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研究成果の概要（和文）：in vivoキナーゼ・基質ペア予測のため、HeLa 細胞抽出物を試料とし

た in vitro キナーゼ反応計測を行った。その結果、175,574 個のキナーゼ－基質ペアを同定

し、303種のキナーゼに対する、のべ 1,525 種のリン酸化モチーフを抽出することに成功した。

これらの情報をもとにして、リン酸化プロテオミクス測定結果から細胞内における変動の責任

キナーゼを予測するための 2 種類のツールを開発した。 

 
研究成果の概要（英文）：We profiled recombinant human kinases by using in vitro kinase 
assay combined with quantitative phosphoproteomics approaches. As a result, 175,574 
kinase-substrate relationships were obtained from the in vitro assay using HeLa cell 
lysate as the substrate source. Based on the kinase-substrate combination data, we 
successfully extracted a total of 1,525 phosphorylation motifs targeted by 303 kinases 
and classified the kinases to generate a novel phylogenic ‘kinome’ tree based on in 
vitro substrates instead of the traditional tree based on the sequence homology of kinase 
domain. Finally, two approaches based on in vitro substrates and phosphorylation motifs 
were developed to predict kinases which are activated or inactivated by particular 
stimuli.  
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質の可逆的リン酸化反応は細胞

機能調節に不可欠であり、細胞内シグナル伝
達ネットワークを形成する主要な因子であ
る。プロテインキナーゼはヒトでは約 500 種
が知られ、ファミリーごとに分類されている。

疾病との関わりは深く、癌治療における分子
標的薬のほとんどはキナーゼを標的とした
阻害剤であり、抗癌剤を用いた治療法に大き
な変化をもたらしている。一方で、これらの
薬剤の標的が単一であることはまれで、その
作用機序は完全には明らかにされていない。
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これは、細胞内シグナル伝達ネットワークが
非常に複雑であるからであり、このシステム
を理解するには、個々の構成分子を一つひと
つ調べていくのではなく、ネットワーク全体
を一度に俯瞰できる方法が必須で、リン酸化
プロテオミクスはまさにこれに適した方法
である。しかし、このような HAMMOC 法を用
いても、キナーゼとその基質の対応付け(ペ
アリング)をすることは困難であり、既知の
シグナルパスウェイ以外のネットワーク解
析を行う上で障害となっていた。爆発的に増
えていくキナーゼ基質に対して、キナーゼに
対応付けするための情報が圧倒的に不足し
ていた。 
 

２．研究の目的 
本研究ではタンパク質のリン酸化部位に

対応するキナーゼを予測するツールを開発
することを最終目的とし、リン酸化プロテオ
ミクスプラットフォームの高性能化、細胞内
リン酸化情報の徹底収集および 大規模 in 
vitro キナーゼ反応解析によるモチーフおよ
び in vitro 基質情報の収集を行うことを目
標とした。 
 
３．研究の方法 
本研究は、(1) リン酸化プロテオミクスプ

ラットフォームの高性能化、(2) 細胞内リン
酸化情報の収集、(3) in vitroキナーゼ反応
による基質情報の収集とモチーフ抽出、およ
び(4) キナーゼ-基質ペアリング予測ツール
の開発で構成される。 
 

(1)においては、独自に開発した HAMMOC法を
中心にしてリン酸化プロテオミクス解析技
術を高性能化する。具体的には、超高分離能
を有するメートル長のシリカモノリスカラ
ムを用いて、LC-MS におけるピーク分離を最
大化した。また微量試料に対応するため、試
料調製ステップを見直し、プロトコールを最
適化した。さらに、定量のための安定同位体
タグ導入ステップをプロトコールに採用し、
定量的リン酸化プロテオミクスの確立を行
った。 
 
(2)においては、上記のリン酸化プロテオミ
クス計測プラットフォームを用いて、HeLa細
胞や様々なヒト細胞株を中心にして、分子標
的薬を中心とした様々な摂動をあたえ、その
細胞内におけるリン酸化情報を収集した。 
 
(3)においてはリコンビナントキナーゼと細
胞抽出タンパク質試料を in vitro で反応さ
せるためのワークフローの確立を行い、反応
生成物のリン酸化プロテオミクスによる定
量を行った。 

 
(4)については、まず、上記(1)－(3)で得ら
れた情報に加え、文献や公共 URLから入手可
能な情報を集積した。次に既知刺激に対する
リン酸化変動データを参照データとして取
得した。最後に様々な計算科学的手法を用い
て、in vivo キナーゼ－基質ペアを予測し、
参照変動データから既知キナーゼの活性化
が予測できるかどうかを検証した。 
 

４．研究成果 
(1) リン酸化プロテオミクスプラットフォ
ームの高性能化 
LC-MS 測定系にメートル長シリカモノリス

カラムを用い、前分画なしで高効率にリン酸
化ペプチドを同定・定量できる系を確立した。
0.125 mg の HeLa 細胞抽出タンパク質試料か
ら従来法では 3,231リン酸化ペプチドが同定
されたのに対し、モノリスカラムを用いた系
では約 3倍の 9,601ペプチドが一回の測定で
同定できた。次に、高感度化システムを開発
すべくプロトコールを最適化した結果、
0.001 mgの HeLa細胞抽出タンパク質（10,000
個の細胞に相当）から 1,000 リン酸化ペプチ
ドを同定できるシステムの確立に成功した。
さらに、アミノ基のジメチル化反応を利用し、
リジンおよび N末端アミノ基に安定同位体を
導入するプロトコールを確立し、チタニア
HAMMOC を用いたリン酸化ペプチド濃縮に適
用可能であることを確認した。 
 

(2) 細胞内リン酸化情報の収集 

上記測定プラットフォームの高性能化と
並行して、様々な条件下で HeLa 細胞を中心
に細胞内リン酸化情報を収集した。研究開始
時には、8,131 ヒトリン酸化タンパク質上に
33,335リン酸化部位を確認していたが、上記
測定プラットフォームの高性能化により効
率的な測定が可能となり、最終的に 14,271
リン酸化タンパク質上の 90,596 リン酸化部
位を同定するにいたった。本同定数は現在
様々なウェブサイトで公開されているリン
酸化情報と比較しても世界最大であり、本法
の有用性を改めて示すものとなった。最新の
UniProt に収載されている情報との比較を図
1 に示す。タンパク質レベルで UniProt との
重複は約 50%であり、約 8,000 リン酸化タン
パク質は HAMMOC 法のみで同定されたもので
あった。また、これらの結果より、ヒトタン
パク質の７割以上がリン酸化修飾を受けて
いることが判明した。リン酸化部位数は１０
万種を超えており、1 つのキナーゼあたり平
均 200以上のリン酸化部位を修飾しているこ
とがわかった。 



 

 

 
(3) in vitro キナーゼ反応による基質情報の
収集とモチーフ抽出 
385 種のリコンビナントキナーゼを用い、

HeLa 細胞抽出物を試料としてキナーゼ反応
を行い、キナーゼ反応を行わなかった試料を
参照にした定量的リン酸化プロテオーム解
析により基質となったリン酸化ペプチドを
同定・定量した。その結果、175,574 個のキ
ナーゼ－基質ペアが観測され、一義的に決定
できたリン酸化部位は 29,837個であった（図
2）。細胞内リン酸化情報との重複を調べた結
果、9,732 個(33%)のリン酸化部位が細胞内で
も観測されていることがわかった。 

 
基質ペプチドを用いて各キナーゼに対しモ

チーフ抽出を行った結果、303 種のキナーゼ
に対する、のべ 1,525 種のリン酸化モチーフ
を抽出することに成功した。これは既知モチ
ーフ数の約 10 倍に相当するものであり、世
界最大規模の情報を獲得できた。さらに基質
ペプチドを元にキナーゼをクラスター解析
したところ、キナーゼドメイン配列に基づく
グルーピングと相同性の高いクラスターが
形成されることを見出した。 
 

(4) キナーゼ-基質ペアリング予測ツールの
開発 
今回得られた３つの情報（細胞内リン酸化

情報、 in vitro 基質情報、キナーゼのリン
酸化モチーフ情報）に基づき、in vivo キナ
ーゼ－基質ペアを予測し、リン酸化プロテオ
ミクスによる細胞内のリン酸化変動データ
を用いて、その責任キナーゼおよび変動パス
ウェイを予測するツールの開発を試みた。

EGF刺激した Panc-1細胞におけるリン酸化変
動を定量的リン酸化プロテオミクスを用い
て測定し、EGFRパスウェイを構成するキナー
ゼが変動の責任キナーゼとして同定できる
かどうかを検証した。方法としては、①リン
酸化モチーフ、細胞内リン酸化情報およびタ
ンパク質相互作用マップを用いる方法、およ
び②それぞれの in vitro 基質のキナーゼ選
択性に基づいた重み付けを行い、責任キナー
ゼを推定する方法を検討した。前者の方法に
よる結果の一部を図 3 に示す。その結果、２
つの方法いずれについても EGFR パスウェイ
の活性化および EGFR パスウェイキナーゼの
活性化を予測することに成功した。 
 

 

以上、「in vivo キナーゼ・基質ペア予測」

を目標として、in vitroキナーゼ反応を中心

とした様々な検討を行った。その結果、高性

能リン酸化プロテオミクスプラットフォー

ムの確立、世界最大規模の細胞内リン酸化情

報の収集および世界最大規模のキナーゼリ

ン酸化モチーフの同定等に成功した。これら

の成果に基づき、キナーゼ基質の変動情報か

らその責任キナーゼを予測するツールを開

発することに成功し、研究目標を達成するこ

とができた。本法はシグナル伝達研究におけ

る有用な研究ツールとなることが期待され

る。 
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