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研究成果の概要： 

 キナーゼ Cdk2 をコムギ胚芽無細胞タンパク質合成系を用いて大量調製する系を確立し、20

種類の安定同位体標識を作成後、各種２次元ＮＭＲの測定を行って HN シグナルの帰属を完了

した。次に、Cdk2 に基質アナログや阻害剤を作用させて、HN シグナルの変化や動的構造の

違いを調べたところ、これらの物質の作用によりＸ線結晶解析の結果からは得られていなかっ

た立体構造変化や運動性の変化が現れることがわかった。 
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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、タンパク質の構
造や機能を動的に変化させ、様々な生命現象
を制御している。タンパク質のリン酸化を行
う酵素であるキナーゼは、細胞内情報伝達、
細胞分裂・細胞周期、細胞の正と死の制御、
細胞極性制御、体内時計などの多岐にわたる
生命現象をコントロールしていることが明
らかになってきている。各種キナーゼは、他
のキナーゼや他の活性化タンパク質の結合
により自分自身が活性化されることにより
リン酸化され、立体構造や機能を動的に変化
させてシグナルを伝えていくと考えられて

いる。これまでに各種キナーゼの単独あるい
は複合体での立体構造が主にＸ線結晶解析
によって解析されてきており、非活性化型の
及び活性化型のキナーゼの立体構造の相違
など様々な知見が得られてきている。しかし、
Ｘ線結晶解析において得られる情報は、非活
性化型や活性化型それぞれの立体構造すな
わちスナップショットの情報であり、さまざ
まな調節タンパク質が結合したり、他のキナ
ーゼによってリン酸化されることによって
引き起こされるキナーゼの動的な立体構造
変化に関する情報はほとんど得られていな
い。我々の予備的な実験結果によると、Ｘ線
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結晶解析においてほぼ同一の立体構造が得
られている基質結合型と非結合型のキナー
ゼが、ＮＭＲ測定においてはかなり違うスペ
クトルを与えていることがわかっている。よ
って、溶液中のキナーゼの真の立体構造は、
結晶中における立体構造とは異なり、基質結
合や調節タンパク質の結合によって大きく
変化していることが予想されるが、そのよう
な立体構造変化を詳細に調べた例は報告さ
れていない。ＮＭＲによってキナーゼの主鎖
由来のシグナルを帰属を行うことで、キナー
ゼ分子内部の詳細な動的構造を解析したり、
調節タンパク質や基質の結合に伴う動的な
立体構造変化をモニターすることができる。
しかし、現在までにＮＭＲを用いて哺乳動物
のキナーゼのＮＭＲシグナルを完全に帰属
した例は報告されていない。唯一、プロテイ
ンキナーゼＡ（ＰＫＡ）について 50％程度の
残基の 1H-15N シグナルの帰属例が報告されて
いるだけである。一般的にキナーゼは活性サ
ブユニットだけで300残基以上の大きさを持
っており、従来のＮＭＲ解析方法では解析が
困難であった。また、タンパク質をＮＭＲ解
析するためには、高価な安定同位体標識を行
う必要が有り、組換大腸菌で調製できるタン
パク質に解析対象が限られていた。しかし、
一般的に哺乳動物由来のキナーゼは、大腸菌
で発現させると活性を持たないものが多く、
活性を持つとしても収量が著しく低いこと
が多い。以上の理由から、現在まで哺乳動物
由来のキナーゼがＮＭＲ解析の対象とされ
ていなかったと考えられる。 
 代表者らは、コムギ胚芽無細胞タンパク質
合成系を使い、ＮＭＲ解析が可能な安定同位
体標識タンパク質を合成し、実際にＮＭＲ解
析することに世界に先駆けて成功している。
また、20種類のアミノ酸を完全選択的に安定
同位体標識しＮＭＲシグナルを簡略化する
方法や、その方法をさらに発展させ、従来法
より低濃度の目的タンパク質を用いて、より
高分子量で不安定なタンパク質のＮＭＲシ
グナルを簡便に帰属する方法（ＭＡＧＩＣＡ
Ｌ 法 (Method for AssiGnment with 
Intelligent Combinatorial Amino acid 
Labeling)）をすでに開発している。申請者
は、これらの技術を用いて、未知の部分の多
いキナーゼの動的構造を明らかにするため
の研究基盤を構築することを計画した。 
 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、今まで困難であった各種
キナーゼのＮＭＲシグナルの帰属を解析可
能にする基盤を確立すること、及び帰属され
たＮＭＲシグナルをもとに、活性化や各種調
節タンパク質の結合にともなうキナーゼの
動的立体構造およびその変化、阻害剤などの
低分子リガンドの結合様式を迅速に解明す

るための技術基盤を構築することである。以
下に、具体的な目的を述べる。 

(1) Cyclin-dependent Kinase 2 (Ｃｄｋ２)を
キナーゼのモデルとし、コムギ胚芽無細胞タ
ンパク質合成系を駆使し、選択的に安定同位
体標識されたアミノ酸を系統的に組み合わ
せた標識方法を用いて、13C/15N で標識され
たキナーゼの多核多次元ＮＭＲシグナルの
帰属を可能とする技術基盤を確立する。 

(2) Ｃｄｋ２のＮＭＲシグナルが帰属された
ら、その情報を元に、動的構造情報が抽出可
能なＮＭＲ測定を行い、リン酸化による活性
化型および非活性化型のキナーゼの動的構
造を調べて比較し、その変化を明らかにする。
Ｘ線結晶解析から得られた静的な立体構造
とも比較することにより、キナーゼの機能発
現機構のより詳細な理解を目指す。 

(3) Ｃｄｋ２のＮＭＲシグナル帰属情報を元
に、動的構造情報が抽出可能なＮＭＲ測定を
行い、調節タンパク質の非結合状態および結
合状態でのＣｄｋ２の動的構造を調べて比
較し、その変化を明らかにする系を確立する。
Ｘ線結晶解析から得られた静的な立体構造
とも比較することにより、キナーゼの機能発
現機構のより詳細な理解を目指す。 

(4) Ｃｄｋ２のＮＭＲシグナル帰属情報を元
に、阻害剤などの低分子リガンドの存在の有
無においてＮＭＲシグナルの変化を解析す
ることで低分子リガンドの結合部位を同定
し、さらに低分子リガンド結合によるＣｄｋ
２自身の立体構造変化の有無を明らかにす
る。 

 

３．研究の方法 

(1) コムギ胚芽無細胞タンパク質合成系によ
るＣｄｋ２の発現系の確立 

 Ｃｄｋ２についてはすでに大腸菌による
発現系を確立し、15N による安定同位体標識
体の調製する系まではすでに確立している。
そこでＣｄｋ２をコムギ胚芽無細胞タンパ
ク質合成系を用いて大量調製のする系を確
立する。まず、ｍＲＮＡ調製のための鋳型Ｄ
ＮＡを作成する。コムギ胚芽無細胞タンパク
質合成系において、グルタチオンＳトランス
フェラーゼ、マルトース結合タンパク質、ポ
リヒスチジンタグなど各種融合タンパク質
として発現させる鋳型ＤＮＡを用い、まず少
量のスケールにおいて、コムギ胚芽無細胞タ
ンパク質合成系を用いて、実際にＣｄｋ２を
合成してみて、合成量および可溶性画分に来
るかどうかや活性の有無をチェックする。そ
して、Ｃｄｋ２の合成量が最大となるような
ｍＲＮＡの量や、反応ｐＨ、反応温度を選び
出し、ＮＭＲスケールでの大量合成が可能な
条件を確立する。 

(2) Ｃｄｋ２の物性評価 

 (1)において決定した合成条件を基に、コム



 

 

ギ胚芽無細胞タンパク質合成系を用いて、Ｃ
ｄｋ２の mg スケールでの発現および精製を
行う。精製したＣｄｋ２について、動的光散
乱装置を用いて物性の評価を行う。良いＮＭ
Ｒスペクトルを得ることが期待できる単分
散になるような条件を選び出す。物性に問題
があった場合には、領域を少しずつ変えた活
性ドメインを順次作成し、発現、精製を行い、
繰り返し動的光散乱による物性評価を行い、
単分散性が向上しているものを選び出す。 

(3) 安定同位体標識したＣｄｋ２の作成 

 Ｃｄｋ２について安定同位体標識を行う。
Ｃｄｋ２について、コムギ胚芽無細胞タンパ
ク質合成系を用い、15N/D 二重標識された 20

種類のアミノ酸を基質のアミノ酸として使
用することにより 15N/D での均一標識を行う。
コムギ胚芽無細胞タンパク質合成系を用い
て作成した 15N/D 二重標識Ｃｄｋ２について
は、融合タンパク質タグのアフィニティ精製、
イオン交換樹脂による精製、ゲル濾過樹脂に
よる精製等を経て純粋な標品を作成する。 

(4) Ｃｄｋ２のＮＭＲ測定条件の確立 

 (3)において作成した 15N/D 二重標識キナ
ー ゼ 活 性 ド メ イ ン に つ い て 1H-15N 

TROSY-HSQC の測定を行い、1H-15N のシグ
ナルが期待される残基数分現れるかどうか
を指標にして、ＮＭＲ測定条件の検討を行う。
バッファーの種類、pH、塩の有無とその種類、
界面活性剤の有無とその種類を検討するこ
とにより、良い 1H-15N TROSY-HSQC スペ
クトルが得られるような溶液条件を決定す
る。 

(5) 系統的な選択的アミノ酸標識を行ったキ
ナーゼ活性ドメインの調製 

 Ｃｄｋ２について、コムギ胚芽無細胞タン
パク質合系を用い、１種類のアミノ酸だけが
13C/15N/D で三重標識され、他のアミノ酸が
15N/D で二重標識されたものを合計 20 種類
作成する。必要に応じて、１種類のアミノ酸
だけが 15N/D で標識され、他のアミノ酸が D

で標識されたものも作成する。 

(6) シグナル帰属のための各種ＮＭＲ測定お
よび帰属 

 (5)において標識を行ったＣｄｋ２（20 種
類）について、HN(CA)、HN(CO)、H(N)CA、
H(NCO)CA などの各種２次元ＮＭＲの測定
を行う。各種測定で得られたシグナルをもと
に、アミノ酸配列と組み合わせることによっ
てＣｄｋ２の主鎖由来のＮＭＲシグナルの
帰属を行う。 

(7) Ｃｄｋ２の動的立体構造解析 

 ＮＭＲシグナルの帰属を行ったＣｄｋ２
について、15N/D 均一二重標識タンパク質を
調製し、縦緩和速度（T1）、横緩和速度（T2）、
1H-15N NOE 等の測定を行い、キナーゼの動
的立体構造について調べる。また、TROSY

測定をベースとした、残余双極子効果の測定

を行い、溶液中でのＣｄｋ２の立体構造ドメ
イン間の相対配置を決定し、溶液中でのＣｄ
ｋ２の立体構造ドメイン配置とＸ線で決定
されている結晶中でのＣｄｋ２の立体構造
ドメイン配置を比較する。 

(8) 非リン酸化型とリン酸化型におけるＣｄ
ｋ２の動的構造の比較 

 ＮＭＲシグナルの帰属を行ったＣｄｋ２
について、リン酸化型のタンパク質を作成し、
同様の方法を用いてＮＭＲシグナルの帰属
を行う。帰属ができたら、上記(2)と同様の測
定を行い、リン酸化型Ｃｄｋ２の動的な立体
構造を調べ非リン酸化型Ｃｄｋ２との比較
を行う。 

(9) キナーゼの調節タンパク質結合部位の同
定と動的立体構造変化の解析 

 15N/D 均一二重標識キナーゼを調製し、
1H-15N TROSY-HSQC の測定を行う。さらに
調節タンパク質存在下での二重標識キナー
ゼの 1H-15N TROSY-HSQC を測定し、帰属
した残基番号情報をもとにどの部位に相当
するシグナルが変化したかを調べることに
より、調節タンパク質の結合部位を同定する。
さらに、調節タンパク質存在下で、T1、T2、
1H-15N NOE 等の測定を行い、動的立体構造
変化を解析する。 

(10) 低分子リガンドの結合部位の同定と動
的立体構造変化の解析 

 15N/D 均一二重標識キナーゼを調製し、
1H-15N TROSY-HSQC の測定を行う。さらに
低分子リガンド存在下で二重標識キナーゼ
の 1H-15N TROSY-HSQC を測定し、上記と
同様の方法により、低分子リガンドの結合部
位を同定、および低分子リガンドの結合によ
る動的立体構造の変化を解析する。 

 

４．研究成果 
 キナーゼ Cdk2 をコムギ胚芽無細胞タンパ
ク質合成系を用いて大量調製する系を確立
した。mRNA の量や、反応の pH 、反応の
温度を最適化することにより、ＮＭＲ測定に
必要な十分量の Cdk2 を合成する条件を確立
できた。次に、得られた Cdk2 を、様々なバ
ッファーに溶解したのち、室温で数日間放置
し、沈殿が生じるかどうかを確認することで、 
Cdk2 を安定に保つことができる測定に最適
なバッファー条件を絞り込んだ。そして、
15N/D 二重標識された 20 種類のアミノ酸を
基質のアミノ酸として使用することにより
15N/D での均一標識体を作成し、上記で決定
したバッファー条件において良好な 1H-15N 

TROSY-HSQC スペクトルが観測できること
を確認した。このバッファー条件において、
Cdk2 の主鎖のアミド基由来のシグナルにつ
いて、プロリンを除く残基数の７割以上を観
測することができた。さらに、Cdk2 につい
て、コムギ胚芽無細胞タンパク質合系を用い、



 

 

１種類のアミノ酸だけが 13C/15N/D で三重標
識され、他のアミノ酸が 15N/D で二重標識さ
れたものを合計 20 種類作成した。この 20 種
類の標識体について、HN(CA), HN(CO), 

H(N)CA, H(NCO)CA, H(N)CO, H(NCA)CO

などの各種２次元ＮＭＲの測定を行った。こ
の測定データをもとにHNシグナルの帰属を
行い、観測可能であった 194 個の HN シグナ
ルのうち 176 残基分（91%）の HN シグナル
を帰属できた。次に、Cdk2 に基質アナログ
で あ る AMPPNP や 阻 害 剤 で あ る
Roscovitine を作用させて、HN シグナルの変
化を調べた。HN シグナルの変化を解析した
結果、Ｘ線結晶解析では、Apo 体と複合体で
ほとんど立体構造変化が見られなかったに
もかかわらず、ＮＭＲ解析の結果では、Apo

体と複合体でヒンジ領域周辺の立体構造が
変化していることがわかった。これは従来の
常識とは異なり、キナーゼは生体中において
は基質や阻害剤の結合により立体構造変化
を起こすことを示唆している。さらに、ＮＭ
Ｒの CPMG 法を用い、Apo 体と Roscovitine

複合体とでの動的構造の違いを調べた。する
と 、 Roscovitine 複 合 体 に お い て は
C-terminal lobe において運動性の変化が見
られ、阻害剤の結合により結合部位のみなら
ずキナーゼ全体の運動性が変化することが
示唆された。 
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