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研究成果の概要（和文）：生体内にはヒスチジンやアスパラギン酸のリン酸化を介した情報伝達機構がある。そ
れらのアミノ酸のリン酸化型は化学的に不安定で加水分解されやすくリン酸基転移反応のダイナミクスを捉える
ことが困難だった。ATPアナログのATPgammaSを用いたin vitro反応では，チオリン酸化ヒスチジンやチオリン酸
化型アスパラギン酸が生成し，それらは加水分解を受けにくい。リン酸基親和性電気泳動法のPhos-tag 
SDS-PAGEを用いて，チオリン酸化型タンパク質を分離し，これまで解析できなかった不安定化学種を持つリン酸
基転移反応のダナミクスを解析した。

研究成果の概要（英文）：Signal-transduction regulatory systems for certain cellular responses which 
rely on phosphorylation of histidine or aspartic acid have known in eukaryotic cells. Identification
 of site-specific phosphorylation dynamics of His or Asp is technically difficult because of the 
labile nature of the phosphorylated amino acid residues. ATPgammaS, which used as a phosphoryl donor
 to trace protein kinase activities, has the advantage of permitting study of His- or Asp 
phosphorylation, because the resulting thiophosphorylated substrates are resistant to chemical 
hydrolysis or the action of phosphatases. Using the phosphate affinity electrophoresis, Phos-tag 
SDS-PAGE, we separated thiophosphorylated substrate generated as a intermediate of kinase reaction，
and studied the dynamics of the histidine kinase reactions.

研究分野：物理系薬学
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１．研究開始当初の背景 
生体内タンパク質では，セリン，トレオニン，
チロシン残基以外にもヒスチジン，リジン，
アルギニン，アスパラギン酸，グルタミン酸，
及びシステインがリン酸化修飾を受ける。し
かし，これらのリン酸エステルは化学的に不
安定であるため，研究手法は限られ，速度論
的な分析についての報告はこれまでにほと
んどない。これらのアミノ酸残基におけるリ
ン酸エステル結合は，化学的に不安定である
がゆえに，生物学的に重要な機能を担ってい
る。たとえば，細菌や植物の細胞では，ヒス
チジン（His）からアスパラギン酸（Asp）へ
のリン酸基転移反応を介した情報伝達系が
存在し，外部環境変化への迅速な応答を担っ
ている。同様に，ヒトを含む高等生物の細胞
においても，これらのアミノ酸がリン酸化修
飾を受けたリン酸基転移反応中間体の存在
が知られているが，多くは詳細が不明のまま
である。その大きな理由として，これまでの
リン酸化分析法では，不安定なリン酸化タン
パク質（極めて迅速に進行するリン酸基転移
反応）の検出が困難であったことが挙げられ
る。 
申請者は，生理条件下でリン酸イオンを捕捉
する機能性分子，フォスタグ（Phos-tag）を
用いることで，リン酸化分子を特異的に検出
するための様々な分析技術を開発している。
その中でも，Phos-tag SDS-PAGE法は，リン
酸化タンパク質をゲルシフトした電気泳動
のバンドとして定量解析する世界で唯一の
リン酸親和電気泳動法である。さらに，ATP
のアナログである ATPS をリン酸化反応に
用いて，His や Asp 残基がチオリン酸化修飾
を受けたタンパク質も Phos-tagに捕捉される
ことがわかった。 
２．研究の目的 
（１）チオリン酸基は加水分解を受けにく
く，リン酸基よりも立体的に大きいので，リ
ン酸基転移反応の基質ともなりにくいので，
普通は短寿命であるタンパク質リン酸基転
移反応の中間体を Phos-tag SDS-PAGEで捕捉，
分離できると考えた。ATPSによるチオリン
酸化反応と Phos-tag SDS-PAGEを組み合わせ，
これまでに不明であった反応中間体の存在
をゲル上で可視化し，リン酸基転移反応のダ
イナミクス（反応速度論的性質）を解析する
ことを目的とした。 
（２）Phos-tag 技術の一つである Phos-tag
リン酸基親和性クロマトグラフィーを利用
して，生体サンプルからチオリン酸基を捕捉，
分離，濃縮する方法を確立して，今まで存在

が明らかになっていなかったリン酸基転移
反応の中間体をチオリン酸化タンパク質と
して捕捉，探索することを目的とした。 
３．研究の方法 
（１）Phos-tag SDS-PAGE を用いた生体内チ
オリン酸基転移反応中間体の可視化 
細菌や植物の細胞では，ヒスチジンやアスパ
ラギン酸のリン酸基転移反応が知られてい
る。このうち，大腸菌の情報伝達系タンパク
質として知られているヒスチジンキナーゼ
(HK)（ヒスチジンがリン酸化）と，それによ
ってアスパラギン酸がリン酸化されるレス
ポンスレギュレータ(RR)の間のリン酸基転
移反応をサンプルに用い，ATP と ATPS の
それぞれを供与体とした時のリン酸基転移
反応のダイナミクスを解析する。 
（２）Phos-tag 親和性クロマトグラフィ法を
用いた生体内チオリン酸化タンパク質群の
分離 
生体試料においてごく微量にしか存在しな
いリン酸化タンパク質を生体内の環境に近
い条件で濃縮することは非常に有用な手法
となる。そうした観点から，申請者はこれま
でに生理的（中性）pH でリン酸基を捕捉す
るという Phos-tagの特性を利用したリン酸親
和性クロマトグラフィー法を開発している。
チオリン酸基も Phos-tag親和性クロマトグラ
フィーによって捕捉され，分離，濃縮できる
かどうかを検討する。 
４．研究成果 
（１）Phos-tag SDS-PAGE を用いたチオリン
酸基転移反応中間体の可視化 
大腸菌のヒスチジンキナーゼ(HK)とレスポ
ンスレギュレータ(RR)の組み換えタンパク
質を精製し，ATP と ATPS のそれぞれを供
与体とした時のリン酸基転移反応を解析し
た。PhoB(HK)/PhoR(RR) において, ATP を供
与体とした場合には，迅速に PhoR にリン酸
基が転移されるため，PhoB のリン酸化型は
Phos-tag SDS-PAGE において可視化すること
ができなかったのに対し，ATPSを供与体と
した場合には，PhoB がチオリン酸化したも
のが蓄積し，PhoR に転移される量が相対的
に少なく，PhoB と PhoB のチオリン酸化型
が約 1：1 になって反応が平衡状態になるこ
とを確認した。また，分子内でヒスチジン，
アスパラギン酸，ヒスチジンと多段階のリン
酸基転移反応を行うヒスチジンキナーゼ
ArcB （図１）においては，ATP を供与体と
した場合には，迅速に２段階のリン酸基転移
反応が行われ，２種類のリン酸化型が観察さ
れるのに対し，ATPSを供与体とした場合に



は，１段階目の転移反応が終わったところで
アスパラギン酸のチオリン酸化型が生じ，そ
の次の段階の転移反応が起こりにくいこと
を明らかにした（図２）。 
  
（２）Phos-tag 親和性クロマトグラフィ法を
用いた生体内チオリン酸化タンパク質群の
分離 
 哺乳類の細胞においてはチロシン，セリン，
スレオニンのリン酸化反応が主であるが，リ
ン酸基転移反応の中間体として，ヒスチジン，
リジン，アルギニン，アスパラギン酸，グル
タミン酸，及びシステインがリン酸化される
可能性がある。そこで，ヒト培養細胞株
HEK293のライセートを作成し，ATP あるい
は ATPSを加え，チオリン酸化反応を行った。
生成するチオリン酸化タンパク質の中には，
通常であれば短寿命であるリン酸化反応の
中間体が含まれている可能性がある。チオリ
ン酸化したライセートタンパク質を抗チオ
リン酸化タンパク質抗体で検出したところ， 

 
多くのタンパク質がチオリン酸化すること
が明らかになった（図３左）。しかしながら，
Phos-tag クロマトグラフィーでチオリン酸
化タンパク質の捕捉を試みたところ，一部の
チオリン酸化タンパク質しか捕捉できない
ことが明らかになった（図３右）。圧倒的に
多く含まれていると考えられるリン酸化タ
ンパク質との区別が困難である可能性や，チ
オリン酸基への親和性がリン酸基よりも低
い可能性がある。今後，チオリン酸基を網羅
的に捕捉するためにクロマトグラフィー担
体の改良が必要である。 
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