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研究成果の概要（和文）：キナーゼの多くは、柔軟なリンカーで連結されたマルチドメインで構成される全長構
造をもつ。本研究では、ドメイン間の配置とその変化（活性化）を、全長のキナーゼの分子構造レベルで可視化
し、不活性型から活性化に至る制御機構を明らかにすることを目的としている。まずsortaseによるライゲーシ
ョンによる再構成を試み、Protein Kinase CのキナーゼドメインとC1Bドメインの連結に成功した。また、全長
での構造解析に必要な長距離情報を得るためのスピンラベルプローブとして、DOTA-M8を合成し、実際に常磁性
効果（PCS）のNMRによる観測に成功した。

研究成果の概要（英文）： It is generally recognized that kinases consist of multiple domain 
(mutli-domain proteins), which have flexible linker(s). This flexibility may hamper crystallization.
 In this study, our purpose is visualization of structural rearrangements of multi-domain kinases 
(transition from inhibited inactive states to activated states) using solution techniques at 
molecular level to understand the regulation mechanism. We have succeeded in domain ligation of C1B 
domain with kinase domain of protein kinase C using sortase. Further, we synthesized DOTA-M8, a 
rigid chelator for lanthanide ions, to measure PCS to obtain long-range distance information. It 
contains maleimide group which is useful to attach to proteins. Using this chelator, we actually 
measured PCS. 

研究分野： 構造生物化学
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１．研究開始当初の背景 
現在までに X 線結晶構造解析による詳細

な研究によって、キナーゼの活性制御の立体
構造レベルの理解が進んだ。特にキナーゼド
メインの中の activation loop のリン酸化によ
るアロステリックな制御はキナーゼ全般に
普遍的な機構である。しかし、キナーゼドメ
インに関する研究は進んだものの、一方で、
構造解析に基づくキナーゼ全長に関する知
見はほとんどない。実際にシグナル伝達経路
において、全長のキナーゼがシグナルを受容
する場所は、活性を制御する制御ドメインに
なっている場合がむしろ多く、この制御ドメ
インのドメイン配置の変化や構造変化が、初
段の活性化状態へと導く。即ち、全長では制
御ドメインによって自己阻害状態をとって
おり、シグナルによりそれが解除される。従
って、キナーゼの活性制御を構造に基づいて
理解するためには、activation loop のリン酸化
による制御に加えて、各ドメイン間の相互作
用による自己阻害状態の構造や、シグナルを
受容し活性化される過程の構造の構造解析
が必要である。キナーゼは分子標的薬のター
ゲットとして重要であり、応用面からも期待
が大きい。 
通常、全長のキナーゼは、コストの低い大

腸菌等の下等なホストにおいて大量調製が
困難である。特にキナーゼドメインは、Sf9
や哺乳類細胞での発現系が有効で、大腸菌の
発現系では調製できないことが多い。そこで、
本研究ではキナーゼドメインは、コストの低
いカイコ個体を用いた発現系により調製を
試みる。一方、大腸菌で調製可能なドメイン
は、大腸菌を用い NMR 観測用に同位体標識
をする。この方法では、あるドメインさえ大
腸菌で同位体標識すれば、他の大腸菌では発
現精製の困難なキナーゼドメイン等は、高等
なホストからノンラベルで調製したものを
用いてよい。ノンラベル側にはスピンラベル
を付加させて、そこを起点にした常磁性効果
（PRE や PCS）を、同位体ラベルを施したド
メイン側で NMR 観測すれば構造情報が得ら
れる。距離情報取得のためのスピンラベルを
行う目的で部位特異的システイン導入体試
料を複数、かつそれぞれ大量に調製する必要
があるが、コストのかかる培養細胞と異なり、
カイコ個体では大腸菌並みのコストで済む。
これら別個に調製したドメインをライゲー
ションし、全長タンパク質を再構成する。こ
の際、Sortase によるタンパク質ライゲーショ
ンや、部位特異的アジ化アミノ酸の導入とク
リックケミストリーによる連結を用いて、全
長タンパク質を再構成する戦略をとる。これ
により、一般的に調製が難しいキナーゼ全長
の低コストでの調製（かつ標識されたもの）
が可能となる。 
 
２．研究の目的 
キナーゼの多くは、柔軟なリンカーで連結

されたマルチドメインで構成される全長構

造をもつ。ドメイン間の相互作用による自己
阻害型から、シグナルの入力によってその阻
害が外れ、活性型の立体構造（ドメイン配置）
へ変化する。 
本研究ではドメイン間の配置とその変化

（活性化）を全長のキナーゼの分子構造レベ
ルで可視化することで、不活性型から活性化
に至る制御機構を明らかにする。全長試料を
再構成するストラテジーとして、sortase やク
リックケミストリーを用いたドメインの連
結を行う。さらに、スピンラベルプローブの
工夫、常磁性効果（PRE、PCS）の NMR によ
る観測、構造情報の取得によって、結晶化の
容易でない、柔らかな全長 protein kinase B,C
の立体構造（ドメイン配置）を溶液中で解析
する手法を確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
まず、Protein kinase B (PKB, Akt)の全長や、

Protein kinase C を構造解析のターゲットに、
大腸菌でのタンパク質発現、カイコ個体での
タンパク質発現を行った。大腸菌での各種の
キナーゼのドメインは、pET ベクターをはじ
めとしたベクターに組み込み、発現を行った。
大量発現は、いずれも低温下（16-20 度）で
行った。同位体標識は M9 最小培地を用いて、
必要に応じて 15N、13C、2H 標識を行った。カ
イコ個体での発現では、得たバックミドを直
接カイコ幼虫に注射する方法①を用いて行
た。これら発現試料は GST-tag,His-tag を用い
て粗精製し、最終的には tag を切断後、ゲル
濾過にて精製を行った。NMR 測定には、600 
MHz、900 MHz（理化学研究所）いずれも極
低温プローブ付の装置を使用した。タンパク
質（ドメイン）ライゲーションには、黄色ブ
ドウ球菌由来の野生型のもの、高活性型のも
のを大腸菌で発現、精製したものを用いた。 
 
４．研究成果 
(1)各ドメインの調製と、タンパク質ライゲー
ション 
キナーゼの部分（ドメイン）ごとに発現、

精製を行い、ライゲーション反応を用いて再
構成を行った。現在までに、ヒト PKB の PH
ドメインの NMR スペクトルを取得し、また
キナーゼドメインのカイコでの発現系の作
成に成功している。また PKCの C2-like、 タ
ンデム C1A-B、キナーゼのすべてのドメイン
の大腸菌から調製する系を確立に成功し、す
べてのコンストラクトにおいて NMR 測定に
成功した。特定のサブタイプの PKC ではキナ
ーゼドメインを含むすべてのドメインが大
腸菌からの試料調製が可能な点が特筆に値
する。Sortase によるドメインライゲーション
に成功し、テストとして用いたタンパク質で
は、再現性良く約 30%を超える収率で連結で
きたものが得られている（図 1）。また実際に、
PKC の C1B ドメインとキナーゼドメインで
のライゲーションにも成功した。 



 
 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2)ランタノイドタグ 
全長のタンパク質を再構成する際、ドメイ
ンごとに立体特異的メチル安定同位体標識
やスピンラベルを行うことで、曖昧さのない
帰属が可能である。従来の NMR 測定法では、
分子量等の問題により解析が困難であるの
で、タンパク質の重水素化とメチル TROSY を
用いて先鋭化させた NMR 信号をプローブに、
スピンラベルからの常磁性観測することで、
立体構造情報を取得することが望ましい。そ
こで、テスト試料を用いて、メチル基の立体
特異的帰属を行い、PCS の測定に成功した(図
2)。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
また、DOTA-M8 は DOTA にメチル基を導入し
て剛直にしたもので、極めて精度の高い PCS
が得られる（②）。しかしオリジナルの
DOTA-M8 は開発者らによって配布されていな
いことから、さらに付加反応として使い易い
改良型の DOTA-M8 maleimide を理研の平井・
袖岡らと共同で合成した。 (図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3)NMR の高度化 
 非線形サンプリング法は、多次元 NMR 法で
の測定時間を大幅に短縮するが、一般にダイ
ナミックレンジの大きさが必要な（強度差の
大きな）スペクトルでは、スペクトルの再構
成に問題が起こる。そこで、どの程度データ
削減が可能か、テストサンプルを用いて検討
を行った。 
 
(4)DGK 
PKC や PKB での発現、精製に加えて、DGK の
Ｎ末端側領域の発現精製を試みた。大腸菌で
の発現は、比較的良好であったが、精製後の
試料の安定性に問題があり、NMR 測定は困難
であった。 
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