いて、ウ
エスタンブロット法で STATaリン酸化を
検出する。 
② 作製したキナーゼドメイン過剰発現株
について、cAMP 誘導実験で STATa リン
酸化レベルの変動を調べる。新規にリン酸

化の上昇が見られた遺伝子については 3
つの有力候補 TKLと同様に解析。 
③ 同定された候補の全鎖長 cDNA を発現
ベクターへクローン化し、これを過剰発現
する株を作製する。得られた株で cAMP
誘導実験を行い、STATa リン酸化の上昇
を検証する。 
④ 非リン酸化状態の His-STATa 融合タン
パク質を大腸菌で発現させて精製する。こ
れを基質とし、同様に精製した GSTタグ
付きキナーゼ (GST:TKL)と in vitroで反応
させ、STATaのリン酸化を調べる（以下、
in vitro kinase assay）。 
⑤ 精製した His-STATa 融合タンパク質を
基質とし、免疫沈降によって細胞内から精
製した Mycタグ付きキナーゼ (TKL:myc)
と in vitroで反応させ、STATaのリン酸化
を調べる（IP kinase assay）。 
⑥ 3つの有力候補の遺伝子破壊株を作製す
る。多重遺伝子破壊株を作製する目的のた
め、Cre-loxP システムで新規に作製する。
得られた遺伝子破壊株を用い、cAMP誘導
実験を行い、STATa リン酸化レベルの変
動を検証する。 

 
(2) 個々のチロシンキナーゼ様遺伝子  
（drkA, drkC, rckA）の機能解析 
① 遺伝子破壊株の増殖期、集合期及び多細
胞期における表現型より機能を検討。 
② 通常発生における STATa リン酸化レベ
ルの変動を TKL活性としてウエスタンブ
ロット法で検出する。これにより、複数の
TKLが STATaリン酸化に関与する可能性
についてある程度判断できる。 
③ 各 TKL の発現や細胞内局在を確認する
ため、GFP或は Mycタグとの融合コンス
トラクトを作製し、発現株を作製する。 
④  多細胞期における各 TKL 遺伝子と

STATa 標的候補遺伝子の経時的、空間的
な発現を、定量的 RT-PCRと lacZレポー
ターを用いたプロモーター活性の検出と
して調べる。 
⑤ TKL遺伝子破壊による STATa核移行へ
の影響を調べるために、特異的 STATa抗
体を用いた免疫組織染色を行う。 
⑥ 各遺伝子破壊株における GFP-STATaの
挙動をタイムラプス撮影装置で観察する。 
⑦ Myc融合 TKLタンパク質を用いた架橋
反応後の共免疫沈降法によって TKL間の
相互作用を検証。 
⑧ 各 TKLの変異タンパク質（キナーゼド
メインの ATP結合部位に変異を導入した
kinase dead TKL）を野生株中で過剰に産生
させることでドミナント・ネガティブ株
（以下、DN株）を作製し、cAMP誘導実
験を行う。DN株が遺伝子破壊株と同等の



作用や表現型を示し、下記多重遺伝子破壊
株の作製困難時に代用可能かを検討。 

 
(3) 多重遺伝子破壊株の作製 
① 研究開始時までの予備実験では複数の

TKLが STATaリン酸化に関与する可能性
が示唆されていた。複数の TKLの協調的
作用を証明するため、複数の TKL遺伝子
を破壊した多重遺伝子破壊株を作製する。 
② 多重遺伝子破壊株の通常発生における

STATaリン酸化レベルの変動を検出し、
野生型と比較する。表現型が STATa 遺伝
子破壊株 (STATa-株) と似た phenocopyに
なるかもチェックする。 
③ 多重遺伝子破壊株を得ることが困難な
場合には、上述のように DNコンストラク
トを他の遺伝子破壊株に形質転換し、多重
遺伝子変異株を作製する。または、多重
DN株を作製する。 
④ 新規に STATaリン酸化候補 TKLが同定
されれば、それらの遺伝子破壊株や DN株
を作製する。得られた株について、同様の
解析をする。 
 

４．研究成果 
 キナーゼドメインの cDNA発現ライブラ
リーを作製し、発現プラスミドを細胞性粘
菌に導入して形質転換体を得た。4 時間の
飢餓処理後に cAMP 誘導実験を行い、
STATaリン酸化レベルを調べ、候補を複数
得た。解析の結果、STATaを直接にリン酸
化する可能性の高いものとしてDrkA, DrkC, 
RckA を得た。これら TKL のそれぞれと多
重遺伝子変異株について得られた結果につ
いて以下にまとめた。 
 
(1) STATa リン酸化に直接関与する可能性
のある TKLキナーゼ 
① DrkA 

DrkA (Dictyostelium Receptor-like Kinase 
A)は細胞性粘菌のタンパク質の中でショウ
ジョウバエの JAKに対して最も高い相同性
を示した。また、スクリーニングでは有力
候補として DrkCがピックアップされた（下
記）。DrkA ~ DrkCと一緒にファミリーと
されていることから、DrkA についても
STATaをリン酸化するキナーゼ活性の有無
を調べた。ストックセンターから REMI 
(restriction enzyme-mediated integration)によ
ってタグが挿入されたdrkA遺伝子破壊株と
その親株を入手し、cAMP 誘導実験を行っ
た結果、変異株では STATaリン酸化レベル
が著しく低下した。REMIの親株 (Ax4)は普
段我々が使っている親株 (Ax2)と異なって
いるため、Ax2株の drkA遺伝子破壊株(drkA-

株)を新規に作製した。この株で cAMP誘導
実験を行ったところ、同じ結果が得られた

（図 1）。このことから、DrkA は STATa
のリン酸化に関して中心的な役割を担って
いることが示唆された。 

DrkA による STATa リン酸化能を証明す
るため、GST 融合 DrkA 野生型 GST-DrkA 
(WT)と 401番目のリジンをアルギニンに置
換したkinase dead型GST-DrkA(K401R)のそ
れぞれを大腸菌で発現し、精製した。精製
後のタンパク質をウエスタンブロット法で
調べたところ、401 番目のリジン依存的に
チロシンが自己リン酸化され、チロシンキ
ナーゼ活性を持つことが確認された。 
次に、基質として STATaコア配列に His x 

6のタグを付けた His-STATa(core) WTを発
現させて精製した。野生型 STATa(core)の他
に、リン酸化部位チロシンをフェニルアラ
ニンに置換した His-STATa(core) (Y702F)、
リン酸化チロシンを認識して二量体形成に
必要な SH2ドメイン中のアルギニンをアラ
ニンに置換した His-STATa(core) (R577A)も
作製し精製した。 
これらを混合し、in vitro kinase assayを行
った結果、GST-DrkA WT、His-STATa(core) 
WT及び ATPの全てが存在している条件で
のみSTATaがリン酸化されたシグナルが検
出された。GST-DrkA(K401R)と反応した場
合にはリン酸化STATaは検出されなかった。
この結果から、GST-DrkA WTが直接 STATa
をリン酸化することが証明された。また、
STATa の変異型 His-STATa (core) (Y702F)
と His-STATa(core) (R577A)を基質とした同
様の実験では、His-STATa (core) WTで検出
されたSTATaのリン酸化はみられなかった。
このことより、DrkA による STATa リン酸
化の標的の1つは、少なくともSTATaの702
番目のチロシン残基であることが示された。
さらに、His-STATa(core) (R577A)を用いた
実験でSTATaリン酸化が検出されなかった
ことから、577 番目のアルギニン残基が
STATaリン酸化に必須で、SH2ドメインを
介した DrkAと STATaの物理的な接触が間
接的に示された。 
多細胞体中での DrkA の振る舞いを調べ
るため、作製された drkA-株と Ax2株を寒天
とフィルター上で発生させた。drkA-株は子
実体を形成したが、Ax2 株と比較して差異
は見られなかった。異なる発生時期 STATa
リン酸化レベルの変動を調べたが、drkA-株
のSTATaリン酸化レベルは野生型と比較し
てほぼ同等であった。従って、DrkA には
STATa リン酸化能が備わっているが、drkA
遺伝子のみ破壊しても他にもリン酸化に関
わる TKLがあり、補完すると考えられる。 
 
② DrkC 

DrkC は STATa をリン酸化するキナーゼ
のスクリーニングでピックアップされた。



DrkC の STATa リン酸化に及ぼす影響を調
べるために、drkC 遺伝子破壊株 (drkC-株)
と 518 番目のリジンをアルギニンに置換し
た kinase dead 型 DrkC を発現する DrkC 
(K518R)-GFP株 (DrkC dead株)を作製した。
これらを用いた cAMP誘導実験では、drkC-

株と DrkC dead株で STATaリン酸化レベル
が低下した。低下の程度はどちらも drkA-

株よりも小さかったことから、DrkCは寄与
の程度は小さいが、STATaのリン酸化に関
与していることが示唆された。 

drkC 自身のプロモーターで DrkC-GFP の
発現を制御する発現株を作製した。増殖期
細胞では小胞膜に局在した。多細胞期の
DrkC-GFP タンパク質の組織特異的局在は、
移動体では、活性化 STATaが局在している
pstA 細胞において見られ、発生の進行に伴
い子実体形成期では、pstA 細胞での局在が
徐々に見られなくなり、主に pstO細胞に局
在した。また、多細胞期の細胞レベルでは、
増殖期と異なり DrkC の局在が細胞膜に移
行していた。 
次に、DrkC自体のキナーゼ活性を検証す
るため、N 末端のシグナル配列を除いた
DrkCと GSTを融合した GST-DrkC とその
変異型 GST-DrkC(K518R) (DrkC dead型)を
それぞれ大腸菌で発現させて精製した。そ
の結果、518番目のリジン依存的に DrkCの
チロシン残基が自己リン酸化され、チロシ
ンキナーゼ活性を確認できた。他のチロシ
ンキナーゼ型 TKL である Pyk2 や DrkA の
キナーゼサブドメイン VIb のアミノ酸配列
との高い相同性とも合致した。drkCは発生
後期においても多く発現している点が drkA
や drkBと異なり、DrkC のみ少し異なる性
質を有することは十分に推測される。 
また、drkC-株及び DrkC dead 株を通常に
発生させたところ、STATaリン酸化レベル
の低下はほとんど見られなかった。この結
果からも、複数の TKL が STATa リン酸化
に関与していることが示唆された。 
 
③ RckA 
以前から STATaをリン酸化する候補とし
て RckA がピックアップされていた。本研
究では、rckA 遺伝子破壊株 (rckA-株) を作
製し、cAMP 誘導実験を行ない、Ax2 株と
比較してSTATaリン酸化レベルが著しく低
下することを示した。また、869 番目のリ
ジンをアラニンに置換した RckA(K869A)発
現株（RckA dead株）でも同様であった。 

rckA-株を発生させると移動体の時期が約
2 時間長くなり、子実体を形成するのに時
間がかかった。STATa-株は発生が移動体の
時期以降に進まず、それにやや近い表現型
を示した。しかしながら、rckA-株及び RckA 
dead 株の多細胞体中での STATa リン酸化

レベルの低下はほとんど見られなかった。
この結果からも、複数の TKL が STATa リ
ン酸化に関与していることが示唆された。 

 
(2) 多重遺伝子変異株の作製とその解析 

1 つの TKL 遺伝子を破壊した株の cAMP
誘導実験では DrkA, DrkC, RckA 何れも
STATaリン酸化に関わる可能性が高いこと
が示された。しかしながら、多細胞体中で
は何れの遺伝子破壊株でもSTATaリン酸化
レベルの低下は見られなかった。これらの
ことから、複数の TKL が STATa リン酸化
に冗長性を示して影響を及ぼしあっている
可能性が高い。それ故、これら有力候補 TKL
について、2 重遺伝子破壊株及び 3 重遺伝
子変異株を作製した。（rckA-/DrkC dead株
の記述については割愛する。） 
 
① drkA-/rckA- 

DrkAとRckAはどちらも STATaリン酸化
への寄与度が高いことが示された。そこで、
2重遺伝子破壊株（drkA-/rckA-株）を作製し
た。得られた株を用いた cAMP誘導実験で
は、drkA-株や rckA-株と比較し、drkA-/rckA-

株のSTATaリン酸化レベルが更に低下した。
このことから、DrkA も RckA も STATa リ
ン酸化に極めて重要であることが示された
（図 1）。 

drkA-/rckA-株の発生は、rckA-株と比較して
むしろ移動体期までの発生が少し早くなっ
た。しかし、殆どの多細胞体では子実体を
形成せず、移動体のままで、この性質が
STATa-株に似ていた。それ故、STATa リン
酸化の消失が期待されたが、リン酸化が検
出された。野生株と比較して低下している
かどうかの定量については、何回か実験を
繰り返す必要がある。 

 
 
 
 
 

 
図1. drkA-/rckA-株におけるSTATaのリン酸化レ
ベルの変動 

drkA-株及び drkA-/rckA-株を用いた cAMP によるリン
酸化誘導実験。目的株の細胞を 1 x KK2 リン酸 buffer
で懸濁し、4時間振蘯培養した細胞に 500 M cAMPを
添加した。ウエスタンブロット法により抗リン酸化

STATa 抗体（pSC9）を用いて STATa リン酸化レベル
の変動を調べた。調べた。各レーン上の数字は cAMP
を添加した後の経過時間（分）を示し、pSTATa はリ
ン酸化された STATaタンパク質を、Actinはアクチン
タンパク質を示す。Ax2株をコントロール株として用
いた。 

 
② drkA-/rckA-/DrkC dead 



これまでの解析から、DrkCも STATaリン
酸化に寄与していることが示唆された。そ
こで、これらの遺伝子全てを同時に破壊し
た株の作製を試みた。しかしながら、3 重
遺伝子破壊株はまだ得られていない。そこ
で、代換えとして drkA-/rckA-株中で DrkC 
deadを発現させる 3重変異株を作製した。
得られた 3重遺伝子変異株の cAMP誘導実
験では、drkA-/rckA-株よりも更に STATa リ
ン酸化レベルが低下し、ほとんど検出され
ないレベルであった。 

Ax2 株、drkA-/rckA-株、3 重遺伝子変異株
をそれぞれ寒天上で発生させたところ、3
重遺伝子変異株の集合は Ax2株と比較して
4時間以上、drkA-/rckA-株と比較しても 2時
間以上遅れた。さらに、3 重遺伝子変異株
では発生が移動体期以降に進行しなかった。
また、移動体期まで発生した多細胞体が、
Mexican hat様構造になった後に再び移動体
の形態をとり、Mexican hat様の形態へ戻る
という発生を繰り返し、徐々に多細胞体が
小さくなり、子実体を形成しなかった。多
細胞期のSTATaリン酸化レベルを調べたと
ころ、顕著な低下は見られなかった。定量
するために何回か実験を繰り返す必要があ
る。 

 
(3) 今後の課題と展望 
今までに STATaをリン酸化するキナーゼ
が何か知られていなかった。しかし、本研
究で少なくともDrkA, DrkC, RckAは有力候
補であると判明した。特に、DrkAは in vitro
で直接 STATaをリン酸化した。この発見は
非常に大きな進歩であり、長年の謎の解決
に一歩に迫るものである。しかしながら、
多くの発見は同時に解せない謎を多く生む
ことにもなった。 
① DrkAと RckAは STATaリン酸化に対
して強い影響を示した。これらをコードす
る遺伝子の 2 重遺伝子破壊株（drkA-/rckA-

株）はほとんど子実体を形成しなかった。
それにもかかわらず、多細胞期の STATaは
リン酸化されていた。STATa-株では形態形
成が異常になり、子実体形成をできずに発
生が移動体以降に進まない。形態的な性質
は drkA-/rckA-株や 3 重遺伝子変異株でも類
似していた。このことから、多細胞体期の
STATaリン酸化（活性化）と子実体形成は
別個の現象である可能性がある。或いは、
drkA-/rckA-株や 3 重遺伝子変異株では
STATaリン酸化は起こるが核移行が上手く
いかないか、核へは移行するが STATa標的
遺伝子の転写活性化が上手くいかない可能
性がある。今後、これらの可能性を考慮に
入れながら解析する必要があるだろう。 
② cAMP誘導実験からSTATaリン酸化に
深く関わるであろうと同定された 3 つの

TKL の 3 重遺伝子変異株の多細胞体でも
STATaのチロシンリン酸化が見られた。実
際には、3 重遺伝子変異株の cAMP 誘導実
験でもSTATaリン酸化がほんのわずか見ら
れた。このことは、STATaリン酸化に関わ
るTKLが少なくともあと一つはあることに
なる。今後の課題として、その TKLのスク
リーニングを引き続き行う必要がある。 
③ チロシンキナーゼの進化に関しては
共同研究の結果から、STATcのリン酸化に
関わるキナーゼが TKL キナーゼ Pyk2 と
Pyk3 であるこが示された。しかしながら、
STATaに関しては事情が複雑で、どれだけ
の数のTKLが活性を担っているかさえ解ら
ず、それらがいつどこでどのように STATa
リン酸化に関わっているか、あまりにも謎
が多くて解けていない。STATaは多機能を
有していることが知られているが、個々の
TKL が STATa の個々の機能に対応する可
能性がある。しかしながら、関与する TKL
が多く、また一部は配列が類似しているた
め、少なくとも多細胞体中の STATaリン酸
化に関する限りは、幾つかを遺伝子破壊し
ても他のTKLが補完して冗長性を示してい
ると考えられる。 
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