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研究成果の概要（和文）：Tb14-3-3結合タンパク質のプロテオミクスアプローチにより新規リン酸化酵素AKB1を同定し
た。AKB1はTb14-3-3中の両親媒溝構造を介して、直接且つ特異的にTb14-3-3と結合する。またAKB1の基質認識に重要な
アミノ酸モチーフを同定し、細胞内AKB1の酵素活性をリン酸化モチーフ抗体を用いて測定した。AKB1の大部分は細胞骨
格に分布しており、またAKB1の基質も同様に界面活性剤不溶性画分に存在した。AKB1の蛋白リン酸化酵素活性は細胞分
裂に重要であった。以上の結果はTb14-3-3-AKB1複合体が細胞骨格結合タンパク質のリン酸化を介して細胞分裂を制御
する可能性を示唆している。

研究成果の概要（英文）：Proteomics approach of searching Tb14-3-3 binding proteins identified a novel asso
ciated kinase of Tb14-3-3 (AKB1). Tb14-3-3 directly and specifically binds to AKB1 utilizing an amphipathi
c groove structure of Tb14-3-3. Critical amino acid motif forAKB1 substrate recognition was identified and
 in vivo AKB1 kinase activity was successfully monitored with phosphorylated substrate-specific antibody. 
Majority of AKB1 is associated with cytoskeleton and most of AKB1 substrates are also identified in the de
tergent-insoluble fraction of cell lysate. AKB1 knockdown or overexpression of wild type AKB1 but not kina
se-dead AKB1, deregulated cytokinesis and cell division, suggesting that kinase activity of AKB1 is crucia
l for growth. The results from this study suggest that AKB1 associated with Tb14-3-3 modulates cytokinesis
 and cell cycle progression in Trypanosoma brucei by phosphorylating cytoskeleton-associated proteins.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： Tb14-3-3　蛋白リン酸化酵素　細胞分裂　細胞骨格　リン酸化モチーフ

基礎医学・寄生虫学（含衛生動物学）



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
14-3-3 分子は、すべての真核生物(酵
母、植物、哺乳類等)において分子構造的、
機能的非常によく保存された分子である。
また、特徴的なホスホセリン・スレオニ
ンモチーフ(mode1, mode2, mode3)に結合
し、細胞周期、シグナル伝達、アポトー
シス、転写、細胞骨格、細胞輸送など様々
な生物現象に必須の分子である。 
我々は、ブルーストリパノソーマ(以下
トリパノソーマと略す)の 14-3-3 分子 I
および II をクローニングし、これが細胞
周期および細胞骨格のレギュレーション
に関わっており、両者とも細胞分裂に必
須であることを証明した。(J. Biol. Chem. 
Inoue M., et al 2005) 
 
これまでの我々の研究で,T. brucei14-3-3
分子は、mode1 あるいは mode2 の motif
には、ほとんど結合を示さず、mode3 には、
ヒト 14-3-3 よりも弱いながらも結合を示
すことを明らかにし、さらに affinity の高
い新規 mode3 peptide を世界に先駆けて同
定した。 

 
２．研究の目的 
 私は、世界に先駆けて精製した T. brucei 

14-3-3（Tb14-3-3）に結合する蛋白キナーゼ

を AKB14-3-3-1(Associated kinase of 

Trypanosoma brucei 14-3-3 type 1)と命名し

た。このキナーゼ遺伝子を knockdownおよ

び overexpressionすると多核、多鞭毛、多キ

ネトプラストあるいは無核などの原虫が生

じる。これらの結果は、このキナーゼが細胞

の正常な分裂に非常に重要な働きを持ち、

14-3-3分子と類似の機能を持つことを意味

する。 

 １）このキナーゼの生理的基質の同定 

 ２）治療のターゲットとして、このキナー

ゼのインヒビターのスクリーニング 

 ３）Tb14-3-3と AKB14-3-3-1の結合の生

理的意義の解明、を軸としトリパノソーマ症

の制圧を目指す。 

３．研究の方法 
 

23年度 AKB14-3-3-1の基質の同定 

1)まず AKB14-3-3-1がリン酸化することが、

判明している PepTag C1 peptide：

PLSRTLSVAAK (Promega) のどの部位の

アミノ酸残基がリン酸化されるか検討する。 

C1: PLSRTLSVAAK (AKB14-3-3-1により

リン酸化される peptide) 

C1-3A: PLARTLSVAAK (3番目の Sが A) 

C1-5A: PLARALSVAAK (5番目の Tが A) 

を合成し、ADP-kinase Glo assay kitにて、

どの peptideがリン酸化を受けるかを検討し、

リン酸化モチーフの seedとする。この

peptideをもとにさらに変異体 peptideを合

成あるいは、リン酸化基質 peptideとして市

販されている類似の peptide substrateを購

入し、ADP-kinase Glo assay kitにて

screeningする。 

 

2)AKB14-3-3-1の基質となるアミノ酸配列

のmotifが決定すると、それをもとに、

genome databaseを searchし、特に、この

AKB14-3-3-1が細胞骨格結合蛋白であるこ

とより、細胞骨格蛋白を中心に 基質となり

うる蛋白を、小麦胚芽を利用した in vitro合

成系（Cell free system）で合成し、実際に

in vitroでリン酸化反応を行う事により、生

理的基質を同定する。 

 

3)AKB14-3-3-1が ATP analogue ATPγ-Sを

基質とするようなmutantを作成し、T. 

bruceiより分画した蛋白を基質に用い、チオ

リン酸化されたタンパク基質をアルキル化

し、パラニトロベンジルチオリン酸とアルキ

ル化し、これを、チオリン酸エステル特異的

なモノクローナル抗体で検出することによ

り基質を同定する。 



基質が同定されれば、それらの基質に対する

リン酸化特異的抗体を作成し、T. brucei細胞

を stainingし、細胞周期の進行によるリン酸

化状態をモニターすることにより、

AKB14-3-3-1の生理的機能を探索する。 

 

24年度 Tb14-3-3とAKB14-3-3-1の結合の

生理的意義の解明 

1) AKB14-3-3-1 overexpression 

  organella (核、キネトプラスト、鞭毛など)  

 の数の異常 

2) AKB14-3-3-1 knockdown 

  organella の数の異常 

3) Tb14-3-3 overexpression 

  organella の数の異常 (論文投稿中) 

4) Tb14-3-3 knockdown 

  organella の数の異常:J.Biol.Chem. Inoue 

  M.,et al (2005) 

1)-4)が判明している。そこで以下の組み合わ

せの Tetracycline依存性 overexpression あ

るいは knockdown vectorをゲノムに

integrateさせた T. brucei 昆虫型細胞株を

樹立する。細胞の形態を抗 α-tubulin, 

β-tubulinあるいは抗 flagella抗体を用い検

出する。AKB14-3-3-1の Tb14-3-3に結合し

ないmutantを作成する：NAKB14-3-3-1と

命名する（Non-associated kinase of T. 

brucei 14-3-3-1）（具体的には、PCRにて、

AKB14-3-3-1 の C-terminal deletion 

mutantsを作成し昆虫型細胞に導入し、tag

抗体を用いた免疫沈降法にて結合部位を狭

め、最後は結合に関与するアミノ酸残基に

point mutationを導入する）。この

NAKB14-3-3-1 overexpression vectorも組

み合わせに入れる。 

 

1)-6)の組み合わせ細胞株の Tet- or Tet+の形

態（細胞の形態を抗 α-tubulin, β-tubulinあ

るいは抗 flagella抗体、DAPI:DNA stainを

用い検出する）、AKB14-3-3-1の細胞内基質

のリン酸化状態を調べる事により、

AKB14-3-3-1が Tb14-3-3の下流あるいは上

流で働いているか? あるいは、両者の結合が

AKB14-3-3-1のキナーゼ活性にどのような

影響をあたえているか？の２点が判明する。 

 

25年度 

研究協力者：米国Mount Sinai医科大学 E. 

Premkumar Reddy 教授の協力により、この

AKB14-3-3-3-1の inhibitorを Cancer 

kinase inhibitor library; 2000種類の

human kinase inhibitorの中から探索する。

彼の lab.では、すでに、この中から抗ガン剤

の seedの screeningに成功している。 

大腸菌発現 vector pGEX4T2 (GST-tag), あ

るいは pET47b (His-tag)に AKB14-3-3-1の

全長あるいは truncated cDNAを subcloning

し、低温 18ºCにて IPTG-inductionをかけ、

その後、affinity精製を試みる。V5-tag付き

AKB14-3-3-1の Tet-inducible 

overexpressing細胞株からも tag抗体で

１ Tb14-3-3 

overexpression 

AKB14-3-3-1 

overexpression 

２ Tb14-3-3 

knockdown 

AKB14-3-3-1 

overexpression 

３ Tb14-3-3 

overexpression 

AKB14-3-3-1 

knockdown 

４ Tb14-3-3 

knockdown 

AKB14-3-3-1 

knockdown 

５ Tb14-3-3 

overexpression 

NAKB14-3-3-1 

overexpression  

６ Tb14-3-3 

knockdown 

NAKB14-3-3-1 

overexpression 



affinity

にて蛋白の純度を上げた

Mount sinai

E. Premkumar Reddy 

screening 

screening

れたら、それらを用い、

あるいは血流型

にどのような変化をもたらすかを、私が調べ

る。 
 
４．研究成果

 

２３年度

方法

(AKB1)

酵素反応に用いた。以下の

ドを作成

リン酸化タンパクは

くれる

の基質となりうるペプチド配列を同定した。

結果を以下に示す。

 

この結果

が疎水性アミノ酸、上流

ことが

判明した。

方法

定したモチーフをもとに

基質を認識するリン酸化モチーフ抗体を検

索した。その結果、

抗体が非常に特異的に

化された

判明した。以下に

発現したときの

affinity精製を試みる。さらに、

にて蛋白の純度を上げた

Mount sinai医科大学

E. Premkumar Reddy 

screening 装置にて、

screeningする。Candidate inhibitor

れたら、それらを用い、

あるいは血流型 T. brucei

にどのような変化をもたらすかを、私が調べ

 

４．研究成果 

年度 

方法 1）に関しては、

(AKB1)を大腸菌に発現させたもの

酵素反応に用いた。以下の

ドを作成、in vitr

リン酸化タンパクは

くれる Phos-Tag SDS

の基質となりうるペプチド配列を同定した。

結果を以下に示す。

この結果 リン酸化される

が疎水性アミノ酸、上流

ことが AKB1 の基質となるには重要なことが

判明した。 

方法 2）に関しては、方法を変更し上記の決

定したモチーフをもとに

基質を認識するリン酸化モチーフ抗体を検

索した。その結果、

抗体が非常に特異的に

化された T. brucei

判明した。以下に

発現したときの AMPK

精製を試みる。さらに、

にて蛋白の純度を上げた AKB14

医科大学(New York)

E. Premkumar Reddy 教授の

装置にて、inhibitor

Candidate inhibitor

れたら、それらを用い、in vitro

T. bruceiの 

にどのような変化をもたらすかを、私が調べ

）に関しては、His-AKB14

を大腸菌に発現させたもの

酵素反応に用いた。以下の GST

ro kinase assay

リン酸化タンパクは SDS-PAGE 

Tag SDS-PAGE

の基質となりうるペプチド配列を同定した。

結果を以下に示す。 

リン酸化される Ser

が疎水性アミノ酸、上流 3番目が

の基質となるには重要なことが

に関しては、方法を変更し上記の決

定したモチーフをもとに AKB1

基質を認識するリン酸化モチーフ抗体を検

索した。その結果、AMPKリン酸化モチーフ

抗体が非常に特異的に AKB1

T. bruceiの基質を認識することが

判明した。以下に AKB1ノックダウン、過剰

AMPKリン酸化モチーフ抗

精製を試みる。さらに、Gel濾過法

AKB14-3-3-1を

(New York)まで空輸し、

教授のmass 

inhibitorの seedを

Candidate inhibitorが得ら

in vitroで、昆虫型、

 growth, 形態

にどのような変化をもたらすかを、私が調べ

AKB14-3-3-1 

を大腸菌に発現させたものを精製し

GST-融合ペプチ

o kinase assayに用いた。

PAGE 移動度がお

PAGEを行い AKB1

の基質となりうるペプチド配列を同定した。

Serの上流 5番目

番目が Arg である

の基質となるには重要なことが

に関しては、方法を変更し上記の決

AKB1のリン酸化

基質を認識するリン酸化モチーフ抗体を検

リン酸化モチーフ

AKB1によりリン酸

の基質を認識することが

ノックダウン、過剰

リン酸化モチーフ抗

濾過法

を

まで空輸し、

を

が得ら

で、昆虫型、

形態

にどのような変化をもたらすかを、私が調べ

を精製し

融合ペプチ

に用いた。

移動度がお

AKB1

の基質となりうるペプチド配列を同定した。

番目

である

の基質となるには重要なことが

に関しては、方法を変更し上記の決

のリン酸化

基質を認識するリン酸化モチーフ抗体を検

リン酸化モチーフ

によりリン酸

の基質を認識することが

ノックダウン、過剰

リン酸化モチーフ抗

体を用いたウエスタンブロット

を示す。

蛋白は

分画に分けて

ノックダウン、

正常量の

り AKB1

よる

ことが示唆される。よって、

抗体を用いた

の活性を反映することが明らかとなった。ま

た、分画法により

不溶性の膜、あるいは細胞骨格におもに局在

していることが判明した。

方法

ン酸化酵素と異なり、

リン酸化酵素の基質となり得ない

analogue

ン酸化酵素では基質となりうることが判明

し、

を同定するアプローチは不可能であること

が判明した。

２４

Tb14

ず、方法：表の

とができなかった。

表のような組み合わせで

Tb14

ノックダウン

にペプチド

体を用いたウエスタンブロット

を示す。 

蛋白は 10 mM digitonin 

分画に分けてWB

ノックダウン、

正常量の AKB1

AKB1の発現量と

よるWBのバンドの濃さには正の相関がある

ことが示唆される。よって、

抗体を用いたWB

の活性を反映することが明らかとなった。ま

た、分画法により

不溶性の膜、あるいは細胞骨格におもに局在

していることが判明した。

方法 3）に関しては、

ン酸化酵素と異なり、

リン酸化酵素の基質となり得ない

analogueも多くのトリパノソーマの蛋白リ

ン酸化酵素では基質となりうることが判明

し、analogue specific kinase

を同定するアプローチは不可能であること

が判明した。 

 

２４年度  

Tb14-3-3と AKB1

ず、方法：表の

とができなかった。

表のような組み合わせで

Tb14-3-3および

ノックダウン(KD)

にペプチド tag

体を用いたウエスタンブロット

10 mM digitonin 可溶性

WBを行った。

ノックダウン、pLは過剰発現細胞、

AKB1の発現量である。この結果よ

の発現量と AMPK

のバンドの濃さには正の相関がある

ことが示唆される。よって、

WBは T. brucei 

の活性を反映することが明らかとなった。ま

た、分画法により AKB1の基質は

不溶性の膜、あるいは細胞骨格におもに局在

していることが判明した。 

に関しては、mammalian

ン酸化酵素と異なり、mammalian

リン酸化酵素の基質となり得ない

も多くのトリパノソーマの蛋白リ

ン酸化酵素では基質となりうることが判明

analogue specific kinase

を同定するアプローチは不可能であること

 

AKB1の結合を同定するに至ら

ず、方法：表の NAKB14-3-

とができなかった。 

表のような組み合わせで Tet

および AKB1過剰発現細胞

(KD)細胞を樹立した。

tagを付加したものを過剰発現し

体を用いたウエスタンブロット(WB)の結果

可溶性 Sと不溶性

を行った。Tet (+)の pQ

は過剰発現細胞、Tet(

の発現量である。この結果よ

AMPKモチーフ抗体に

のバンドの濃さには正の相関がある

ことが示唆される。よって、AMPKモチーフ

T. brucei の in vivo

の活性を反映することが明らかとなった。ま

の基質は detergent 

不溶性の膜、あるいは細胞骨格におもに局在

 

mammalianの蛋白リ

mammalianでは蛋白

リン酸化酵素の基質となり得ない ATP 

も多くのトリパノソーマの蛋白リ

ン酸化酵素では基質となりうることが判明

analogue specific kinaseを作成して基質

を同定するアプローチは不可能であること

の結合を同定するに至ら

-3-1を作成するこ

Tet依存性の

過剰発現細胞(OE)

細胞を樹立した。Tb14

を付加したものを過剰発現し

の結果

と不溶性

pQは

Tet(-)は

の発現量である。この結果よ

モチーフ抗体に

のバンドの濃さには正の相関がある

モチーフ

in vivoで

の活性を反映することが明らかとなった。ま

detergent 

不溶性の膜、あるいは細胞骨格におもに局在

の蛋白リ

では蛋白

も多くのトリパノソーマの蛋白リ

ン酸化酵素では基質となりうることが判明

を作成して基質

を同定するアプローチは不可能であること

の結合を同定するに至ら

を作成するこ

(OE)、

Tb14-3-3

を付加したものを過剰発現し



且つ

ウンさせた昆虫型

誘導

プチド

リン酸化モチーフを認識する抗体

よりリン酸化された基質を認識

抗体、抗

を行った。結果を以下に示す。

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Aの図で免疫沈降に用いたセルライセート

(Lysates), IP: 

った

ンドの濃さを比較すると、

酸化された基質のほとんどが

合した状態で細胞質に存在することが判明

した。

のほとんどすべてを沈降させ、

降させたことを示す。また

に結合しないことを示す。このことは、

Tb14

た基質が特異的複合体を形成して細胞質中

に存在することを示す。

よびその基質の複合体形成の意味は、

の基質は大部分が膜および細胞骨格に結合

して存在するが、

それらの蛋白を複合体蛋白として細胞質に

局在させることかもしれない。

 

２５年度

且つ AKB1を過剰発現

ウンさせた昆虫型

誘導 2日後にセルライセートを作成し、抗ペ

プチド V5-tag 抗体にて免疫沈降し、

リン酸化モチーフを認識する抗体
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