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研究成果の概要（和文）：タンパク質キナーゼの遺伝子異常は種々の疾患を引き起こすため、個々のキナーゼの
基質を同定してそのリン酸化制御を明らかにすることは、基礎研究のみならず臨床応用の見地からも重要であ
る。本研究では、IMAC/2D-DIGE法やPhos-tagウェスタンブロット法、及び最新の質量分析計を駆使することによ
り、パーキンソン病の原因となるPINK1やがん化などに関与するERK、及び自己免疫疾患に関わるPKDの新規基質
を同定した。そしてそれぞれのキナーゼがこれらの新規基質を介して細胞機能を制御する仕組みを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：Many diseases are associated with mutations in protein kinases. To fully and
 therapeutically understand the complex signaling networks, it is essential to develop analytical 
strategies for the global identification and functional characterization of in vivo substrates of 
individual protein kinases. In this study, we have identified novel substrates of three 
disease-associated protein kinases including PINK1, ERK and PKD by using the IMAC/2D-DIGE method, 
Phos-tag Western blotting and mass spectrometry. Furthermore, we uncovered molecular mechanisms by 
which each kinase regulates cellular functions through these substrates.

研究分野：生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 タンパク質のリン酸化は、その酵素活性、
相互作用、安定性、細胞内局在などを可逆的
に制御することが可能であり、真核生物にお
いて最も広く認められる翻訳後修飾である。
このためヒトにはタンパク質リン酸化酵素
（キナーゼ）が 500 種類以上も存在し、様々
な細胞内シグナル伝達系で中心的な役割を
果たしている。タンパク質キナーゼをコード
する遺伝子の異常はがんや糖尿病、神経変性
疾患、循環器疾患などの種々の疾患の原因と
なることが知られている。従って個々のキナ
ーゼが標的とする基質タンパク質を大規模
に同定し、下流シグナルネットワークの全体
像を明らかにすることは、基礎研究のみなら
ず診断・創薬などの応用研究の見地からも重
要である。近年の各種プロテオミクス技術の
著しい進歩により、キナーゼ基質を効率的に
同定してそのリン酸化による機能制御を詳
細に明らかにすることが可能になっている。
本研究では、PINK1、ERK/MAP キナーゼ、及び
PKD の３つの疾患原因キナーゼに焦点を当て、
それぞれのキナーゼの新規基質を同定して
その生理機能を明らかにする予定である。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では主に以下の3種類のセリン／ス
レオニンキナーゼを基質探索の対象とする。 
 
(1) 常染色体劣性遺伝性パーキンソン病の
原因遺伝子産物である PINK1。パーキンソン
病は中脳黒質のドーパミン産生神経細胞が
変性・脱落することを主因とする難治性の神
経変性疾患である。パーキンソン病は孤発性
と家族性に大別されるが、家族性では特定の
遺伝子の異常に起因することから、病態発症
の分子機序を明らかにする上で重要な手掛
かりとなる。これまでに約 20 種類の家族性
パーキンソン病の原因遺伝子が同定されて
おり、中でも PINK1 とユビキチンリガーゼ
Parkinの2つの遺伝子産物によるミトコンド
リアの品質管理に関する研究が進んでいる。
2010 年に複数のグループにより、PINK1 はミ
トコンドリアの膜電位が低下すると安定化
し、そのキナーゼ活性によって Parkin を異
常ミトコンドリアに移行させ、ミトコンドリ
ア特異的なオートファジー（マイトファジー
と呼ばれる）を誘導することが報告された。
この PINK1 と Parkin の連携によるミトコン
ドリアの品質管理が破綻すると、異常ミトコ
ンドリアが蓄積して細胞障害が起こり、パー
キンソン病の発症に至ると考えられるよう
になった。 
 
(2) がん化、増殖、分化など真核生物で多彩
な役割を果たす ERK1/2。ERK/MAP キナーゼは
進化的に高度に保存されたセリン/スレオニ
ンキナーゼであり、細胞の増殖・生存・がん

化・分化などの多彩な細胞運命の決定に深く
関与している。Ras-Raf-MEK-ERK 経路の恒常
的な活性化は多くのがん細胞で認められて
おり、本シグナル伝達経路はがん治療、特に
メラノーマの治療において重要な分子標的
となっている。ERK の標的基質として、これ
までに転写因子など数百種類のタンパク質
が同定されているが、現在も新たな ERK 基質
の報告が相次いでいるため、未知の ERK 基質
の存在が推測される。 
 
(3) 自己免疫疾患に関与し、T 細胞の分化を
制御する PKD2/3。T 細胞受容体（TCR）を介
したシグナル経路は胸腺におけるT細胞の分
化を制御しており、TCR シグナルの異常はア
レルギーや自己免疫疾患の原因となること
が知られている。プロテインキナーゼD (PKD)
は TCR刺激によって活性化することは知られ
ていたが、PKD の T 細胞分化における役割は
不明であった。 
 
３．研究の方法 
 
 研 究 代 表 者 ら が 独 自 に 開 発 し た
IMAC/2D-DIGE 法に加え、細胞抽出液などの複
雑な試料中における特定のタンパク質のリ
ン酸化状態を調べる上で極めて有効な
Phos-tag ウェスタンブロット法、及び最新の
質量分析計（LC-MS/MS）を用いたリン酸化部
位の高感度同定法などを駆使することによ
り、それぞれのキナーゼの新規基質を同定す
る。そして種々の生化学・細胞生物学的な解
析により、これらの新規基質のリン酸化を介
して疾患原因キナーゼが細胞機能を制御す
る仕組みを明らかにする。 
 
４．研究成果 
 
(1) ミトコンドリアの膜電位が低下すると、
PINK1に依存してParkinとユビキチンの両方
の Ser65 がリン酸化されることを Phos-tag
ウェスタンブロット法と LC-MS/MS 解析で明
らかにした。そして精製 PINK1 がユビキチン
の Ser65 を in vitro で直接リン酸化できた
ことから、PINK1 は翻訳後修飾因子であるユ
ビキチンをリン酸化修飾するという、驚くべ
き知見が得られた。 
 細胞内において Parkin のユビキチンリガ
ーゼ活性は正常時は抑制されており、膜電位
が低下してはじめて活性化する。本研究にお
いて、PINK1 によって Parkin とユビキチンの
両方がリン酸化されることが、Parkin の活性
化に必要十分であることを示した。活性化し
たParkinはユビキチン鎖の形成を促すため、
PINK1 は新たに形成されたユビキチン鎖をリ
ン酸化する可能性が考えられた。実際に
PINK1 は様々なタイプのユビキチン鎖を in 
vitro 及び in vivo でリン酸化することを
Phos-tag ウェスタンブロット法や LC-MS/MS
解析、及び in vitro キナーゼアッセイによ



って明らかにした。さらにミトコンドリア移
行シグナルを付加したユビキチン鎖と
Parkin の両方にリン酸化模倣変異を導入し
たところ、膜電位が正常でも PINK1 非依存的
に Parkin がミトコンドリアに移行できたこ
とから、リン酸化されたユビキチン鎖が
Parkin の受容体として機能することが示唆
された。以上をまとめると、膜電位が低下し
た異常ミトコンドリアにPINK1が蓄積して自
己リン酸化・活性化し、ミトコンドリア上の
ユビキチン（鎖）と付近の Parkin をリン酸
化することによって Parkin が活性化する。
そして Parkin はリン酸化ユビキチン鎖に結
合することで異常ミトコンドリアに移行し、
ミトコンドリア上の基質をユビキチン化す
る。新たに形成されたユビキチン鎖を PINK1
がさらにリン酸化することにより、異常ミト
コンドリア上で Parkin とリン酸化ユビキチ
ン鎖が連鎖的に集積するというポジティブ
フィードバックが起こると考えられる（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 さらに PKAがミトコンドリアのクリステ構
造の維持に関与するMIC60をリン酸化するこ
とにより、PINK1 の安定化を阻害することを
Phos-tag ウェスタンブロット法や質量分析
計などを用いて明らかにした。従って PKA シ
グナルは PINK1-Parkin 経路を負に制御する
ことが判明した。 
 
(2) 我々は以前に、ERK が核膜孔複合体の構
成因子（ヌクレオポリン）をリン酸化するこ
とにより、輸送運搬体の核膜孔の通過を抑制
することを明らかにしていた。一方、ERK が
リン酸化されて活性化すると細胞質から核
内に移行することは古くから知られており、
ERK の核内移行は様々な細胞応答に必須の過
程である。本研究において、ERK がヌクレオ
ポリンのリン酸化を介してERK自身の核内移
行を正に制御することを見出した。この自己
制御機構により、細胞外刺激の強度に対して
ERK のリン酸化はアナログに応答するが、ERK
の核内移行のステップでデジタルな応答に
変換されることを数理モデルと RNAi 実験に
よって明らかにした（図 2）。ERK のデジタル
な核内移行応答は、ERK が制御する様々な細
胞運命決定がデジタルな現象であることを
考慮すると合理的と思われるが、この応答特

性が生理的に本当に重要かどうかは今後の
課題である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 胸腺特異的 PKD2/3 遺伝子欠損マウスを
作製したところ、将来ヘルパーT 細胞になる
CD4 陽性細胞が胸腺で激減することを見出し
た。即ち、TCR シグナルの活性化による T 細
胞の分化・成熟に PKD が重要な役割を果たし
ていることが明らかになった。そこで
IMAC/2D-DIGE 法により、T 細胞において PKD
がリン酸化する標的基質を大規模に探索し
た。TCR 刺激を行った野生型と PKD 欠損型の
T 細胞を比較することにより、チロシンホス
ファターゼの一つであるSHP-1を含む複数の
PKD 基質を見出した（図 3）。T 細胞抽出液の
消化物からリン酸化ペプチドを精製して
LC-MS/MS 解析したところ、PKD の活性に依存
して SHP-1 の Ser557 がリン酸化されること
が判明した。Ser557 をアラニンに置換した
（S557A）ノックインマウスを作製し、T細胞
抽出液の Phos-tag ウェスタンブロットを行
うことにより、内在性 SHP-1 の Ser557 が TCR
刺激によってリン酸化されることを確認し
た。さらにS557Aマウス由来の胸腺細胞では、
CD4 陽性細胞への分化が抑制されていたこと
から、PKD-SHP-1 シグナル経路がヘルパーT
細胞への分化に重要な役割を果たしている
ことが示された。 
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