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研究成果の概要（和文）： 

プロテインキナーゼを網羅的に検出する抗体（マルチ PK 抗体）の様々な利用法を検討した。

キノコ、植物、ゼブラフィッシュなどを材料として、発現スクリーニングを行い、取得した新

規プロテインキナーゼの解析を行った。また、マルチ PK 抗体を利用した新しいプロテインキナ

ーゼ解析法を確立し、その手法を用いて糖尿病の発症と密接に関わるプロテインキナーゼを同

定した。これらの研究から、マルチ PK抗体が様々なプロテインキナーゼの研究に利用できる有

用なツールとなることが明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
     We attempted to apply the Multi-PK antibodies for the analysis of various protein 
kinases. By expression screening of protein kinases using the Multi-PK antibodies, we 
obtained various novel protein kinases from mushroom, plant, and zebrafish, and 
characterized them. We also developed a new technology to identify protein kinases using 
the Multi-PK antibodies, and identified a protein kinase responsible for glucotoxicity 
in diabetis. Our present study revealed that the Multi-PK antibodies can be used as the 
useful tools for the analysis of various protein kinases. 
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１．研究開始当初の背景 
 プロテインキナーゼ（PK）は細胞内情報伝
達系における巧妙な分子スイッチとして機
能しており、様々な生命現象に関与すること
が知られている。そのため動物には５００種

類以上の、また植物には１０００種類以上の
PK が存在すると言われており（Manning et al. 
Trend. Biochem. Sci. 27. 514 (2002)）、状
況に応じて各組織での発現量や細胞内局在
が刻々と変化している。従って細胞内での PK



の動態変化を知ることは、生命現象の基本メ
カニズムの解明や疾病の原因究明などにお
いて非常に重要な意味を持っている。しかし、
多様な PK を網羅的に解析する技術の開発が
遅れていたため、細胞内に発現する PK の全
体像に関する研究は、当時ほとんど行われて
いなかった。そのような状況の中、我々は細
胞内の多様な PK をまとめて検出する抗体の
作製に取り組んできた。その結果、Ser/Thr
キナーゼを検出する M1Cと M8C（Kameshita et 
al. Anal. Biochem. 322, 215 (2003)）なら
びに Tyr キナーゼを検出する YK34（Sugiyama 
et al. Anal. Biochem. 347, 112 (2005)）
の取得に成功した。このようにマルチ PK 抗
体の作製には、成功したものの、十分な活用
例がない状況で本研究はスタートした。 
 
２．研究の目的 
 我々は、セリン・スレオニン PK に対する
抗体ならびにチロシン PK を認識するモノク
ローナル抗体を作製し（特許の項目参照）、
それらがそれぞれの PK を幅広く検出できる
抗体であることを明らかにした。しかし、こ
れらの抗体は PK 解析用のツールとしてまだ
十分に活用されておらず、その可能性につい
ても十分検討がなされていない。そこで、本
研究課題では、これらマルチ PK 抗体の新し
い活用法を検討するとともに、これらの抗体
を用いて新たに見出した新規 PK の解析を進
めることを目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 マルチ PK 抗体を用いた発現クローニング
法については、すでに確立している手法を用
いた（Kameshita et al. Anal. Biochem. 322, 
215, (2003)）。この手法を用いて、様々な生
物材料をから PK の発現スクリーニングを行
った。材料としては、担子菌キノコ
Coprinopsis cinerea、ミヤコグサ Lotus 
japonicus、ゼブラフィッシュ Danio rerio 
から調製した cDNA を用い、取得した PK の中
で特に興味深い酵素については、大腸菌で発
現精製を行い、詳細な解析を行った。 
 マルチ PK 抗体の応用例のひとつとして、
CNBr分解二次元泳動法（Sugiyama et al. Anal. 
Biochem. 373, 173 (2008)）を確立し、糖尿
病の糖毒性に深く関わる PK を同定した。 

４．研究成果 
(1)DNA チル基転移酵素（Dnmt1）に結合しメ
てリン酸化するSer/Thrキナーゼ 
 Dnmt1 は、DNA メチル化模様の維持に関与
する酵素と考えられており、遺伝子発現にお
いて重要な役割を果たしている。この Dnmt1
の N 末端領域は、酵素の調節部位と考えられ
ているが、その部位に結合する PK はこれま
で報告されていない。我々は、マルチ PK 抗
体の M8C を用いることにより、110 kDa の PK
がこの部位に結合し、Dnmt1 をリン酸化する
ことを見出した。この PK については、質量
分析法により、Cyclin-dependent kinase 
like 5 (CDKL5)であることを明らかにした。
また、Dnmt1 の N 末端領域には、CDKL5 以外
にも CK1 が結合し、Dnmt1 をリン酸化するこ
とを明らかにした。さらに CK1 によりリン酸
化された Dnmt1 は、リン酸化に伴い DNA 結合
能が低下することを見出した。 
 
(2)インスリン分泌と相関して発現する
Ser/Thrキナーゼ 
 ラットインスリノーマ INS-1細胞を様々な
グルコース濃度下で培養した時の細胞内 PK
発現パターンをマルチ PK 抗体（M8C）で調べ
てみたところ、図１Bのような PK 発現パター
ンが観察された。特に顕著な変化としては、
矢印で示す 63 kDa のバンドがインスリン分
泌と連動して増減していることである。この
PKがINS-1細胞におけるインスリン分泌のカ
ギを握っている可能性を考え、同定を試みた。
ここでは、質量分析を用いずに、マルチ PK
抗体を用いる同定法を試してみた。63 kDa の
PK について CNBr 分解二次元泳動法を行った 
ところ、サブドメイン VIB 配列を含む断片サ
イズが 19 kDa であることが明らかになった。
また、この PK の等電点が 4.8 であったこと
から、これらの条件に合致する PK として
CaMKIV が候補として挙がった。この可能性は、
CaMKIV に対し厳密な特異性を示す特異的抗
体を用いて確認された（図１C）。さらに
CaMKIV の活性発現に応じてインスリンプロ 
 
 
 
 
 
  その他様々な生命現象と関連のある PK に

ついては、マルチ PK 抗体を用いたウエスタ
ンブロッティングによりその変動を調べ、注
目する PK については、質量分析法あるいは
上に示した新規解析法を利用して PK を決定
した。同定した PK については、さらに関連
する生命現象における分子メカニズムにつ
いて詳細に検討を行った。 
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 zDCLK は、N 末端の微小管結合ドメインと
C 末端側の Ser/Thr キナーゼドメインならび
にそれらのドメインに挟まれた Ser/Pro残基
が豊富な SP ドメインからなる PK である。こ
の SP ドメインの存在意義については、これ
まで不明であったが、様々な zDCLK 変異体酵
素を作製することにより、このドメインが微
小管結合能を調節する働きを持つことを明
らかにした。また、DCLK は、脳に豊富に存在
する PK であるが、そのターゲットである生
理的な基質については、これまで不明であっ
た。今回の我々が開発した MicroRotofor を
利用した基質の探索法を用いることにより、
Synapsin II が zDCLK の非常に良好な基質に
なることを明らかにした。 

モーターが ON/OFF 制御を受けることが明ら
かになり、CaMKIV が INS-1 におけるインスリ
ン合成に密接に関わっていることが示され
た。また、糖尿病モデルラット OLETF とその
コントロールラットから膵島細胞を調製し、
CaMKIV 発現レベルを比較したところ、OLETF
ではコントロールラットに比較して、40%に
まで低下していることが判明した。これらの
結果から、インスリン合成・分泌において
CaMKIV がきわめて重要な役割を果たしてい
ることが示された。 
 
(3)潰瘍性大腸炎の病態に関わるチロシンキ
ナーゼ 
 潰瘍性大腸炎の病態と関係のある PK に関
して、チロシンキナーゼを検出するマルチ PK
抗体（YK34）を用いて、解析を行った。オキ
サゾロンを投与することにより腸炎を誘発
したマウスの腸上皮抽出試料を二次元電気
泳動ならびに YK34 抗体を用いたウエスタン
ブロットで分析し、コントロールマウスと比
較した。その結果、分子サイズが 120 kDa で
等電点が 6.3のスポットが腸炎の誘発に相関
して顕著に発現増大するのが観察された。こ
のタンパク質がfocal adhesion kinase (FAK)
であることが、FAK に対する特異的抗体との
反応により確認された。また、炎症の重症度
と FAKの発現量に相関関係があることも明ら
かになった。 

 
 また、担子菌キノコの菌糸体を用いた発現
スクリーニングを行い、Ser/Thr キナーゼで
ある CoPK12 と CoPK32 を取得した。本研究で
は、これら CoPK について、酵素的な性質を
詳細に調べた。 
 CoPK12 は、そのアミノ酸配列の相同性から
C. cinerea の CaM キナーゼであることが判明
した。CoPK12 は、他の真核生物の CaM キナー
ゼと異なり、Activation loop 内のリン酸化
される Thr 残基が存在せず、その位置に Glu
残基が存在することが判明した。この酵素は、
活性化された CaMキナーゼをミミックしたよ
うな性質を示し、他の CaM キナーゼと異なり
上流の CaMKKによる活性化を受けないユニー
クな CaM キナーゼであることが判明した。こ
の酵素は、菌糸の特に活発に成長している部
分に、CaM とともに特に豊富に発現している
ことから、菌糸成長に深くかかわる酵素であ
ることが示唆された。 

 
(4)各種生物材料から発現スクリーニングに
より取得された新規PKの解析 
 ゼブラフィッシュの初期胚から得られた
cDNA ライブラリーを用いた発現スクリーニ
ングを行い、zCaMKIならびに Doublecortin 
like protein kinase(zDCLK)などの新規 PK
を取得したので、これらについて解析を行っ
た。 

 また CoPK32 は、そのアミノ酸配列の相同
性から動物の MAPKAPKに相当するキナーゼで
あることが推測された。この酵素は、NaCl や
マンニトールなどの浸透圧刺激に反応して、
発現量ならびに活性が上昇した。このような
結果から、CoPK32 は、キノコのストレス応答
性の PK であると考えられた。 

 zCaMKIをクローニングしたところ、２種
類のスプライスバリアント zCaMKI-L と
zCaMKI-S が得られた。さらに、これらとは
異なる遺伝子座にコードされる zCaMKI-LL
を見出し、その詳細な性質について比較解析
を行った。これらのアイソフォームは、酵素
学的な性質においては、大きな差は見られな
かったが、その発現時期や発現組織に関して
特徴がみられた。zCaMKI-S は、脳に特異的
に発現していたが、zCaMKI-L は、脳以外の
組織にも発現しており、特に筋肉に豊富に検
出された。これに対し、zCaMKI-LL は、興味
深いことに、ヒレに多く発現することが明ら
かになった。これらの zCaMKIに関してアン
チセンスモルフォリノオリゴを用いたノッ
クダウン実験を行ったところ、胚発生に異常
が見られたことから、これらの PK はゼブラ
フィッシュの胚発生において非常に重要な
役割を果たす PK であることが示された。 

 
 植物の PK として、ミヤコグサの PKL01 を
クローニングし、詳細な解析を行った。この
酵素の特徴的なアミノ酸配列から、PKL01 は
Ndr キナーゼのミヤコグサホモログと推測さ
れた。PKL01 は、動物の Ndr キナーゼと異な
り、活性発現に MOB のような活性化因子を必
要とせず、恒常的に活性を発現できる酵素で
あることが判明した。また、基質タンパク質
の探索を行ったところ、ヒストンを含め塩基
性のタンパク質を好んでリン酸化する基質
特異性を示す酵素であることが判明した。 
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生物学会年会 第８３回日本生化学会大会 

合同大会、2010 年 12 月 10 日、神戸 

第８２回日本生化学会大会、2009 年 10 月 22

日、神戸 
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杉山康憲、関口茉里、末吉紀行、波多野直哉、

木下英司、木下恵美子、小池透、末武勲、田

嶋正二、亀下勇 :  

マウス DNA メチルトランスフェラーゼ１の

DNA 結合活性はカゼインキナーゼ１による

リン酸化によって制御される.  

第８２回日本生化学会大会、2009 年 10 月 22

日、神戸 

 

金子啓祐、杉山康憲、末吉紀行、亀下勇 :  

担子菌キノコに発現する浸透圧応答性プロ

テインキナーゼの解析 

第５０回 日本生化学会 中国・四国支部例

会、2009 年 5 月 16 日、鳥取 

 

〔産業財産権〕 
○取得状況（計２件） 
 
名称：セリン-トレオニンタンパク質リン酸
化酵素を認識するモノクローナル抗体 
発明者：茂里康、達吉郎、湯元昇、石田敦彦、
柘植敏之、岡崎勝一郎、亀下勇 
権利者：香川大学、産業技術総合研究所 
種類：特許 
番号：特許第４３４０７４９号 
取得年月日：平成 21 年 7月 17 日 
国内外の別：国内 
 
名称：抗チロシンキナーゼ抗体及びその利用 
発明者：杉山康憲、末吉紀行、亀下勇、茂里
康、達吉郎、湯元昇、石田敦彦、谷口隆信 
権利者：香川大学、産業技術総合研究所 
種類：特許 
番号：特許第４９５６８１６号 
取得年月日：平成 24 年 3月 30 日 
国内外の別：国内 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
 
http://www.ag.kagawa-u.ac.jp/sueyoshi/i
ndex.html 
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