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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、プロテインキナーゼの基質認識機構、活性調節機構の解析を行い、
またその生理機能や疾患との関わりを明らかにすることを目的とした。Rho-kinaseとその基質であるMYPT1を用
いて、MYPT1のリン酸化部位の周囲にある特定の配列（DM）がリン酸化位置の選択・リン酸化効率に重要な役割
を果たすことを見出した。また、15種のキナーゼ基質スクリーニングデータを用いたシミュレーション解析か
ら、長い天然変性領域が有意にリン酸化を受けやすいことを示した。さらに、MAPK-Npas4/MKL2（線条体）、
PKN-MKL1（心臓）等のキナーゼ・基質同定、機能解析を行い、疾患との関わりを示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed substrate recognition and regulatory mechanisms 
of protein kinases, as well as physiological and pathological functions. We identified the specific 
sequences of MYPT1, a substrate for Rho-kinase, as docking motifs (DMs) conferring selectivity and 
efficiency of phosphorylation by Rho-kinase. We also found that longer intrinsically disordered 
regions (IDRs) are preferably phosphorylated by stochastic simulation model using our screening 
dataset for 15 protein kinases. In addition, functional analyses revealed that MAPK-Npas4/MKL2 
(mouse striatal neurons) and PKN-MKL1 (mouse heart) signals are involved in dopamine-induced gene 
expression and stress-induced cardiac dysfunction, respectively.

研究分野：生化学・細胞生物学

キーワード： リン酸化　プロテインキナーゼ　細胞内シグナル伝達

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質リン酸化は細胞内シグナル伝達に中心的な役割を果たし、生理機能のみならず種々の疾患に深く関わ
っている。本研究では、独自に開発したキナーゼ基質スクリーニング法（KISS法）より得られたデータを基に、
リン酸化シグナルを理解するための分子基盤（キナーゼの基質認識機構）、および種々のキナーゼー基質シグナ
ルの疾患への関わりについて理解を深めることができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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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において重要なシグナル伝達手段であり、多数のプロテイン
キナーゼ（以下、キナーゼとする）とホスファターゼがシグナル経路とリンクしながら、複数の
基質タンパク質をリン酸化することでシグナルネットワークを形成し、生理機能を遂行する。一
方でリン酸化シグナルネットワークの異常が様々な疾患発症や進行に関わる例が多く知られて
いる。細胞外シグナル・受容体から個々のキナーゼに至るまでの細胞内シグナル経路の解析に比
べると、キナーゼから下流のシグナル経路についての理解は未だ十分とは言えない。リン酸化プ
ロテオミクス技術の進歩により同定された生体内のリン酸化部位の数は漸増しているものの、
いずれのキナーゼがそのリン酸化を担うのかについてはほとんど明らかにされていない。リン
酸化シグナルネットワークの解析において、キナーゼと基質タンパク質の紐付けは長らくボト
ルネックであった。 
 
２．研究の目的 

 我々は、タンパク質間相互作用を利用したキナーゼ基質のスクリーニング法 (KISS 法、KIOSS
法；図１) を開発して複数のキナーゼの基質スクリーニングを行い、得られたデータを独自に構
築したリン酸化データベース「KANPHOS」に登録してきた。本研究課題では、ヒト疾患（循環器
疾患、がん、精神・神経疾患等）の発症や進行、治療に関連するリン酸化シグナルネットワーク
の全体像を理解するための分子基盤を構築することを目的とする。疾患に関連するキナーゼに
ついてリン酸化プロテオミクスやバイオインフォマティックスの手法を基盤とした解析を行い、
これらの情報を基に、キナーゼが機能を発揮するためのキナーゼの基質認識機構の解析、および
キナーゼの活性調節・モニタリングツールを開発すると共に、疾患モデルにおけるリン酸化シグ
ナルを解析することで、タンパク質リン酸化シグナルネットワークの解明を目指す。 
 具体的には、(1) キナーゼの基質認識機構の解析、 (2) キナーゼの活性調節・モニターツー
ルの開発、 (3) キナーゼ−基質シグナルの生理機能解析、を行う。 
  
３．研究の方法 

(1) キナーゼの基質認識機構の解析 
 キナーゼがどのような基質をリン酸化するか、リン酸化部位周囲の配列（コンセンサス配列）
については解析が進んでいるが、一方で複数のキナーゼが類似したコンセンサス配列を持ち、リ
ン酸化部位からその責任キナーゼを予測するのは困難である。実際に、KISS 法によって得られ
た Rho-kinase, PKA, PKN のリン酸化配列は非常に似通っていたが (図２)、大半は異なるタン
パク質をリン酸化しており、これらのキナーゼはリン酸化部位周辺配列に加えて何らかの他の
基質情報を認識していると推察される。MAPK ファミリーは触媒領域の活性中心でリン酸化部位 
(PS) を認識すると共に、ドッキングサイト (DS) と呼ばれる領域でも基質のドッキングモチー
フ (DM) と呼ばれる配列を認識することが知られているが、Rho-kinase, PKA, PKN にもこのよ
うな機構があると考え、Rho-kinase とその基質 MYPT1 をモデルとして、DM 様の領域の探索を試
みる。また、スクリーニングより得られた「キナーゼ–基質」のデータセットについて in silico
解析を行い、何らかの共通項・特異性が認められるか検討する。 

 
(2) キナーゼの活性調節・モニターツールの開発 
 (1)で得られた情報を基に、キナーゼの活性調節・モニターツールの開発を試みる。 

(3) キナーゼ−基質シグナルの生理機能解析 
 連携研究者、研究協力者とともに疾患モデル系におけるリン酸化シグナル解析を行い、キナー
ゼ–基質シグナル経路の生理機能・疾患との関わりを調べる。 



 

４．研究成果 

(1) キナーゼの基質認識機構の解析 
① Rho-kinase とその基質である MYPT1 について、MYPT1 の様々な変異体を作製して Rho-kinase
との相互作用を調べたところ、欠失により Rho-kinase との結合が低下する領域を３箇所見出し
た (DM1-3：図３、４) 。DM を欠く MYPT1 断片は、in vitro で Rho-kinase によるリン酸化が低
下した。また DM 欠失 MYPT1 と Rho-kinase を COS 細胞に共発現させると、DM の欠失により近傍
の部位のリン酸化が低減することが示された（図４）(投稿準備中)。得られた DM 配列を基に、
前橋工科大学の福地博士、名古屋大学の太田博士らと共同で Rho-kinase によるリン酸化部位の
予測アルゴリズムの構築を試みたが、DM 同士の類似性が低く（少なくとも２種類の DM があると
推測）、現時点では予測精度が低かったため、今後予測精度の向上を目指す。 

 
 
 
 
② KISS 法を用いて得られた 15 種のキナーゼの基質候補アミノ酸配列情報から、名古屋大学の
太田博士らと共同で、主に天然変性領域に注目して情報科学的手法によりその特徴の抽出を試
みた。その結果、キナーゼの種類によらず、基質の長い天然変性領域が有意にリン酸化を受けて
いることを見出し、またシミュレーション解析からもリン酸化がランダムに起こっているので
はなく、天然変性領域の長さがリン酸化位置決定のパラメータのひとつであることが強く示唆
された (Koike et al. Protein Sci, 2019)。 

(2) キナーゼの活性調節・モニターツールの開発 
 (1)-①の解析より、MYPT1 の PS (リン酸化部位をアラニンに置換)+DM 配列の合成ペプチドが in 
vitro で Rho-kinase の活性を阻害することを見出した（図３）。一方で、PS のみ、DM のみのペ
プチドでは阻害効果はほとんど認められなかった。今後、PS+DM ペプチドが細胞・組織において
も Rho-kinase 阻害効果を呈するか、またこの領域を用いてキナーゼ特異性の高い活性モニター
ツールに応用できるか、検討する。 

(3) キナーゼ−基質シグナルの生理機能解析 
① 名古屋大学貝淵博士らと共同で、線条体神経細胞における MAPK-Npas4/MKL2 シグナル解析を
行った。マウス脳線条体において、ドパミン I型受容体発現中型有棘神経細胞はドパミンの下流
で快情動の制御に関わる。ドパミンシグナルの下流で MAPK が転写因子 Npas4 や転写共役因子
MKL2 をリン酸化し、転写共役因子 CBP1 との複合体形成を促進して遺伝子発現を調節することを
示し、報酬関連記憶・学習行動への関与が示唆された (Funahashi et al. Cell Rep, 2019; 
Ariza et al. J Neurochem, 2021)。 
② 名古屋大学竹藤博士らと共同で、心臓における PKN-MKL1 シグナル解析を行った。転写共役因
子 MKL1 が PKN によってリン酸化を受けると結合タンパク質であるアクチンから解離して核内に
移行し転写を亢進することを見出した。PKN の遺伝子欠損マウスを用いて、過負荷による心肥大
にPKN-MKL1シグナル経路が重要な役割を果たすことを示した (Sakaguchi et al. Circulation, 
2019)。 
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