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研究成果の概要（和文）：近年、タンパク質の分解異常がパーキンソン病のような神経変性疾患の１つの原因であるこ
とが想定されている。加えてパーキンソン病ではドーパミン神経の変性を特徴とするため、ドーパミン代謝過程で生じ
るキノン類による細胞障害が注目されている。チロシン水酸化酵素はユビキチン化されてプロテアソーム分解され、こ
の分解はSer19のリン酸化が引き金になることを本研究において証明した。本酵素のリン酸化は酵素活性を促進させる
ため、リン酸化による本酵素の細胞内分解の促進はドーパミン合成の点では相反する反応となる。酵素活性と分解の制
御バランスの異常がドーパミン神経の障害発生において鍵となることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Recently, abnormality of the degradation of intracellular proteins has been 
suspected to be a major cause of neurodegenerative diseases such as Parkinson's disease. Again, the 
primary pathology of Parkinson's disease is degeneration of the dopamine neuron, and then degeneration is 
suspect to result from by quinones derived from dopamine. In this study, we clarified that the inhibition 
of deubiquitinating activity enhances the proteasomal degradation of tyrosine hydroxylase (TH) and that 
the phosphorylation of Ser19 is a trigger for the degradation. The increased degradation of TH molecule 
by its phosphorylation is opposite action for its increased activity by its phosphorylation on dopamine 
synthesis. The study indicates that the balance of the degradation and the activity might be critical for 
degeneration of the dopamine neuron.

研究分野：神経化学
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１． 研究開始当初の背景 
 
パーキンソン病は代表的な神経変性疾患
であり、中脳黒質におけるドーパミン産生細
胞であるドーパミン神経の選択的な障害が
特徴である。パーキンソン病の疾患遺伝子と
して α シヌクレインやパーキンが発見され、
ユビキチン・プロテアソーム系を介した細胞
内タンパク質の分解異常とパーキンソン病
発症との関連性が注目されている（文献①）。 

 
一方、パーキンソン病の原因を解明するた
めに行われた多くの報告において、カテコー
ルアミン生合成系律速酵素であるチロシン
水酸化酵素（TH）が、パーキンソン病の発症・
進行において重要な役割を担っている可能
性が指摘されている。 
しかしながら、パーキンソン病でみられる
中脳の黒質の選択的な脱落、すなわち TH が
局在してドーパミン合成が行われている部
位が選択的な障害を受ける理由については、
未だ明確な答えがない。 

 
 
２． 研究の目的 

 
チロシン水酸化酵素（TH）の局在によりド
ーパミン合成が行われている細胞が選択的
な障害を受ける理由に関しての、我々の考え
方を図１に示す。 
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カテコールアミン系の律速酵素である TH
により合成されるドーパミンが、その代謝過
程で酸化を受け、ドーパミンキノン類が産生
される。このドーパミンキノン類は、ミトコ
ンドリア障害を引き起こす原因物質（細胞毒
性）の一つであることが知られており、ドー
パミンの産生過剰は細胞毒性を生じさせる
可能性が極めて高い（文献②）。 

 
また、TH はリン酸化による酵素活性制御
調節を受け、また細胞内における本酵素の分
解制御に関してもリン酸化が重要である（文
献③-⑤）。すなわち、図２に示すように、TH
のリン酸化により本酵素によるドーパミン
合成が促進される一方、プロテアソーム分解
系による TH 分解が促進させる可能性がある。 
しかし、何らかの異常が生じて TH の分解が
抑制されると、細胞内における TH の蓄積量
が増加して、ドーパミンの合成量が増加する。

その結果、ドーパミンキノンが蓄積しやすく
なり細胞障害が生じる。加えて、細胞数が減
少して産生されるドーパミン量が低下すれ
ば、細胞はより多くのドーパミンを産生する
必要が生じて、更なる TH のリン酸化が生じ
る。すなわち、この連鎖が繰り返し起こるた
め更に細胞が障害を受ける。これが我々の考
え（仮説）である。 
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（１）TH がリン酸化されると、本酵素の細
胞内での分解が促進されることが報告され
ている（文献③-⑤）。一方、リン酸化部位は
Ser19、Ser31、Ser40の 3か所あり、細胞内分
解においてどのリン酸化部位が重要である
かについては不明である。各リン酸化部位と、
細胞内分解の関連性を明確にする。 
 
（２）リン酸化された TH に結合して THの
酵素活性を調節することが知られている
14-3-3 プロテインが、TH の細胞内安定性
（分解性）に影響を与える可能性が以前行っ
た我々の実験において示唆された。一方、
14-3-3 プロテインはαシヌクレインと複合体
を形成し、E3 ユビキチンリガーゼであるパ
ーキンの活性を制御することから、ユビキチ
ン・プロテアソーム分解系と深く関わってい
ることが報告されている（文献⑥）。 
すなわち、TH の細胞内安定性はプロテア
ソーム分解系により決定され、加えて 14-3-3 
プロテインと αシヌクレインは TH のリン酸
化を介してプロテアソーム分解系を制御し
ている可能性が推察される。 
そこで、TH の細胞内安定性（分解）にお
ける 14-3-3 プロテインの役割を解明する。 
 
（３）14-3-3 プロテインおよび αシヌクレイ
ンは、TH のリン酸化を制御するシャペロン
プロテインであることが知られている。この
シャペロンプロテインが TH のリン酸化を制
御する目的として、酵素活性制御メカニズム
に焦点が当てられ、研究が進められてきた。 
そこで、酵素活性の制御のみならず、細胞
内分解の制御を含めてリン酸化の役割を明
確にすることが重要であると考え、これを本
研究の最終的な目標とした。 
 
 



３．研究の方法 
 
（１）実験材料 
ドーパミン生合成のモデル細胞として

PC12D 細胞を用いた。細胞内の TH、14-3-3
プロテイン等については、SDS-PAGE・ウェ
スタンブロット後の免疫染色によるタンパ
ク質量の定量、Phos-tag PAGE とウェスタン
ブロットを組み合わせたリン酸化の解析、免
疫染色した標本のレーザー顕微鏡による観
察などを主な解析手段として用いた。 
 
（２）プロテアソーム分解の抑制 
プロテアソーム分解阻害剤である

Lactacystin、MG-132 を PC12D 細胞に反応さ
せて、細胞内における THの変動を解析した。 
 
（３）プロテアソーム分解の促進 

USP14 による脱ユビキチン化活性を阻害
する薬剤等を用いて、プロテアソーム分解の
促進を誘導した後、上記の方法を用いて、TH、
14-3-3プロテインなどの細胞内タンパク質の
変動を解析した。 
 
（４）THのリン酸化の誘導 

TH の Ser19 のリン酸化を特異的に誘導す
る Anisomycin、Ser40 のリン酸化を特異的に
誘導する Forskolin、を用いてプロテアソーム
分解を誘導した後、（１）の方法を用いて、
TH、14-3-3プロテインなどの細胞内タンパク
質の変動を解析した。 
 
（５）シャペロンプロテイン（14-3-3 プロテ
イン等）の抑制 
 当初RNAiを用いて14-3-3 プロテイン等の
発現量を抑える実験を行ったが、抑制が 50%
程度と、十分な抑制効果が得られなかった。
そこで、14-3-3プロテインの活性を特異的に
阻害するペプチドおよび合成阻害薬を用い
て活性を阻害した。細胞内タンパク質の解析
は上記の方法を用いた。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）PC12D細胞において、プロテアソーム
分解阻害薬を添加すると、Ser19、Ser31、も
しくは Ser40でリン酸化された THが増加し
た。短時間では THのリン酸化は 1個所での
み生じているが、反応時間が長時間になると、
2個所、3個所でリン酸化された THの増加が
生じた（図３）。また、用いるプロテアソー
ム分解阻害薬の種類を変えると、リン酸化さ
れた TH の増加パターンに違いがみられるこ
とが明らかとなった。 
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（２）脱ユビキチン活性を阻害することでプ
ロテアソーム分解を促進させると、Ser19 で
リン酸化されたチロシン水酸化酵素が細胞
内から特異的に消失した（図４）。一方、Ser31、
Ser40 におけるリン酸化ではこの消失は生じ
なかった。 
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（３）TH のリン酸化は階層的に生じること
が知られている（例えば Ser19 のリン酸化は
Ser40のリン酸化を促進する、図５、文献⑦）。
すなわち、長時間プロテアソーム分解を阻害
すると、１つのリン酸化が他のリン酸化を誘
導してしまう可能性があり、（１）の結果の
解釈が困難となる。すなわち（１）と（２）
の結果を総合して判断すると、（２）の結果
の方が信憑性が高く、TH 分解のトリガーは
Ser19のリン酸化であると推定される。 
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（４）特異的なペプチド阻害薬および合成阻
害薬を用いて14-3-3プロテイン活性を阻害す
ることにより、THの PC12D細胞内濃度を変
化させることができる可能性があることを
明らかにした。これにより、TH の細胞内分
解性における14-3-3プロテインの必要性が示
唆されるわけであるが、現時点では可能性で
あり確定するには至っていない。 
 
（５）14-3-3プロテインにより制御される TH
の Ser19のリン酸化は、Ser40のリン酸化とと
もに酵素活性調節に着目して研究が進めら
れてきた。本研究では、Ser19 のリン酸化、
続いて起こるユビキチン化、それに伴うプロ



テアソーム分解という視点で進められた。リ
ン酸化は酵素活性を促進してドーパミン合
成が促進される一方で、リン酸化は本酵素の
細胞内分解を誘導・促進してすることにより
ドーパミン合成が抑制される点で相反する
結果を生み出す。正常な状態では、細胞内で
酵素活性調節とタンパク質分解調節がバラ
ンスをとっていることが示唆されることか
ら、この調節バランスの重要性を提起した。 
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