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研究成果の概要（和文）：ミルクに含まれる分泌性のリン酸化タンパク質であるカゼインをゴルジ体でリン酸化するキ
ナーゼ分子（ゴルジ体キナーゼ）の同定を試みた。その結果、新規ゴルジ体キナーゼと予測される遺伝子を同定し、シ
ョウジョウバエ突然変異体の作出に成功した。さらに、カゼインをリン酸化すると予測されるゴルジ体キナーゼFAM20C
の強制発現はショウジョウバエの正常発生に影響を与えるが、発生完了後の個体には影響を与えないことを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：Casein is a secretory phosphorylated protein containing in milk. We attempted to 
identify the kinase molecule to phosphorylate casein in the Golgi. As a result, we identified candidate 
genes for novel Golgi kinases in the Drosophila genome. We also succeeded in producing Drosophila mutants 
of these genes. Further, we found that overexpression of a Golgi kinase FAM20C affected the normal 
development of Drosophila.

研究分野： 機能生物化学

キーワード： ゴルジ体キナーゼ　リン酸化
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１．研究開始当初の背景 
 細胞膜上のタンパク質や分泌性のタンパ
ク質など、細胞の外側ではたらくタンパク質
の多くは、小胞体・ゴルジ体に存在する糖転
移酵素による糖鎖修飾によりその機能が調
節されることが良く知られている。これに対
して本研究者は、ゴルジ体に存在するリン酸
化酵素（ゴルジ体キナーゼ）によるタンパク
質の細胞外領域のリン酸化の機能に着目し
研究を行っている。これまでに本研究者は、
組織の成長と平面細胞極性を制御する細胞
膜上のタンパク質である非定型カドヘリン
Fat と Dachsous の機能が、ゴルジ体キナーゼ
Four-jointed（Fj）による Fat と Dachsous
の細胞外カドヘリンドメインのリン酸化に
より調節されることを明らかにした。細胞質
内において、タンパク質の機能がリン酸化に
より調節されることはよく知られているが、
この研究により、タンパク質の細胞外領域の
リン酸化もまた、タンパク質の機能調節に重
要な役割をはたしていることを明らかにし
た。Fj と細胞質に存在する既知のキナーゼ分
子のアミノ酸配列の相同性は低い。そこで Fj
のアミノ酸配列を足がかりにした相同性検
索により、新たなゴルジ体キナーゼの同定を
試みた。その結果、新規ゴルジ体キナーゼの
候補として機能未知遺伝子 FAM20C を同定し
た。FAM20C はゴルジ体に局在し、キナーゼの
モデル基質としてよく用いられるカゼイン
をリン酸化した。すなわち FAM20C はゴルジ
体キナーゼである。 

 
２．研究の目的 
 カゼインはミルク中の分泌性タンパク質
であり、リン酸化タンパク質であることが古
くから指摘されてきた。カゼインは多数のリ
ン酸化部位を有し、そのリン酸化は、ミルク
中でカゼインがミセル化するために必要で
あるため、カゼインのリン酸化を担うキナー
ゼの探索は古くから行われてきた。その結果、
カゼインはゴルジ体において３種類の異な
る 認 識 配 列 の キ ナ ー ゼ （ CK1, CK2, 
Golgi-Casein Kinase）によりリン酸化され
ることが明らかにされている。しかし、これ
らカゼインのリン酸化を担うゴルジ体キナ
ーゼ分子の同定はされていなかった。これま

でに本研究者は、合成ペプチド基質を用いた
キ ナ ー ゼ 活 性 測 定 に よ り 、 FAM20C が
Golgi-Casein Kinase に特異的なペプチド基
質をリン酸化することを明らかにした。そこ
で本研究では、カゼインの CK1 および CK2 認
識配列をリン酸化するゴルジ体キナーゼ分
子の同定を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 カゼイン中の CK1と CK2 配列をリン酸化す
るゴルジ体キナーゼとして、４つの可能性を
考えた。１）FAM20C とファミリーを形成する
遺伝子群のいずれかがリン酸化する、２）
FAM20C がリン酸化する、３）細胞質キナーゼ
として知られる Casein Kinase1 と 2 がリン
酸化する、４）未知のキナーゼ分子がリン酸
化する。これらの可能性を考慮しつつ、CK1
および CK2の認識配列のリン酸化を担うゴル
ジ体キナーゼの同定を試みることにした。 
 １）については、FAM20C との配列の類似性
からゴルジ体キナーゼと予測される分子の
キナーゼ活性を測定し、キナーゼ候補分子が
CK1 あるいは CK2 に特異的なペプチド基質を
リン酸化するか調べる。２）については、
FAM20CとCK1配列のみあるいはCK2配列のみ
を有する変異型カゼインを培養細胞に発現
させて変異型カゼインのリン酸化状態を二
次元電気泳動により調べる。３）については、
Casein Kinase1 および Casein Kinase2 を変
異型カゼインと培養細胞に共発現し、変異型
カゼインがリン酸化されるか調べる。４）に
ついては、大腸菌を用いた発現スクリーニン
グにより、CK1 および CK2 配列をリン酸化す
るゴルジ体キナーゼを同定する。 
 
４．研究成果 
 FAM20C との配列の類似性からゴルジ体キ
ナーゼと予測される候補遺伝子群を哺乳類
培養細胞用の発現ベクターにC末端側にタグ
配列を付加した状態でクローニングした。こ
れらタグ付きの候補分子を培養細胞に発現
させたところ、ゴルジ体あるいは小胞体に局
在した。そこで、培養細胞からタグ配列に対
する抗体ビーズを用いてタンパク質を精製
した。得られた精製タンパク質が、CK1 ある
いはCK2に特異的なペプチド基質をリン酸化
するか調べる予定であったが、別グループに
より、FAM20C が CK1 および CK2 の認識配列の
リ ン 酸 化 を 担 う こ と が 報 告 さ れ た
（Tagliabracci et al, Cell 2015）。さら
に、予備的知見として、本研究者もデータベ
ース上のマイクロアレイデータの解析によ
り、授乳期のマウスの乳腺において FAM20C
の発現が上昇することを明らかにしていた。
これらの結果により、カゼインの３種類の異
なる認識配列（CK1, CK2, Golgi-Casein 
Kinase）は、すべて FAM20C によりリン酸化
される可能性が高いと結論した。 
 そこで、ゴルジ体キナーゼのさらなる生理
機能の一端を明らかにするために、FAM20C を



ショウジョウバエに強制発現することにし
た。その結果、FAM20C の強制発現はショウジ
ョウバエに致死性を誘発することが分かっ
た。一方で、成虫まで発生した FAM20C 強制
発現個体において、寿命の短縮はみられなか
った。したがって、FAM20C の強制発現による
タンパク質細胞外領域の過剰なリン酸化は、
ショウジョウバエの正常な発生に影響を与
えるが、発生完了後の個体には影響を与えな
いことが示唆された。 
 さらに、FAM20C との相同性検索により、ゴ
ルジ体キナーゼ候補遺伝子を新たに 2 種類
（GolgiK1 と GolgiK2）同定した。そこでシ
ョウジョウバエにおける GolgiK1 と GolgiK2
の機能を調べるために、GolgiK1 と GolgiK2
の RNAi を行った。その結果、成虫の背中の
毛が脱落する表現型を示した。この結果は、
GolgiK1 と GolgiK2 は細胞外基質をリン酸化
することにより外骨格の形成に重要な役割
をはたす可能性を示唆している。次に、
CRISPR/Cas9 システムを用いて GolgiK1 と
GolgiK2 の突然変異体を作出した。今後は、
作出した GolgiK1 および GolgiK2 突然変異体
の表現型の解析を行う必要がある。 
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