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修士論文ダイジェスト2013年 度 （平成25年度）

生細胞蛍光イメージングによるERK MAPK活性化動態の1細胞定量計測

政 策 •メディア研 究 科 修 士 課 程 2 年 
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1 . 序論

M A P K  (m itogen-activated protein k in a s e ;分裂促進因子活性イ匕タンパク質キナーゼ；M A P キナー 

ゼ） は酵母から哺乳類まで高度に保存されたセリン /スレオニンキナーゼであり，増殖や分化， ア 

ポトーシスなどの細胞運命決定を制御している （ Q i  and E lio n , 2005) . 哺乳類細胞においては， これ 

までにE R K 1 / 2 , J N K ,  p38, E R K 3 / 4 , E R K 5 の 5種類の M A P K ファミリーが同定されている （ R o u x  and 

Blenis, 2004) . その中でも最も有名なのは E R K  (extracellular signal-regulated k in a s e )1/2であり，古典 

的M A P K とも呼ばれている （ Chang and K a rin，2001) . E R K  M A P K カスケードは R a fiT V E K / E R Kからな 

り， 増 殖 因 子 や サ イ ト 力 イ ン ， ホ ル ボ ー ル エ ス テ ル 等 に よ っ て 活 性 化 が 誘 導 さ れ る .  

E G F  (epiderm al grow th  f a c t o r ;上皮成長因子）刺激に対する E R K の応答は特によく調べられてお 

り， システム生物学におけるモデルシステムとしてもしばしば用いられる . E G F の結合によって 

E G F R が活性化されると， アダプタータンパク質である G rb 2 ， G T P 交換促進因子である S o sとの相互 

作用を介し， R a sが 活 性 化 さ れ る .R a sの活性化により R a fは細胞膜へと局在変化して活性化され， 

R a f / M E K / E R K の カ ス ケ ー ド が 順 に 活 性 化 さ れ る .活 性 化 さ れ た E R K は細胞質から核へと局在変化 

し，転写因子をはじめとする核内のタンパク質をリン酸化することで細胞増殖に導く  （以降，上 

記の経路を E G F -E R K 経路と表記する） .

X洲o/m  oocytesにおいては，ERKのリン酸化は入力シグナルの上昇に対して switch-likeに起こる 

こ と が 知 ら れ て い る （図 1 ) . この非線形性を生み出すメカニズムの 1つは2重リン酸化;モチーフで 

あり，2回 の リ ン 酸 化 反 応 が 独 立 （distributive) に起こることに起因する （Ferrell Jr. and Bhatt, 1997; 

Huang and Ferrell, 1 9 9 6 ) .さらに， oocytesの場合は，ERKからMAPKKKへのポジティブフ 

ィードバックが存在することで， その応答は非常に急峻なものとなっている .ERKは増殖や分化， 

発生といった一般的に不可逆な過程を制御していることから， その応答性が switch-likeであるとい 

う事実は合目的的であると考えられる .

他方，免疫染色や F A C S による定量解析の結果から，酵母や哺乳類細胞においては， E R K のリン 

酸化が入力シグナルに対して gradedに 起 こ る こ と が 報 告 さ れ て い る （C o lm a n -L e m e r e? a/.， 2 0 0 5; 

M a cK e ig a n  a/., 2005; W h ite h u rs t以 a/.，2004).  E R K の2重リン酸化モチーフは哺乳類細胞でも保存 

されていることから， E R K のリン酸化;がs w itc h -lik eではなく gra de dに起こることは必ずしも自明で 

は な い .実 際 の と こ ろ ，足 場 タ ン パ ク 質 （s c a f f o ld )や細胞内の分子混雑の影響などが示唆されて  

いるが， そのメカニズムは現在でも完全には明らかになっていない（A o k iが况，2 0 1 1 ,2 013).

ところで， ERKは細胞増殖や分化といった細胞運命決定の制御を担う分子であり， その情報は 

最終的には0か 1の情報に変換される必要があると考えられる .すなわち，gradedなERKのリン酸化 

も， その下流のいずれかで switch-likeなシグナルに変換される必要があると考えられる .しかしな  

が ら ， 実 際 に そ の よ う な メ カ ニ ズ ム が 存 在 す る の か は 明 ら か に な っ て い な い .そ こ で 本 研 究 で  

は，ERKのリン酸化;後に起こる核への局在変化に着目し， そのダ ^ナミクスを生細胞蛍光イメージ  

ングにより1細 胞 レベルで計測した.
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Inpyt Input

図 1 : E R K の2重リン酸化の入力シグナルへの依存性

及 /?〇/?奶oocytesやw v /加においては，E R K のリン酸化が入力シグナルに対してswitch-likeに起こる . 一方，酵 

母や哺乳類細胞においては，E R K のリン酸化は入力シグナルの上昇にgradedに依存する .

2•結果と議論

3 .2 .1  E G F P - E R K 2 の 生 細 胞 蛍 光 イ メ ー ジ ン グ  

生 き た 細 胞 内 に お け る E R K の 動 態 を 観 察 す る た め に ， E R K 2 にE G F P を融合させたタンパク質  

( E G F P - E R K 2 )を用いた . また，核マーカーとして T a g R F P を融合させたヒストン H 2 B を用い， こ 

れ ら を 安 定 発 現 す る P C 1 2 細 胞 を 使 用 し て 実 験 を 行 な っ た . P C 1 2 は ラ ッ ト の 副 腎 髄 質 （ adrenal 

m e d u l l a )由 来 の 褐 色 細 胞 腫 （P h e o c h ro m o c y to m a )であり， E R K を介した細胞運命決定研究のモデ 

ルとして用いられてきた実績がある（G re e n e a n d Tis c h le r, 1976; V a u d ry扣《/.，2002).

まず始めに， ウヱスタンプロッテイングにより内在性 E R K とE G F P -E R K 2 の発現量比を見積もっ 

た . これは， E R K の 過 剰 発 現 は 細 胞 内 局 在 を 変 化 さ せ る こ と が 知 ら れ て お り （ B u ra c k  and Shaw, 

2005; F u k u d a 以 虬 ，1997)，導入した E G F P -E R K 2 の発現量が内在性 E R K に比べて十分に低いことを 

確認する必要があるためである . 発現量比を見積もった結果， E G F P -E R K 2 の発現量は内在性 E R K  

の 1 0 % 未 満 で あ っ た （図 2 B ) . 内在性 E R K の 発 現 量 は 約 1 u M で あ る こ と か ら （ F u jio k a  d  a/., 

2006 )， E G F P -E R K 2 の発現量は 100 n M 未満であると見積もられる . これは，導入した E R K の発現量 

が 150 n M 程度以下であれば，本来の細胞内動態にほとんど影響を与えないという報告の範囲内で 

あ る （C o s ta W fl/ .,  2006 ) . 以上より， E G F P -E R K 2 の発現が生細胞における E R K の動態を乱す可能性 

は低いと結論付けた .

次に， E G F 刺激に対する E R K の核移行応答を調べるために， 0.0005-5 0  n g / m lのE G F で細胞に刺激 

を与え， E G F P -E R K 2 の核移行夕V ナミクスをイメージングした . E G F 濃度は， 50， 5 , 1 , 0.5,  0.1,

0.08, 0.06 , 0.05, 0.04, 0.03, 0.01, 0.005, 0.0005, 0 ng/m lの 14条件で実験を行なった .核マーカーである  

T a g R F P -H 2 B の画像から各細胞の核領域を決定し，核内における E G F P -E R K 2 の平均笛光強度を 1細 

胞レベルで定量化した . 核内における E G F P -E R K 2 の蛍光強度値は， E G F 刺激前の値で規格化した 

(C o h e n -S a id o n e W / .，2009) . 各 E G F 濃度条件において最低 170個以上， 14条件合計で 3,273個の細胞に 

おける核内 E G F P -E R K 2 の時系列デ一夕を取得した .

Switch-like response

Xenopus oocytes, In Vitro

Graded response

Yeast, Mammalian cells
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A

図2 : E G F P -E R K 2の観察に使用したPC12細胞

(A )  E G F P -E R K 2とTa g R F P -H 2 Bを安定発現するP C 12細胞 . （B ) ウヱスタンプロッテイングによるE G F P -E R K 2  

と内在性E R K の発現量比の見積もり .

0 min 8 min 20 min

図3 : E G F P -E R K 2の生細胞笛光イメージング

E G F P -E R K 2を安定発現するPC12細胞を50 ng/mlのE G Fで刺激し，E G F P -E R K 2の細胞内局在を共焦点レーガ 

一顕微鏡により可視化計測した . E G F 刺激によってE G F P -E R K 2が細胞質から核へと局在変化する様子が1相 

胞 レベルで捉えられている .

3.2.2 ERKの 核 移 行 応 答  

論文投稿準備中のため省略 .

3•蠢 論

論文投稿準備中のため省略 .

4. 対象と手法

省略 .詳細は修士論文を参照されたい .
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