
新潟大学・自然科学系・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３１０１

基盤研究(C)（一般）

2017～2015

酵素-基質複合体誘導によるSer/Thrホスファターゼ基質同定法の開発

Substrate identification method for protein phosphatases through the induction 
of enzyme-substrate intermediate

４０３７２２６３研究者番号：

中馬　吉郎（Chuman, Yoshiro）

研究期間：

１５Ｋ０５５６０

平成 年 月 日現在３０   ６ ２２

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：タンパク質のリン酸化は、キナーゼとホスファターゼにより厳密に制御されており、
これらの制御破綻はがんを含む様々な疾患を引き起こすことが知られている。タンパク質のリン酸化制御に重要
なSer/Thrホスファターゼの基質を同定することは、細胞内シグナル伝達を解明するうえで極めて重要である
が、これまで有用な手法は確立されていない。本研究では、Ser/Thrホスファターゼの触媒機構、ならびにリン
酸化ミミック分子に着目し、Ser/Thrホスファターゼに対する2つの新規基質同定法の開発を行った。これらの手
法は、他のSer/thrホスファターゼにも展開可能であり、幅広い応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：Protein phosphorylation is strictly regulated by protein kinases and protein
 phosphatases, and disordered regulation of protein phosphorylation often causes serious disease, 
such as cancer. It is important to identify substrates for Ser/Thr phosphatases to clarify the 
signal transduction and disease mechanisms, however, there are still no their reliable methods. 
Here, we developed two novel substrate-identification methods for Ser/Thr phosphatases, one is 
method termed Phosphorylation Mimic Phage Display (PMPD), to identify substrate for SCP1 phosphatase
 using peptide phage display libraries with Mg2+ and AlF4- and another is development of substrate 
trapping mutants for PPM1D phosphatase. These methods can be useful and applicable for other Ser/Thr
 phosphatases. 

研究分野： 生体関連化学、酵素化学
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１． 研究開始当初の背景 
生命の最小単位である細胞は、様々な外部

刺激情報を厳密に制御された細胞内情報伝
達システムにより伝達し、最終的に細胞応答
としてアウトプットする。この一連の流れに
おいて中心的役割を担っているのが、タンパ
ク質のリン酸化であり、タンパク質のリン酸
化は、リン酸化反応を触媒する「キナーゼ」
と脱リン酸化反応を触媒する「ホスファター
ゼ」により制御されている。一方、これらリ
ン酸化制御に関与する酵素に異常が生じる
と、癌を含む様々な疾患が引き起こされるこ
とが知られている。 

Ser/Thr 残基を脱リン酸化する Ser/Thr ホ
スファターゼは、PPP、 PPM、FCP/SCP タ
イプの 3 種に分類される。生体内リン酸化ア
ミノ酸におけるリン酸化Ser/Thrが占める割
合は約 98%を越えていることから、リン酸化
の制御破綻による疾患メカニズムの解明に
は、生体内リン酸化制御の中心的役割を担う
Ser/Thr ホスファターゼの基質同定が必須で
ある。しかしながら、リン酸化基質は Ser/Thr
ホスファターゼと結合し反応後、素早く解離
してしまうため、これまで Ser/Thr ホスファ
ターゼに対する有効な基質同定法が確立さ
れていないことが問題点となっている。 
 合成ペプチドライブラリーやファージラ
イブラリーを用いた基質同定法や質量分析
による結合タンパク質の同定法は、タンパク
質の標的分子探索に広く用いられている。一
方、Ser/Thr ホスファターゼに対する標的分
子探索においては、①親和性・選択性が低い
こと、②脱リン酸化後、基質が速やかに解離
すること、③リン酸化基質ライブラリーの調
製が困難であることなどから、未だに有用な
基質同定法が確立されておらず、新たな着想
に基づいた新手法の開発が強く望まれてい
る。 
 

 
２．研究の目的 
酵素の基質同定法には、安定な「酵素-基質

複合体」の形成が必須である。そこで我々は、
Ser/Thr ホスファターゼの触媒機構に着目し、
基質側(方法 I)と酵素側(方法 II)の両方向から
のアプローチにより、Ser/Thr ホスファター
ゼに対する新規基質同定法の開発を試みた。
すなわち、本研究では、「Ser/Thr ホスファタ
ーゼに対し、立体制約型ファージライブラリ
ーを用いた in vitro 法（方法 I）、ならびに
Ser/Thr ホスファターゼの触媒機構に基づい
た基質トラップ型変異体を用いたexo vivo法

(方法 II)の両手法を展開することにより、新
規Ser/Thrホスファターゼ基質同定法を確立
し、Ser/Thr ホスファターゼの生体内機能を
解明すること」を目的とした（図 1）。 

 

 
 
 

３．研究の方法 
（1）組み換えタンパク質の精製：各種 Ser/Thr
ホスファターゼ、ならびに立体制約型ファー
ジライブラリの母体構造となるヒトフィブ
ロネクチン III 型ドメイン由来のアドネクチ
ン（以下 Adn）の組み換えタンパク質は、低
温誘導発現ベクターである pCold を用いてサ
ブクローニングし、His タグ結合タンパク質
として発現・精製を行った。アッフィニティ
精製、ならびにイオン交換クロマトグラフィ
を実施することにより、高純度・高活性のタ
ンパク質として調整した。 
 
（2）ペプチドの合成：リン酸化ペプチド、
ならびにビオチン化ペプチドは、Fmoc 固相
合成法により化学合成した。HPLC でシング
ルピークであることを確認後、質量分析によ
り目的ペプチドであることを確認した。 
 
（3）立体制約型ファージライブラリの構築 
 立体制約型ファージライブラリー構築す
るため、Adn の FG ループにランダム配列を
導入した組み換えタンパク質をコードした
DNA をファージミドベクターpkSTV05 に挿
入した。得られたプラスミド DNA を大腸菌
TG-1 に導入し、M13K07 ヘルパーファージを
感染させることにより、立体制約型 Adn タン
パク質を発現するファージを作製した。 
 
（4）in vitro ホスファターゼ基質トラップス
クリーニング法の確立 （in vitro 法） 
 がん抑制性の Ser/Thr ホスファターゼとし
て知られている FCP/SCP タイプホスファタ
ーゼは、リン酸模倣分子 AlF4

-が遷移状態を誘
起することが知られている。ELISA プレート
に SCP1 ホスファターゼを固定し、BSA によ
りブロッキングを行った後、立体制約型ペプ
チドを提示したファージライブラリと AlF4

-

を混合した状態でバイオパニングを実施し
た。3 回のバイオパニング後、AlF4

-存在下で
のみ SCP1 に結合するファージを単離した。
得られたファージの塩基配列を解析するこ
とにより、SCP1基質候補の配列を解析した。 
 
（5）Ser/Thr ホスファターゼ基質トラップ型

表 1. Ser/Thr ホスファターゼ 

図 1. FCP/SCP ホスファターゼの AlF4
- 

による遷移状態誘導 



変異体を用いた酵素―基質複合体形成（exo 
vivo 法） 
 発がんタンパク質として知られる PPM1D
ホスファターゼについて、正常型、ならびに
基質トラップ変異体をマイクロタイタープ
レートに固定後、ビオチン標識した既知のリ
ン酸化基質ペプチドを結合させ、アビジン
HRP により PPM1D に対する結合能を評価し
た。また、正常型と基質トラップ変異型の
PPM1D を既知基質である p53 タンパク質と
ともにヒト肺がん由来の H1299 細胞に共発
現させた。遺伝毒性ストレス刺激後、PPM1D
を免疫沈降し、共沈してきた p53 の結合量を
ウェスタンブロット解析で定量解析し、基質
トラップ変異体の細胞内基質に対する結合
能を評価した。 
 
４．研究成果 
（1）立体制約型 Adn 提示ファージライブラ
リの有用性確認 
 立体制約型 Adn 提示ファージの有用性を
確認するため、Adn の FG ループに Ser/Thr
ホスファターゼであるPPM1DならびにSCP1
に結合するペプチドを導入した組み換えタ
ンパク質を発現精製し、それぞれのホスファ
ターゼに対する結合能を解析した（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 その結果、ホスファターゼ結合ペプチドを
導入した Adn 組み換えタンパク質はそれぞ
れのホスファターゼに特異的に結合するこ
とが明らかとなった。さらに、SCP1 ホスフ
ァターゼ結合ペプチドを Adn 融合型、ならび
にペプチド単独で提示したファージを用い
て SCP1 に対する結合試験を実施したところ、

Adn 融合型ファージの非特異的結合能が減少
することが明らかとなり、Adn を母体構造と
したファージライブラリーの有用性が確認
された（図３）。次に、Adn の FG ループをラ
ンダム化した Adn 提示ファージライブラリ
の構築を行った。得られたファージライブラ
リの FG ループの塩基配列を解析したところ、
FG ループのランダム化を確認し、3ｘ108 の
多様性を有する Adn ファージライブラリの
構築に成功した(図 4)。 
 

 
 
 
 
（2）in vitro ホスファターゼ基質トラップス
クリーニング法の確立 （in vitro 法） 

Ser/Thr ホスファターゼである SCP1 に対し
て、AlF4

-存在下でファージライブラリと混合
し、ホスファターゼ基質候補の探索を実施し
た。ライブラリーには直鎖型ペプチド提示フ
ァージ、立体制型ファージとしてジスルフィ
ド結合型のファージライブラリを用いた。
1010 個からなるファージライブラリと混合し、
結合ファージを単離することにより、複数の
基質候補ペプチドの同定に成功した。得られ
た Scp1 結合配列には、Scp1 既知基質との類
似配列も得られたことから、本手法の Ser/Thr 
ホスファターゼ基質同定法としての有用性
が強く示唆された（表２）。得られた基質候
補ペプチドのリン酸化ペプチドを化学合成
し、SCP1 による脱リン酸化活性を評価した
ところ、SCP1 により有意に脱リン酸化され
たことから、本手法が Ser/Thr ホスファター
ゼ基質同定法として有用であることが示唆
された。さらに、同定したペプチド配列に対
してプロテインデータベースを用いたホモ
ロジー検索を実施したところ、発がん関連キ
ナーゼ PEAK1 と高い相同性を有する基質モ
チーフも得られたことから、Scp1 による
PEAK1 を介した新規発がんメカニズムの存
在が示唆された。 
 

 
 

図 2. Adn の立体構造と FG ループ 

図 3. ファージ提示ペプチドの結合能 

図 4. Adn 提示ファージライブラリの 
FG ループ配列解析 

表 2. SCP1 基質候補のペプチド配列 
 



（3）Ser/Thr ホスファターゼ基質トラップ型
変異体を用いた酵素―基質複合体形成（exo 
vivo 法） 
発がんホスファターゼ PPM1D の触媒機構
において酸として機能する His 残基の変異体
を作製し、脱リン酸化活性を示さず基質と安
定な複合体を形成する独自の新規基質トラ
ップ法の開発を試みた(図 5)。基質トラップ変
異体として、His 残基を Phe, Trp, Ala に置換し
た変異体を作製し、既知リン酸化基質ペプチ
ドとの結合試験を実施したところ、作製した
変異体は正常型と比べて高い結合能を示し
た。さらに興味深いことには、本変異体はタ
ンパク質レベルでも既知基質をトラップす
ることが確認された。これらのことから、作
製した変異体が、Ser/Thr ホスファターゼ基質
トラップ変異体として機能することが示唆
された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 本研究で開発した 2 種の Ser/Thr ホスファ
ターゼ基質同定法は、今回用いた特定のホス
ファターゼのみならず、他の Ser/Thr ホスフ
ァターゼにも展開可能であることから、幅広
い応用が期待されるとともに、Ser/Thr ホスフ
ァターゼの機能制御破綻に伴う疾患メカニ
ズムの解明に貢献すると考えられる。 
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