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研究成果の概要（和文）：本研究は、キナーゼ特異的に進行する多重リン酸化サイトの相互依存性を系統的に解
析する実験系を構築することを目的としている。技術的には、ASキナーゼを用いた新規ATPアナログの機能評価
には至らず、課題が残った。一方、CaMKIIについては、新しい多重リン酸化サイトやその機能評価を行い、これ
までよく理解されていた時間スケールよりも、より長い時間スケールで活性促進・抑制の双方に制御されている
可能性を提示することができた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to establish an experimental system to 
systematically analyze the interdependence of multiple phosphorylation sites that proceed in a 
kinase-specific manner. Technically, we were unable to evaluate the function of the novel ATP 
analogues using AS kinase, which remains a challenge. On the other hand, for CaMKII, we evaluated 
the new multiple phosphorylation sites and their functions, presenting the possibility that the 
kinase is regulated by both activity promotion and repression at longer time scales than previously 
well understood.

研究分野： 生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
質量分析を始めとした網羅的手法によって、特定の基質にリン酸化サイトが多数見出されている現状を鑑み、本
研究では細胞内で特定の基質の多重リン酸化の相互依存性すなわち「経路」を明らかにする試みを通して、タン
パク質内の複数のリン酸化サイトが織りなす経路選択問題（routing）を扱う視点を提示した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 基質タンパク質の多数の残基がリン酸化修飾されるとき（多重リン酸化）、この修飾カスケー
ドは多彩な情報処理能を発揮することがある。とりわけ、CKI, MAPKK, Plk, GSK-3,などに見出
される「リン酸化された基質依存的に異なるサイトをリン酸化する様式（ordered/hierarchical 
phosphorylation）」は、特定の基質局所に多重リン酸化を効率誘導することができ、その反応機構
のモデル化や動態解析が盛んに研究されている（Ferrell and Ha, Trends Biochem. Sci. 2014）。研究
代表者らは、このような様式での多重リン酸化が、非線形な生化学応答の源泉となり自律振動子
や自律空間パターンを形成できることを理論的に示し（Cell Rep. 2012:  Cell Rep. 2017）、また概
日時計の周期長を決定する多重リン酸化サイトを同定してきた（Mol. Cell, 2017: Cold Spring Harb. 
Perspect. Biol. 2017）。 
さらに近年、ある酵素が、基質の複数領域に多重リン酸化修飾を誘導する例も見出されてきて

いる（図 1A）。例えば、哺乳類概日時計に関わる CKIδ/ε キナーゼは基質 PER2 タンパク質の異
なる 2 つの領域に多重リン酸化をもたらし、これらの領域のどちらが主に多重リン酸化される
かによって、概日時計周期長が双方性に制御されることが示唆されている（Zhou et al., Mol. Cell 
2015）。このように、特定の基質に多重リン酸化が誘導される場合、注目すべきはリン酸化の数
のみではなく、多重リン酸化の進行過程と、
とり得る経路である（これをリン酸化経路
制御： Phosphorylation routing と呼ぶことに
する）。例えば、多重リン酸化における特定
の順序の有無（図 1B）に加えて、途中で分
岐する場合（図 1C）、あるいはどちらかの経
路が優勢となる場合などがあるだろう（図
1D）。多重リン酸化サイトを有する酵素基質
ペアには、何種類のリン酸化経路があり、ど
のようにその経路選択が行われるのか？こ
れまで主に細胞内の酵素基質カスケードに
対して考えられてきたシグナル伝達経路選
択の問題を、基質内の多重リン酸化サイト
経路に敷衍する必要がある。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では特定の基質内における多重リン酸化の経路制御を明らかにする汎用的な実
験手法を開発すると共に、モデルキナーゼを用いて実際に多重リン酸化経路を描出することを
試みる。このためには多重リン酸化サイトの相互依存関係を明らかにするために、あるキナーゼ
によって、ランダムにリン酸化されるサイトと特定のリン酸化状態に依存して修飾されるリン
酸化サイトを、ステップバイステップに基質全長にわたって決定する測定スキームが必要であ
る。またリン酸化経路アッセイは、細胞内に近い環境で基質の全長タンパク質を用いて行う必要
がある。なぜなら、多重リン酸化は天然変性領域等の柔軟性の高いタンパク質領域の制御にしば
しば重要であり（Wright and Dyson, Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2015）、こういった領域は、タンパク
質全体の電荷状態や周辺環境によってその構造が大きく変化するためである（これに対応して
タンパク質精製が困難であることもしばしばある）。そこで、複数の自己リン酸化を介して活性
制御を受け（Baucum et al., ACS Chem. Neurosci. 2015）、未知の多重リン酸化制御の存在が予想さ
れる CaMKIIα/β に特に着目してリン酸化経路の描出を試みた。また、多重リン酸化経路を描出
する汎用的なツールとしてアナログ感受性（Analog sensitive: AS）キナーゼと新規 ATP アナログ
基質の組み合わせを利用し、細胞内に近い夾雑リン酸化酵素の存在下でも、どのリン酸化サイト
がどのキナーゼによってリン酸化されたのかを正確に判定する手法の開発を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) AS キナーゼの作製 
本研究ではモデルキナーゼとして CaMKIIα/β および、多重リン酸化をうける基質が分かって

いる CKIδ/ε を用いる。CaMKIIα/β はシナプス機能制御に深く関与する既知の複数の自己リン酸
化サイトに加えて、近年多数の自己リン酸化サイトが同定されている（Baucum et al., ACS Chem. 
Neurosci. 2015）。CKIδ/εは PER や CRY、および CKIδ/ε自身の C 末端領域を多重リン酸化し概日
時計制御を行うが、そのリン酸化経路は十分に明らかでない。AS キナーゼは ATP のアデニン側
認識側鎖の 1 アミノ酸を変異させ、アデニン側の構造認識に自由度をもたせたものである。文献
情報（Lopez et al., Methods Enzymol. 2014）から CKIδ/εおよび CaMKIIα/βの AS キナーゼを作成
する。 
 
(2) 新規細胞透過性 ATP アナログ基質の作製 

AS キナーゼは通常のキナーゼが触媒出来ない ATP アナログを用いてリン酸化を触媒するこ
とができる。また、キナーゼは ATP の γ 位のリン酸基に厳密な特異性を持たない一方で、リン
酸化認識ドメインは一般的に転移された γ位のリン酸基を認識する。そこで、アデニン側構造と
γ位のリン酸を改変した ATP アナログ分子を設計し、細胞透過性の AS キナーゼ基質の作製を試



みる。これにより、細胞内環境でも特定のキナーゼによって、どのリン酸化サイトが修飾された
のかを同定することができると期待される。 

 
(3) リン酸化経路の描出 
特定のキナーゼによって触媒されたリン酸化サイトを検出し、さらに、同定されたリン酸化サ

イトは、疑似リン酸化変異（Asp）や疑似非リン酸化変異（Ala）を系統的に１サイトずつ導入す
ることで（疑似）リン酸化状態を固定化し、これを基質として再び特定のキナーゼによってリン
酸化されるサイトを同定する。細胞内環境でこのサイクルを繰り返し行うことで、多重リン酸化
サイトのリン酸化経路を描出する。 
 
４．研究成果 
(1) AS キナーゼの作製 
モデルキナーゼとして用いる CKIδ/εと CaMKIIα/βについて、予
定通り、AS 変異キナーゼを作製した。培養細胞内で基質リン酸
化もしくは、自己リン酸化を指標として、既知の AS キナーゼ特
異的阻害剤の効果を調べた。その結果、AS キナーゼによるリン
酸化は、特異的阻害剤で抑制されることを確認した（図 2）。 
 
(2) 細胞透過性 ATP アナログ基質の作製 
細胞透過性の ATP アナログ基質デザインにあたって、まず、

細胞透過性を議論せず、基質認識についてのみ評価することを試
みた。そこで、CaMKII について細胞抽出液を用いたリン酸化活性
測定系を立ち上げた。CaMKII を哺乳類培養細胞に発現され、この
細胞から高濃度の細胞抽出液を調整することで、Ca2+/Calmodulin
依存的な基質リン酸化と、CaMKII タンパク質の多重（自己）リン
酸化が生じることを確認した（図 3）。 
 この系を用いて、AS キナーゼに対する特異的阻害剤や特異的基
質の効果を調べた。しかしながら、CaMKII について細胞抽出液系
では特異的阻害剤によるキナーゼ阻害の効果が十分に観察されな
かった。細胞抽出液系では Ca2+/Calmodulin が十分に供給され、リ
ン酸化活性が強く惹起されており、ATP と競合する作用機序の特
異的阻害剤が十分に作用しなかった可能性がある。実際に培養細
胞内においても、Calmodulin を共発現し、CaMKII のリン酸化活性
をより強く惹起した際には特異的阻害剤の効果があまり得られな
かった。 
 また、AS キナーゼの特異的基質を使用したが、やはり特異的基
質によるリン酸化アナログの転位産物は質量分析によって観察す
ることはできなかった。AS キナーゼを作成する際に導入する 1 ア
ミノ酸変異の種類を複数試みたが、やはり特異的阻害剤によるキ
ナーゼ阻害活性は、細胞抽出液系では検出されなかった。さらに、
反応液中の ATP 濃度を含め、AS 変異キナーゼに ATP アナログが高効率に基質認識される条件
を探索したが、既知の ATP アナログが ATP による通常のリン酸化反応に十分に影響を与える条
件を見つけることはできなかった。従って、新規 ATP アナログの機能評価には至らず、課題が
残った。 
 
(3) リン酸化経路の描出と in vivo への実験系の応用 
上述のように、AS キナーゼ特異的な ATP アナログの使用条件を得ることは困難であったが、

並行してリン酸化変異体シリーズを用いて、特に CaMKIIα/β の多重自己リン酸化経路の描出に
着手した。まず、CaMKIIα/βの活性化に伴う構造変化を惹起すると考えられる変異、リン酸化活
性に影響を与えると考えられる変異、およびリン酸化ペプチド定量質量分析を組み合わせるこ
とで、新規のリン酸化サイトを複数見出した。さらに、リン酸化サイトのうち、新規の自己リン
酸化サイトや、これまで自己リン酸化サイトと想定されていたが、実際は構造変化に伴って異な
るリン酸化酵素によってリン酸化修飾を受けると考えられるサイトを見出した。 
さらに CaMKII の複数の自己リン酸化サイト（新規リン酸化サイトを含む）について、これら

サイトが CaMKII を活性化させた際に、どのような時系列でリン酸化されるのかを調べた。ま
た、これらサイトに疑似リン酸化変異を導入した時に CaMKII の活性がどのように変化するのか
を、上述した細胞抽出液系を用いて測定した。その結果、CaMKII の活性制御に重要であること
が良く知られている既知のリン酸化サイト群と比較して、遅れてリン酸化レベルが上昇するリ
ン酸化サイトがあること、およびこの遅れて上昇するリン酸化サイトの中には、CaMKII 活性を
上昇させるものも、抑制するものも含まれることが明らかになった。 
すなわち、CaMKII の活性は、多重リン酸化を介して、これまでよく理解されいた時間スケー

ルよりもより長い時間スケールで活性促進・抑制の双方に制御されている可能性を提示するこ
とができた。 
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