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研究成果の概要（和文）：蛋白質キナーゼには多数のリン酸化部位があり、リン酸化状態の相違により異なった
機能を示す。本研究では、MAPキナーゼであるMEK1の機能発現について立体構造を通して解明することを目指
し、非リン酸化体、活性変異体、活性抑制変異体の構造を新たに決定した。回折Ｘ線測定は大型放射光施設
SPring-8にて行った。その結果、活性発現に重要なDFG-motifの構造に２価陽イオンが関与していること、活性
化ループ構造のゆらぎの増加が活性化に必要であること、S212のリン酸化が活性発現を抑制する要因はATPとの
結合阻害であることなどの知見を得た。これらの知見は新たな分子標的抗ガン剤の創製に有用である。

研究成果の概要（英文）：A protein kinase activity is regulated by phosphorylation in several amino 
acids. The aim of this work is to elucidate the molecular mechanism of MEK1 by analyzing its crystal
 structures of non-phosphorylated body, active mutant, S212-inactive mutant. Diffraction data sets 
were collected at the BL38B1 station of SPring-8. The knowledge obtained from these structures are 
as follows: divalent cation responsible for the conformation of DFG-motif, the increment of 
flexibility of active segment leads a change to active conformation, and phosphorylation of S212 
disturbs the binding of ATP. 

研究分野： 構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) MAPK カスケードは，酵母から高等植物
や哺乳動物に至るまで高度に保存された細
胞内シグナル伝達経路であり，細胞増殖，
分化，アポトーシス，免疫応答など細胞に
とって重要な機能を担っている。ヒトを代
表とする哺乳類細胞には複数のカスケード
が見出されており，その一つに ERK 経路が
ある。ERK 経路のシグナル伝達は，低分子
GTP 結合蛋白質である Ras が活性化される
ことにより開始され，以下，主に Ras→
Raf(MAP3K)→MEK(MAP2K)→ERK(MAPK)とい
った一連のキナーゼの連続したリン酸化反
応により進行して行く。複数のキナーゼが
リン酸化に関与することが多い中で，興味
深いことに，ERK を活性化する上流キナー
ゼとしては MEK 以外には知られていない。
したがって，MEK は ERK 経路の鍵酵素と言
え，特に ERK 経路の制御の観点から興味深
いキナーゼであるが，その構造生物学的研
究は進んでいない。 
 
(2) これまで，MEK，特に MEK1 については
様々な阻害剤との複合体を含め 40 件近い
構造が報告されている。しかし，何れも非
リン酸化体であり，しかも一定のコンフォ
メーションしか取っていない。MEK には活
性制御に関わるリン酸化部位が 6箇所も見
出されているにも関わらず，リン酸化と構
造変化に関する研究報告は未だ無い。 
 
(3) 蛋白質キナーゼの活性の亢進は，ガン
や糖尿病を含む様々な疾患を誘発している
ことが知られており，キナーゼの選択的阻
害剤の構造基盤創薬研究(Structure-Based 
Drug Design: SBDD)が盛んに試みられてい
る。しかし，キナーゼの構造に関する基本
的な理解が進んでいないことから，構造に
基づく論理的な分子設計も進まず，阻害剤
の分類にも混乱が見られているように思わ
れる。 
 
２．研究の目的 
(1) 他の蛋白質キナーゼと同様に MEK1 は
コンフォメーション変化の大きいループと
呼ばれる不規則領域を持っており，それが
酵素活性に関与した分子スイッチの役割を
担っていると考えられている。本研究課題
は，MEK1 の 2箇所の不規則領域，活性化ル
ープと呼ばれ分子スイッチ機能を持ち，こ
こに活性化に関わるリン酸化部位である
S218/S222や活性抑制に関わるS212がある
D208〜Y240，および活性抑制や自己活性化
に関与するリン酸化部位 T286/T292/S298
がある G276〜P307，の示すコンフォメーシ
ョン変化と酵素機能の相関を明らかにする
ことを目的とした。 
 
(2) MEK1 各種リン酸化体の大腸菌を用いた
調製は困難であると予測される。そこで，

リン酸化部位の Ser あるいは Thr を Asp に
変異した疑似リン酸化体を調製し，それら
のＸ線回折法による構造決定，および酵素
機能の指標として表面プラズモン共鳴法に
より ATP 類縁体や基質ペプチドとの会合能
の評価を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 目的蛋白質の発現，精製，結晶化 
結晶化を容易にするためにＮ末端から 38 残
基を切断しＣ末端に His×6 タグを付加した
ヒト型 MEK1Δ38 および各種変異体の大腸菌
BL21(DE3)による発現系を構築し，各種クロ
マトグラフィーによる精製法を確立した。結
晶化条件の探索は市販の結晶化スクリーニ
ングキットを用いて行った。結晶化の探索は，
アポ体の他，ATP 類縁化合物や阻害剤との複
合体について行った。何れも沈殿剤として
PEG3350 を用いることにより結晶化が達成さ
れた。蛋白質ドロップの初期条件や温度など
につき最適条件を探索し，高品質なデータを
与える結晶の調製を行った。 
 
(2) 回折Ｘ線測定，構造決定 
回折Ｘ線測定は，高品質で高分解能なデータ
収集が可能な大型放射光施設 SPring-8 にて
行った。その際，最近開発された結晶マウン
ト法である HAG 法(ポリマーコーティングと
湿度調節を組み合わせた方法)を適用し，結
晶の損傷を極力抑えることを試みた。ヒト型
MEK1Δ38 の非リン酸化体の新規構造，疑似活
性変異体(S218D/S222D)，疑似活性抑制体
(D212D/S218D/S222D)につき，それぞれ 2.2
Å，2.5Å，3.2Åの分解能でのデータを収集
した。初期位相は分子置換法により求め，そ
の後，構造の構築および精密化を繰返し，構
造を決定した。 
 
(3) 各種リガンドの結合能の評価 
ATP 類縁体や基質ペプチドとの解離定数ＫD 
を BIACORE200 を用いた表面プラズモン共鳴
(SPR)の測定により求めた。 
 
４．研究成果 
(1)非リン酸化体の新規構造の決定 
Mg2+非存在下での非リン酸化体 MEK1 と
ATP-S との複合体の構造を決定した(C2221, 
a=47.9, b=96.4, c=138.8Å，R=0.198)。本
結晶構造で見出された活性化ループのコン
フォメーションは，これまでに報告された
ものとは大きく異なり，溶媒側に大きく張
り出していた。さらに，活性に関与する
C-helixおよびDFG-motifは共にout構造
をとっており，特に DFG-out 構造は MEK1
では初めての報告となった。賦活残基であ
る S218 は新たに E114 と水素結合を形成し
ており，本構造では S218 はリン酸化され難
いと考えられた。これまで報告された構造
と併せて，MEK1 は 3種類の構造が平衡状態
で存在しているというモデルを提唱した。



このモデルでは，不活性体 A(DFG-out, 
αC-out),不活性体 B(DFG-in, αC-out)，
活性体(DFG-in,αC-in)の 3 構造が平衡に
存在しており，Mg2+イオンや ATP，さらには
基質(ERK)との結合によりAからBを経て活
性体の Cに構造変化すると考えるものであ
る。さらに，Mg2+イオンを介さない ATP-S
の結合様式は新規なものであり，本構造に
基づいた新たな阻害剤の分子設計に興味深
い知見を与えた。また，これまでに Mg2+イ
オン非存在下では ATP-S は MEK1 に結合し
ないと報告されていたが，我々の SPR によ
る評価では，解離定数は 5.8μMとなり，十
分な結合能を持つことが示された。 
 
(2)疑似活性変異体の構造決定 
疑似活性変異体 MEK1Δ38(S218D/S222D)の構
造を決定した (P22121, a=91.2, b=132.2, 
c=132.8Å，R=0.239)。本結晶の非対称単位
内にMEK1が4分子(A,B,C,Dとして識別)存在
していた。いずれも AMP-PNP が ATP 結合部位
に結合していたが，A と B 分子には Mg2+イオ
ンが結合していたのに対して C,D 分子には
Mg2+イオンは見出されなかった。この相違
に対応するように，A分子(B 分子も同一の
コンフォメーション)と C 分子(D 分子も同
一のコンフォメーション)のコンフォメー
ションには幾つかの相違が見出された。特
に興味深いのは，先の構造結果と同様に，
Mg2+イオンが結合していない分子では
DFG-out 構造を，Mg2+イオンの存在する分子
では DFG−in 構造を取っていたことである。
これらの結果は，Mg2+イオンが DFG-motif
のコンフォメーションに重要な役割を担っ
ていることを強く示唆している。ただし，
本 MEK1 は活性を持つものであり，それにも
関わらず Mg2+イオン非結合構造が見出され
た要因は不明である。一方， DFG-in 構造
をもつ分子においては活性化ループの構造
の電子密度が不明確になっており，ループ
構造の柔軟性が増加したように考えられた。
この構造変化は，基質キナーゼ(ERK)との結
合を有利にする効果を生み出し，さらに基
質結合によって aC-helix の in 構造が安定
化する，という活性化機構が存在すること
を示唆しているものと考えられ，先の我々
のモデルを支持するものである。 
 
(3)疑似活性抑制変異体の構造決定 
疑似活性抑制変異体 MEK1Δ38(S212D/S218D/ 
S222D) の 構 造 を 決 定 し た (P21, a=60.1, 
b=129.9, c=89.8Å，b=101.0°，R=0.212)。 
なお，S212 のリン酸化は下流の ERK からの活
性抑制機能によるものであり，その際，MEK
の活性化残基はリン酸化されていても良い
と考えられている。本結晶では，同一のコン
フォメーションを有する 4 分子の MEK1 が非
対称単位内に存在し，それぞれ活性化ループ
を主な界面としたホモダイマーを形成して
いた。ただし，ダイマー間の接触面積は大き

くはなく，結晶構造固有のものであると考え
られた。このことは，本変異体の精製時に用
いたゲルろ過クロマトグラフィーからも支
持される。ATP 結合部位には ADP の存在が見
出 さ れ た 。 こ れ ま で に 報 告 さ れ た
DFG-in,C-out構造をもつMEK1ではMg2+イオ
ンを介して ADP が ATP 結合部位に入り込ん
でいたが，本構造では Mg2+イオンの存在無
しで Mg2+イオンを介することなく ADP が奥
深くに入り込んでいた。S212 を Dに変異さ
せた本構造での D212 は従来の S212 の位置
とは大きく異なっていた。それより先の電
子密度が不明瞭であり活性化ループのコン
フォメーションを決定することが出来なか
ったが，D212 の位置の相違は活性化ループ
が大きくコンフォメーションを変えている
ことを示唆しているものであり，その結果， 
S212 のリン酸化は ATP の結合を不利にし，
下流キナーゼのリン酸化反応が抑制される
ものと考えられた。 
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