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細胞統御システム分野  

Division of Cell Regulation Systems 
 
 細胞統御システム分野は、特任准教授である石谷太の平成18年11月の着任とともに発足した。

当分野では、個体の形成と維持に関わるシグナル伝達経路の機能と制御の解明を目指して研究を

行っている。「一つの細胞から私たちの体が形成される過程（個体の形成）」や「成体における

恒常性の維持や感染防御（個体の維持）」は、適切な遺伝子が適切な時空間において発現し、そ

の遺伝子産物が適切に機能することによって達成される。このような遺伝子機能の時空間的制御

のコントロールは、細胞内あるいは細胞間のシグナル伝達経路によってなされる。このシグナル

伝達経路の破綻は、器官の形成不全などの遺伝子疾患や癌などの疾病の発症を引き起こす。シグ

ナル伝達経路の機能と制御の解明は、将来的な新たな疾病の治療法や創薬の開発において非常に

重要であると考えられている。当分野では「遺伝学的解析及び細胞生物学的解析に適した脊椎動

物モデルであるゼブラフィッシュを用いた細胞レベル個体レベルの研究」と「Co-IPやChIP assay、

in vitro kinase assay などの生化学的研究」そして「DNA マイクロアレイやプロテオミクスな

どの網羅的研究手法」を組み合わせ、体の形成や維持、感染防御に関わるシグナル伝達経路群の

機能と制御の解明を目指している。特に以下のテーマに注目して研究を進めている。 

 

(A) シグナル伝達経路の活性を制御するプロテインキナーゼNLKの機能と制御の解明 
(B) 幹細胞の増殖と細胞の癌化に関わるシグナル伝達経路である Wnt シグナル伝達経路の機能

と制御の解明 

(C) 個体の形成と維持に関わるシグナル伝達経路の生個体における可視化 
  

Ａ. シグナル伝達経路の活性を制御するプロテインキナーゼNLKの機能と制御の解明 

 Nemo-like kinase (NLK)は MAPK に類似したキナーゼである。ヒト NLK は酵素ドメイン（キナ

ーゼドメイン）においてヒトMAPK1 と47%の相同性を有し、アミノ末端側にヒスチジンに富んだ

（His-rich）領域を持つ。私たちはこれまでに、NLK が様々な細胞内シグナル経路の転写因子を

リン酸化してその活性を変化させることにより、シグナル伝達をファインチューンする機能をも

つことを明らかにしてきた。例えばNLKは、①TCF/LEF(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 シグナル活性を変化させたり、②c-Myb（原がん遺

伝子産物）をリン酸化することによりそのタンパク質安定性を低下させたり、③転写因子 STAT3

をリン酸化して IL-6 や Activin のシグナルを促進したりする。しかし、これらのリン酸化の個

体における生理学的意義はあまり明らかになっていない。 

 私たちは現在、NLKの制御と分子•細胞•個体レベルにおける機能の全貌解明を目指し、「NLKの

新規基質の探索」「個体形成におけるNLKの機能の解明」に取り組んでいる。 

 



a. NLKの新規基質の探索 
 NLK と相互作用し、かつリン酸化されることを指標として、NLK の新たな基質を探索した。ま

ず、ヒト腎臓細胞株293細胞に発現させて得たFlagタグ付きのNLK(NLK-WT)及びキナーゼ不活性

型NLK(NLK-KN)を、大量の293細胞から調製した細胞抽出液と混合し、抗Flag抗体でIPし、NLK

とNLK-KNの両方に結合するタンパク質群を精製した。続いてIP産物をin vitro kinase assay

し、NLKによってリン酸化を受けるが、NLK-KNによってはリン酸化を受けないタンパク質を選別

した。この様にしてNLKの新たな基質候補を探索し、現在までに4種類の新規NLK基質を発見し

た。今後はまず、同定した基質をクローニングし、NLK が実際にこれに結合しリン酸化するかを

確認したい。そして、実際に個体レベルで新規基質がNLKと共に機能しているかを検討するため

に、ゼブラフィッシュ胚において新規基質及び NLK の機能欠損/機能獲得の表現型の解析と比較

を行っていきたい。 

 

b. 個体形成におけるNLKの機能の解明 
 NLKは他のMAPK同様に種を越えて保存されており、これまでにC. elegans、Drosophila、Xenopus、

ゼブラフィッシュ(Danio rerio)、哺乳動物などにおいて各 1々つずつのNLK遺伝子がクローニン

グされている。私たちは最近、ゼブラフィッシュから新たにもう一つの NLK をクローニングし、

これをNlk2と名付け、以前にクローニングされたものをNlk1とした。すでに報告されているゼ

ブラフィッシュNlk1はXenopus NLKとアミノ酸配列相同性が高いが、Nlk2は哺乳類NLKに相同

性が高かった。また、Nlk1 が胚発生初期から継続的に胚全体に渡って発現するのに対し、Nlk2

は初期のパターン形成の時期には発現せず、分化/成熟期の脳や神経系に発現する。興味深いこ

とに、哺乳動物 NLK はゼブラフィッシュ Nlk2 同様に脳組織に強く発現することが分かっている

が、NLKの脳神経系における機能は不明である。そこで、現在私たちはゼブラフィッシュNlk2の

脳神経発生における機能解析を行っている。Nlk2に対するモルフォリノアンチセンスオリゴヌク

レオチド（MO）をゼブラフィッシュ受精卵に注入し、Nlk2機能阻害胚の脳神経発生過程を解析し

た。NLK2機能阻害胚では、感覚神経の形成や中脳の発生に異常が認められた。これらのことから、

NLK が脊椎動物の感覚神経の形成や中脳の形成において重要な働きを担っていることが明らかに

なった。しかし、NLKがどのような分子メカニズムでこれらの現象を制御するのかは未知である。

現在、PC12細胞などのモデルニューロンを用いて、NLKがどのような分子メカニズムで脳神経形

成を制御するのかを詳細に調べている。 

 

Ｂ. 幹細胞の増殖と細胞の癌化に関わるシグナル伝達経路であるWntシグナル伝達経路

の機能と制御の解明 

 Wntシグナル伝達系は、「体の形成」、「幹細胞の増殖」、「癌の発症」に関わる重要なシグナル伝

達経路である。Wnt シグナルの機能と制御の解明は、将来的な新たな医療技術の開発や創薬につ

ながると期待されており、世界的に最もホットな研究課題の一つである。Wntシグナル伝達系は、

細胞が細胞間情報伝達分子Wntを受容することにより活性化する。Wntシグナルが活性化した細



胞では、転写因子Tcf/Lefが標的遺伝子の転写を誘導する。私たちはこれまで、「Tcf/Lefの分子

レベルでの制御」に注目して研究を行い、「Tcf/Lefがリン酸化されること」と「Tcf/Lefがユビ

キチン-プロテアソーム系によって破壊されること」を世界で初めて発見した。 

 

a. Tcf/Lefのユビキチン-プロテアソーム系による破壊 

 私たちはこれまでに、「①Tcf/Lefファミリーの転写因子Lef1がユビキチン-プロテアソーム系

によって分解されていること」、「②シグナルタンパク質NrarpがLef1の分解を阻害し、Lef1を

安定化すること」、そして「③Nrarp によるLef1 分解の回避が神経堤細胞の発生に関わること」

を見出している。この発見は、Wnt シグナルの新たな制御機構の発見であり、非常に興味深い。

しかし、Lef1の分解の制御機構は分子・個体いずれのレベルにおいても未だに理解が不十分であ

り、Lef1にユビキチンを付与するユビキチンリガーゼさえも不明である。現在、私たちは、Lef1

タンパク質の安定性の制御とその意義を分子・細胞・個体の各レベルにおいて解明することを目

標とし、研究を進めている。 

 

b. Tcf/Lefのリン酸化 

 私たちはNLKがTcf/Lefをリン酸化することを８年前に同定したが、このリン酸化の生理学的

意義は未だに十分に解析されていない。そこで、私は遺伝学的解析及び細胞生物学的解析に適し

たモデル動物であるゼブラフィッシュを用い、NLKによるTcf/Lef リン酸化の細胞レベル及び個

体レベルの機能解析を行った。まず、ゼブラフィッシュよりNLKホモログNlk1及びNlk2、Tcf/Lef

ホモログTcf4及びLef1をクローニングした。続いてそれらが共に働く領域を探るべく、それぞ

れの発現パターンを解析した。その結果、Nlk2とTcf4とLef1が形成過程の中脳に重複して発現

することがわかった。このことから、Nlk2によるTcf4/Lef1のリン酸化が形成過程の中脳でおこ

り、このリン酸化が中脳の形成において何らかの役割を担う可能性が考えられる。そこで、モル

フォリノアンチセンスオリゴヌクレオチド（MO）を用いてゼブラフィッシュ胚体内においてNlk2

及びTcf4/Lef1の機能を特異的に阻害し、中脳の形成への影響を調べた。その結果、Nlk2機能阻

害胚及びTcf4/Lef1機能阻害胚のいずれにおいても異常に矮小化した中脳が形成された。したが

って、「Nlk2がTcf4/Lef1をリン酸化することによりTcf4/LEF1を正に制御し、正常な中脳の形

成に関与する」可能性が示唆された。現在、「Nlk2が実際にゼブラフィッシュ胚体内でTcf/Lef1

をリン酸化しているかどうか」と「Nlk2がTcf/Lef1を正に制御する分子機構」を調べている。 

 

Ｃ. 個体の形成と維持に関わるシグナル伝達経路の生個体における可視化 

 癌・感染防御・脳神経系形成に関わるシグナル伝達経路が脊椎動物の卵から幼体に至る発生/

成長過程において「いつ」「どこで」「どの程度の強さで」活性化して働いているかを解明するこ

とは、私たちの体の形成と維持の分子メカニズムを理解する上で非常に重要である。これを解明

するためには、個体レベルにおけるシグナル伝達の可視化が非常に有効な手段であると考えられ

る。当分野では、ゼブラフィッシュを用いて「生きた脊椎動物個体におけるシグナル伝達経路の



時空間的動態の可視化」に取り組んでいる。ゼブラフィッシュは以下にあげるような優れた特性

を持っており、脊椎動物におけるシグナル伝達の可視化に最も適したモデル動物である。ゼブラ

フィッシュの特性：(1)胚体が透明／(2)体外で胚発生が起こること（ヒトやマウスなどの哺乳動

物では、発生が母体内でおこることから、発生初期での重要な生物学的現象を経時的に観察する

ことは技術的に困難）／(3)多産／(4)ヒトと同様に脳神経系や消化器系などの器官をもち、それ

らがヒトのものと同様の発生機序を辿って形成され、そして維持されていること（ショウジョウ

バエや線虫といった無脊椎動物モデルにおいて形成される器官やその発生機序は我々脊椎動物

のそれとは大きく異なるため、シグナル伝達経路の個体レベルにおける機能はヒトと大きく異な

る）。今後、本研究により、「シグナル伝達経路がどのように機能することによって私たち脊椎動

物の体が形成され、そして維持されるのか」を把握したい。そして、将来的にはこれを「各シグ

ナル伝達経路の新規因子の探索と機能解析」や「病態とシグナル伝達の関連」を研究するための

強力なツールとしたい。 
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蛋白質化学分野 

Division of Protein Chemistry 

 

近接する二つのシステインが二電子酸化を受けることにより形成されるジスルフィド結合は、タ

ンパク質の高次構造形成において重要な役割を担う構造安定化因子である。最近の研究によれば、

ジスルフィド結合の形成・解離が酸化ストレス応答に関わる種々の転写因子や分子シャペロンの

活性や細胞内局在を規定する因子としても重要な役割があることが判明している。細胞の中では、

ジスルフィド結合が迅速かつ正確に進行するよう、ジスルフィド結合導入酵素・異性化酵素が存

在する。大腸菌では、膜蛋白質DsbBがユビキノンの酸化力を利用してジスルフィド結合を創り
だし、ここで創られたジスルフィド結合は水溶性蛋白質DsbAを介して多くの高次構造形成途上
の蛋白質に受け渡される。我々はここ数年、この酸化システムに関する生化学的，遺伝学的，構

造生物学的研究を遂行した。中でも最近、このシステムを構成する主要な三つの因子DsbA-DsbB-
ユビキノンの複合体の X線結晶構造解析に成功し、Cell誌に掲載するに至っている。その結果、
この酸化システムの巧妙な分子機構の全貌を明らかにすることができた。 
 
平成１８年１１月１日付けで九大生医研のSSP学術研究員として採用され，実質的には平成１９
年１月より研究室のセットアップを行った。現在では，一連の細胞培養・タンパク質発現精製・

生化学実験・構造生物学実験を遂行するための研究環境を整備するに至っている。既にテクニカ

ルスタッフ２名と技能補佐員１名を雇用し、近日中にポスドクも１名加わる予定である。今後学

生のリクルートも積極的に行い、研究室の規模を適度に拡大する予定である。 
 
A. 蛋白質ジスルフィド結合が創り出される共通化学原理を解明（原著論文３） 
大腸菌中では、フォールディング途上の蛋白質に効率よくジスルフィド結合を導入するため

DsbA-DsbB-ユビキノン酸化システムが存在する。このシステムにおいて、膜酸化酵素DsbBはユ
ビキノン分子の強い酸化力をジスルフィド結合という形に変換し、ここで創り出されたジスルフ

ィド結合はDsbAを介して多くの基質蛋白質に受け渡される。本研究では、DsbBとユビキノンが
共役してジスルフィド結合を創り出す機構について、生化学的および理論化学的研究（京大院理 

林重彦助教授との共同研究）を展開し、DsbBのシステイン残基の一つがユビキノン分子と電荷移
動錯体および付加生成物を過渡的に形成することで、ジスルフィド結合形成反応が速やかに進行

することを示した。またこの過程において、DsbBホモログ間で高度に保存されたアルギニン残基
の正電荷が必須の役割を有していることも明らかとなった。 

興味深いことに、本研究で提唱したユビキノン分子に依存したジスルフィド結合創生機構は、

真核生物でみられるFAD (flavin adenine dinucleotide) 分子に依存したそれと多くの類似点が存在

する。FAD分子に依存したジスルフィド結合形成解離過程においても、ジスルフィド酸化還元酵

素中でシステイン残基とFADとの間で電荷移動錯体および付加生成物が過渡的に形成され、また

その際、近傍に存在するNADP+などの正電荷が重要な役割を担っている。真核細胞と原核細胞の



ジスルフィド結合創生システムが、それぞれ独立して進化したにもかかわらず、基本となる化学

原理を共有していることは、その生物学的および化学的合理性を示唆している。 

 

B. DsbA-DsbB-ユビキノン三者複合体のX線結晶構造解析（原著論文１） 

細胞システムの機能発現メカニズムを深く理解する上で，そのシステムを構成する因子の構造情

報を得ることは極めて重要である。そこで本研究では、大腸菌における蛋白質ジスルフィド結合

形成システムを構成する三つの因子DsbA-DsbB-ユビキノンの複合体のX線結晶構造解析に果敢

に挑んだ。DsbBが膜内在性酵素ということもあり、その結晶構造解析は困難を極めたが、徹底し

たサンプル調整法および結晶化条件の検討により、４年以上もの歳月をかけて、3.7Å分解能の結

晶構造を解くに至った。その結果、この酸化システムに関する幾つもの重要な知見が得られた。

第一に、DsbB上のユビキノン結合部位を同定し、DsbBとユビキノンが共同してジスルフィド結

合を創り出すための化学スキームが分子レベルで解明された（下図参照）。第二に、DsbBからDsbA

へジスルフィド結合をリレ

ーする過程において、DsbB

はDsbAとの会合に伴う巧

妙な構造変化を引き起こし、

両蛋白質間に存在する酸化

還元電位のエネルギー障壁

を巧みに克服していること

が強く示唆された。さらに、

大腸菌のペリプラズムには、

ジスルフィド結合導入のた

めの酸化経路に加え、ジス

ルフィド結合組換えのため

の還元経路も存在するが、これら二つの経路の巧妙な分断機構も明らかとなった。以上構造解析

により明らかとなった事柄は，我々が以前より生化学的および遺伝学的研究より提唱してきた分

子メカニズムと合致し，我々の考えを強くサポートするものである。これらの研究成果により、

細胞の中でジスルフィド結合がどのように創られ、蛋白質に導入されるのか、そのメカニズムの

全貌が分子レベルで解明されたと言える。 
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