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研究成果の概要（和文）：Protein kinase C (PKC）ファミリーはシグナル伝達を担う代表的なセリン・スレオニンキ
ナーゼであり、N末端の制御ドメイン(C1、C2ドメイン)とC末端のキナーゼドメインから構成されるマルチドメインタン
パク質である。最近PKCbetaII全長の結晶構造が報告されたが、その構造中では、C1Aドメインは観測されず、C2ドメイ
ンはパッキングの影響により突出していた。よってPKCの活性制御機構を議論するためには十分な構造とは言い難い。
本研究では、タンパク質ライゲーション反応や常磁性緩和効果(PRE)を駆使することにより、各ドメインが正しい配置
にある溶液中での構造決定を目的に研究を行った。

研究成果の概要（英文）：Protein kinase C (PKC) family is a multi-domain protein consists of N-terminal 
regulatory domains (C1 and C2 domain) and C-terminal kinase domain, and regulates a wide range of 
biological processes. In cytoplasm, PKC is thought to be autoinhibited by the interaction between 
regulatory domains and the kinase domain. Recently, the full-length crystal structure of PKCbII was 
reported. However, in this crystal structure, the C1A domain was not observed and the C2 domain was 
influenced by the crystal packing interaction. Therefore, the domain orientation and the interactions 
between the domains of PKC are still elusive. In this study, we are trying to determine the structures of 
full-length PKC proteins, PKCalpha and PKCtheta, and investigate the regulation mechanism using 
long-range distance information derived from PRE detected by solution hetero-nuclear NMR.

研究分野： 構造生物化学
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１．研究開始当初の背景 
 
Protein kinase C（PKC）の構造解析は、1977
年の西塚らによる PKCの発見以来、多く
の構造研究者が取り組んだものの、全長の
構造解析は難航した。PKCは偽基質領域、
連続した 2 つの C1 ドメインである C1A お
よび C1B ドメイン（DAG 結合ドメイン）
と、C2 ドメイン（Ca2+、IP3 結合ドメイン）、
キナーゼドメインからなる。1995 年に
Hurley らによる C1B ドメイン（PKC）の
構造解析に始まり、各ドメイン単位ではそ
の構造決定が報告され、部分的な構造情報
は集積された。最近、2011 年 2 月に Hurley
らによって PKCII（と同様のサブファミ
リー）の全長の結晶構造が報告されたが①、
この全長の結晶構造においても C1A ドメ
インは、動的な性質のため観測されず、ま
た C2 ドメインは結晶中のパッキングによ
り不自然に飛び出していた。そのため不活
性な自己阻害状態でもなく、活性化状態で
もない状態での構造解析となっており、活
性制御を議論するために十分な情報は得ら
れていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
 
PKC の機能や活性化を理解するためには、
全長のタンパク質を用いて、各ドメインが
本来の相互作用をしている自己阻害状態の
構造的知見が、まず必要である。さらにセ
カンドメッセンジャー等により活性型とな
り、膜と相互作用した活性化型の構造も重
要である。ごく最近、脂質結合タンパク質
Apo-AI で脂質二重膜を封入したナノディ
スクを効率よく作成する技術が開発され、
溶液状態で、脂質二重膜とタンパク質との
相互作用が解析できるようになりつつある。
本研究では、タンパク質ライゲーション、
常磁性緩和効果（PRE）の多次元 NMR に
よる観測、X 線小角散乱（SAXS）を用い
て、自己阻害状態の全長構造の解析と、ナ
ノディスク（脂質二重膜）上に PKCを再
構成した、PKCが機能する現場での立体
構造を解析する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)各ドメインの調製とドメイン間相互作用
の検証 
 
従来、PKCの C1A ドメインは、大腸菌の発
現系では可溶化せず、大量調製が困難であっ
たため、構造解析は未だ報告されていない。

申請者は、C1A のシステイン残基と疎水性残
基の二重変異体を作製することで大腸菌か
らの C1A ドメインの大量調製が可能な系を
構築しており、これを用いて同位体標識を行
って、NMR 信号の帰属を行う。まず NMR を
用いて C1A の立体構造を決定する。また C1B、
C2 ドメインの調製は容易かつ構造既知で、
C1B-C2 タンデムの領域の NMR の測定、帰属
もすでに存在している。C1A、C1B-C2 ドメ
インは、ライゲーションによって全長に再構
成後の NMR 測定のため、重水素化とメチル
選択的標識を施す。キナーゼドメインに関し
ては、カイコ個体の発現系を構築済みである。
スピンラベルのためのシステイン変異体用
のバックミドを調製し、カイコから変異体を
調製する。 
 
(2)タンパク質ライゲーションによる全長の
再構成 
調製した各ドメインをライゲーションする。
連結によく利用される sortase のほか、２種
類のスプリットインテインを用いて、２カ所
の連結を行う。 
 
(3) 再構成した PKC の機能の検証 
 
再構成した PKCが、実際、native の PKC と
同等の自己阻害能と活性を有しているのか、
検証する必要がある。連携研究者の理化学研
究所の袖岡有機合成化学研究室の平井、袖岡
らは、ヒト培養細胞を用いて、少量であるが、
定常的に PKCを調製する系を有している。
そこで、再構成された PKCを用いたアッセ
イを行う。  
 
(4) PRE による構造情報の取得と溶液構造決
定 
 
全長のタンパク質を再構成する際、ドメイン
ごとに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 PRE を観測することで、立体構造情報を
取得する。構造計算ではドメイン単体の構造
を rigid body として扱う。また SAXS を併用
することで、SAXS からもドメイン間の相対
配置に関する情報を取得する。これらの情報
を統合して、自己阻害型の PKCの立体構造
と、PKC の足場としてナノディスクにセカン
ドメッセンジャーを埋め込んだものを用い
て、活性型の構造（ドメイン配置）を同様に
決定する。 
 



 
４．研究成果 
 
まずヒト PKCにおいて、全長蛋白質再構成
のための数種のコンストラクトをデザイン
し、発現系の作製を行った。 
 
(1) PKCの C1A ドメイン 
C1A ドメインの発現系を作製し、その発現を
確認した結果、目的蛋白質の発現は確認でき
たが不溶性画分となった。これを改善するた
めシャペロンとの共発現、Trigger Factor との
融合蛋白質としての発現、リフォールディン
グを行ったが、構造解析に適する目的蛋白質
は得られなかった。PKC のアライメントに基
づいた C1A ドメイン発現系のリコンストラ
クトを行う事により NMR サンプルを調製す
る事に成功し、C1A ドメインの良好な NMR
スペクトルを得ることが出来た(図 1A)。また
作成した C1A 変異体についてはフォスファ
チジルセリン、ジアシルグリセロールといっ
たリガンドとの結合実験を行い、活性を保持
している事を確認した。この変異体について
多次元 NMR 法を用いて立体構造を決定した
(図２)。 
 
 
(2) PKCの C1B ドメイン 
C1B ドメインの発現系を作製し、構造解析に
適する目的蛋白質を得られた。このサンプル
を用いて各種 NMR 測定を行い、96% (Pro を
除く)の主鎖の化学シフトの帰属を完了した。
図 1Ｂ) 
 
(3) PKCの C1BC2 タンデムドメイン 
C1B ドメイン、C2 ドメイン共に安定な NMR
サンプルが得られる事を確認しており、それ
ぞれの主鎖シグナルの帰属を完成させた(図
1C)。さらに 1H-13C HSQC を測定し、どちら
のサンプルについてもメチル領域において
シグナルの分離が良いスペクトルを得るこ
とが出来た。C1B ドメインについては側鎖シ
グナルの帰属を行い、側鎖メチル基の帰属が
完了している。 
 
(4) PKCの kinase ドメイン 
kinase ドメインの発現系を作製し発現を確認
した結果、目的蛋白質の発現は確認したが不
溶性画分となった。これを改善するためシャ
ペロンとの共発現を行ったが、構造解析に適
する目的蛋白質は得られなかった。そこでカ
イコ個体の発現系用いて、カイコからキナー
ゼドメインの調製を行った。構造解析には十
分な量ではないが、調製に成功した。またこ
の系で、PKB のキナーゼドメインの活性型で
の調製に成功した。 
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図 1 PKCの各ドメインの 1H-15N HSQC スペク

トル 
(A) C1A ドメイン (B) C1B ドメイン (C) C2 ドメイン 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(5)ナノディスク 
 ナノディスク形成に必要な Apo-A1 の発現
系を作成し、大量培養、精製を行った Apo-A1
とリン脂質DOPCを用いてナノディスクサン
プルの作成を行った。作成したサンプルに関
してゲルろ過を用いた分子量の検定と 31P 
NMR 測定を行い、実際にナノディスクが形
成されている事を確認した。 
 
 
(6) 他の PKC 
次に PKCにおいて、全長蛋白質再構成のため
の数種のコンストラクトをデザインし、発現
系の作製を行った。 
PKCにおいては、C2like ドメイン、 C1A ド
メイン、 C1B ドメイン、 kinase ドメイン、
すべてのドメインの大腸菌の発現系を用い
た調製に成功した。 
 
 
(7) タンパク質ライゲーションによる全長の
再構成 
Sortase Aを用いた結合実験においてC2likeド
メインと C1A-C1B ドメインの結合を確認で
きた（図３）。最適条件は氷上での反応開始
から 48 時間後で濃度比 SortaseA : C2like : 
C1A-C1B = 1 : 1 : 1 であった。 

 
 
 

(8) PRE による構造情報の取得と構造解析 
全長のタンパク質を再構成、ドメインごとに
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。また従
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 PRE
を観測することで、立体構造情報を取得が有
効である。このための選択的メチル化を PKC
の C1B ドメインに対して行い、NMR 測定に
成功した。 
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