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研究成果の概要（和文）：細胞内におけるタンパク質間のリン酸化ネットワークの網羅的な解析を目的とし、in
 vitro反応試験によって得られた基質情報から各キナーゼの基質モデルを構築し、キナーゼの生理条件下におけ
る基質の予測法を開発した。
標的分子が既知であるキナーゼ阻害薬による刺激を与えた細胞に対して大規模なタンパク質リン酸化解析を行
い、変動したリン酸化サイトに対応する責任キナーゼを抽出することで、予測したキナーゼ-基質間情報の妥当
性の評価を行った。既存法と比較して、標的キナーゼおよびその下流のシグナル伝達経路に属するキナーゼ群の
阻害をより高い確度で予測することに成功した。

研究成果の概要（英文）：To analyze a comprehensive overview of intracellular phosphorylation 
networks, we constructed phosphorylation model of individual human protein kinase based on in vitro 
kinase-substrate relationships, and developed a method for prediction of physiological kinase 
substrates. 
The predicted kinase-substrate relationships were evaluated by using a large-scale quantitative 
phosphoproteome profiling, in which cultured cells were treated with or without a kinase inhibitor. 
Responsible kinases for the downregulated phosphorylation sites were predicted using the our method.
 As a result, we successfully predicted inhibition of targeted and its downstream kinases and found 
that the prediction accuracy is higher than that of the existing techniques.

研究分野：プロテオミクス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質のリン酸化は細胞内のシグナル伝達に非常に重要な役割を果たしており、リン酸化酵素であるキナー
ゼの異常は様々な疾患と関連があることが知られている。本研究では、細胞内情報伝達ネットワークの全体像の
解明を目的として、細胞内に存在するキナーゼ群の基質となるタンパク質を予測する方法を開発した。
本研究によって開発した方法を用いて各キナーゼの詳細な機能や細胞内リン酸化ネットワークの全体像が明らか
となれば、タンパク質のリン酸化異常が関与する多くの疾病のメカニズム解明や病気の診断や層別化、新規な分
子標的薬の開発につながることが期待できる。
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質のリン酸化は、細胞内のシグナル伝達においてもっとも重要な役割を果たしてい

る翻訳後修飾の一つである。そのリン酸化反応を担う酵素プロテインキナーゼの過剰発現や調
節損失による恒常的活性化によるシグナル伝達異常は、がんをはじめとした様々な疾患に関連
することが知られている。すなわち、タンパク質のリン酸化を介したシグナル伝達のメカニズ
ムを観測することは生命現象の理解のみならず、病気の診断や治療、創薬研究を行う上でも非
常に有用である。ヒトでは 518 種類のプロテインキナーゼがこれらのリン酸化を担っていると
考えられているが、その基質特異性や制御メカニズムについては十分な知見が得られていない。 
 申請者らはこれまでにヒトキナーゼ組換え体を用いて in vitro 反応試験を行い、LC-MS/MS
を用いた定量的リン酸化プロテオーム解析によって in vitro 基質の同定を実施した。現在 354
個のヒトキナーゼについて、平均して約 500 の基質を同定し、リン酸化モチーフを決定するこ
とに成功している。 
 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、細胞内におけるタンパク質間のリン酸化ネットワークの網羅的な解析を目

的とし、上述の in vitro 反応試験によって得られた基質情報から各キナーゼの基質モデルを構
築した。さらに、タンパク質間相互作用、細胞内局在、摂動実験によるリン酸化プロファイリ
ングと組み合わせて、キナーゼの生理条件下における基質の予測および検証を行った。 
 
 
３．研究の方法 
(i)in vitro 基質情報を用いた、in vivo キナーゼ基質の予測 
これまでに取得しているキナーゼの in vitro 基質情報を基に、in vivo 基質の予測を行った。
予測にはin vitro条件下でリン酸化された配列情報から作成した部位特異的配列マトリックス
（position-specific sequence matrix, PSSM）、②公共データベースから取得したタンパク質
間相互作用、局在情報、③大規模リン酸化プロテオミクスにより得られたヒトタンパク質のリ
ン酸化情報の３つを用いたスコアリングにより行った。 
(ii)キナーゼ阻害薬実験を用いた予測結果の検証 
項目(i)で予測した in vivo キナーゼ基質が妥当であることを示すために、実際の細胞中の特定
のキナーゼの活性を阻害、あるいは発現を抑制する実験を行い、予測された基質タンパク質の
リン酸化が減少するかを検証した。標的分子が既知のキナーゼ阻害剤を用いた細胞刺激実験を
行ったのち、リン酸化プロテオーム解析により変動したリン酸化サイトを同定することで、予
測結果の評価を行った。 
 
 
４．研究成果 
(i) キナーゼの in vitro 基質同定、PWM の構築 
研究代表者らは、これまでの研究において 354 種のヒ
トキナーゼ組換え体を用いたin vitro反応試験を行い、
リン酸化プロテオーム解析によりin vitro基質を大規
模に同定している。対象キナーゼの拡張を行い、本研
究では 385種のヒトキナーゼに対する in vitro基質の
同定を行った(図 1)。得られた結果に基づき、キナー
ゼのクラスター解析を行い、キナーゼの分類図を作成
した結果、従来のキノーム系統樹と非常に良い一致が
見られた一方、セリン/スレオニンに対する選択性が顕
著に反映されるという相違点も見られた。論文投稿中、
in revision)。得られたキナーゼ-基質間情報に基づき、
各キナーゼの基質選択性を表す PWM(position weight 
matrix)を作成した。 
 
 
(ii) in vivo キナーゼ基質の予測と予測結果の検証 
上述の各キナーゼの PWM、in vitro 基質、モチーフの fold-increase(FINC)の基づくスコア（研
究業績：雑誌論文⑥）、報告されているタンパク質間相互作用 1や細胞内局在情報 2などを組み
合わせて、288 種のヒトキナーゼを対象とした基質予測法を開発した。次に、刺激を与えた細
胞に対して大規模なタンパク質リン酸化解析を行い、予測したキナーゼ-基質間情報の妥当性の
評価を行った。EGFR 阻害薬であるゲフィチニブによる刺激によりリン酸化レベルが有意に減少
したリン酸化部位に対する責任キナーゼを各キナーゼの PWM（position weight matrix）に基
づくスコアによって予測した結果、EGFR signaling pathway または MAPK signaling pathway
に属するキナーゼ群が高スコアを有するキナーゼとして抽出された。KSEA 法 3など既存の予測
法と比較しても、上記パスウェイに属するキナーゼ群の活性化をより高い確度で予測すること

図 1 キナーゼの in vitro 基質同定 



が出来た（図 2）。また、EGFR の阻害薬であるゲフィチニブを用いて同様の実験を行ったところ、
同様なキナーゼ群の活性化予測されたことから、本方法による責任キナーゼ予測の妥当性が示
された。 

 
 
(iii)ゲノム配列未知生物のプロテオーム解析のためのデータベース構築法の開発 
ゲノム配列情報のない生物種に対して大規模プ
ロテオミクスを行うためのデータベース構築法
を開発し、ゲノム未知なヘリコバクター・ピロ
リ株の大規模なプロテオーム解析に応用した。
ゲノム既知の 52 株のタンパク質データベース
から、non-redundant なペプチドデータベース
を構築し(図 3)、ゲノム未知のピロリ株に対し
て、ゲノム既知株と同程度の深度でプロテオー
ム解析を行うことに成功した。7 種類の発現プ
ロテオームプロファイルを用いてクラスター解
析を行った結果、ゲノム配列や疾患との関連性
よりも地域特性を反映していた。さらにリン酸
化プロテオーム解析を行った結果、タンパク質
N 末端の 2 番目のセリンがリン酸化されるとい
うモチーフが見出された（研究業績：雑誌論文
②）。 
 
 
 
<引用文献> 
1. Szklarczyk, D. et al. STRING v10: protein-protein interaction networks, integrated 

over the tree of life. Nucleic acids research 43, D447-452 (2015). 
2. Orre, L.M. et al. SubCellBarCode: Proteome-wide Mapping of Protein Localization 

and Relocalization. Molecular cell 73, 166-182 e167 (2019). 
3. Wiredja, D.D., Koyuturk, M. & Chance, M.R. The KSEA App: a web-based tool for 

kinase activity inference from quantitative phosphoproteomics. Bioinformatics 
(2017). 

 
５．主な発表論文等 
 
 
〔雑誌論文〕（計 6 件） 
① Takahashi C, Yazaki T, Sugiyama N, Ishihama Y. Selected Reaction Monitoring of Kinase 

Activity-Targeted Phosphopeptides. Chromatography 2019 in press, 査読有 
 
② Sugiyama N, Miyake S, Lin MH, Wakabayashi M, Marusawa H, Nishiumi S, Yoshida M, 

Ishihama Y. Comparative proteomics of Helicobacter pylori strains reveals 

protein database

strain A
>Accession 
MALSKRITYDNN
            
            
  

in silico digestion

protein A

protein B

protein C

representative peptide database

Deletion of duplicate

protein A

protein B

protein C

protein A or B

protein B or C

assignment

52 genome‐known 
H. pylori strains
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図 2 ゲフィチニブ処理により変動したリン酸化サイトに対する責任キナーゼ予測 
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