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研究成果の概要（和文）：研究代表者はフォスタグに蛍光分子を標識した蛍光フォスタグを合成し，この蛍光フ
ォスタグをゲル染色剤として用いることで，細菌由来のヒスチジンリン酸化タンパク質のリン酸化プロファイリ
ングに成功した。さらに，フォスタグ蛍光ゲル染色剤の１つであるPhos-tag Aquaを用いてブロット膜上のリン
酸化タンパク質の検出を試みた結果，ブロット膜上にドットブロットされた細菌由来のヒスチジンキナーゼを選
択的に視覚化する方法を開発することに成功した。Phos-tag Aquaを用いたドットブロット染色法は，細菌由来
のヒスチジンキナーゼアッセイや細菌のキナーゼ阻害剤の評価に有用であることが実証された。

研究成果の概要（英文）：The principal investigator newly synthesized several fluorophore-labeled 
Phos-tag derivatives and succeeded in phosphorylation profiling of histidine-phosphorylated proteins
 (histidine kinases) derived from bacteria by using the fluorophore-labeled Phos-tag derivatives as 
gel stains after SDS-PAGE analysis. This novel Phos-tag dye technology is suitable for the 
quantitative monitoring of histidine- and aspartate-phosphorylated proteins in bacterial signaling 
systems, and it can be applied directly on SDS-PAGE gels. Furthermore, as a result of attempting to 
detect phosphorylated proteins on the blot membrane using Phos-tag Aqua, which is one of the 
Phos-tag fluorescent gel stains, bacterial histidine kinases dot-blotted on the membrane were 
selectively visualized. This simple dot-blotting method using Phos-tag Aqua developed in this study 
has been demonstrated to be useful for high-throughput histidine kinase assays and high-throughput 
screening of bacterial histidine kinase inhibitors.

研究分野：人間栄養学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
感染症治療薬について，病原菌特有のヒスチジンキナーゼ阻害薬が，次世代の抗生物質として注目されつつあ
る。しかし，病原菌のヒスチジンキナーゼは化学的に不安定で短寿命なリン酸化タンパク質を生成する性質があ
り，阻害薬としての候補化合物を検証する方法が限られていた。本研究では，そのような不安定なリン酸化タン
パク質を高感度に定量分析するための蛍光標識型分子デバイスを創出し，それを応用することで，病原菌特有の
ヒスチジンキナーゼ阻害薬を探索すべく多検体処理能力に秀でた高速スクリーニングシステム開発の可能性を証
明できたことはとても意義深い。本手法が今後のこの分野におけるブレイクスルーになることを期待する。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年，細菌に特有の２成分情報伝達分子であるヒスチジンキナーゼを標的とした抗菌薬の探索が国内外で進め
られている。ヒスチジンのリン酸化を介して生理活性を担うこの分子は，ヒスチジンのリン酸結合の脆弱性の
ために分析法が限られていた（32P 標識法のみ）。研究代表者らは，独自に開発したリン酸基捕捉分子，フォス
タグを用いたヒスチジンキナーゼのリン酸化定量電気泳動法（Non-RI 法）を考案しており，本法はキナーゼ阻
害剤のプロファイリングにも有用である。また，ヒスチジンキナーゼ阻害剤として有能な低分子化合物
（walkmycin，signermycin，waldiomycin 等）も幾つか見出している。そこで本研究では，それらを基盤とする
ことで，薬理面や安全面でさらに優れた抗菌薬をいち早く創成できるような，ハイスループット性を加味した
新たなヒスチジンキナーゼアッセイ法を創出する。 
 
２．研究の目的 
(1) コントロールとなる阻害プロファイルの作成 
既知のヒスチジンキナーゼ阻害剤の阻害プロファイルを，フォスタグ電気泳動法によって作成する。まず標的
とするのは，大腸菌のヒスチジンキナーゼ EnvZ である。EnvZ は多くのヒスチジンキナーゼに共通するドメ
インのみからなる単純で理想的なサンプルであり，フォスタグ電気泳動法で自己リン酸化の動態を解析した実
績もある。既知の阻害剤（waldiomycin 等）と遺伝子組換え EnvZ を用いて，in vitro キナーゼアッセイを行うこ
とで，阻害プロファイルを作成し，以降の実験系の検証のコントロールとする。 
 
(2) 抗リン酸化ヒスチジン抗体を使った化学発光によるリン酸化ヒスチジンキナーゼの検出 
電気泳動法よりもスループット性を著しく向上させるため，当初は，ビオチン化フォスタグを使った PVDF 膜
上のリン酸化タンパク質検出を試みる予定であった。本法は，チロシン・セリン・スレオニンリン酸化タンパ
ク質の検出については十分な実績があったが，ヒスチジンリン酸化タンパク質の検出には不向きであることが
わかった。そこで，その代替として，市販の抗リン酸化ヒスチジン抗体を用いた。電気泳動では１枚のゲルで 
20 検体ほどしか検査できないが，PVDF 膜にキナーゼアッセイ反応液をブロットする方法であれば，ドット
ブロッターを用いて 96~384 検体を一度に検査できる。化学発光法は一般的に高感度で，検査に使用する EnvZ
と，阻害剤ライブラリーにラインナップされた貴重な低分子化合物群の使用量を抑えることが期待できる。一
方，IC50 値算出のために必要な定量性を確保できるかどうかが課題となる。これについては，(1) において作
成したコントロールの阻害プロファイルと比較しながら，定量的な阻害プロファイルを作成できる条件を設定
する。 
 
(3) 蛍光フォスタグを使った PVDF 膜上のリン酸化ヒスチジンキナーゼの検出 
(2) で述べた検出法では，抗リン酸化ヒスチジン抗体のプロービングや複数回の洗浄，化学発光基質との反応
等で，時間がかかり，やや面倒である。それを解決するため，定量性に優れた高感度な蛍光分子を標識したフ
ォスタグ誘導体を用いた検出法を試みる。この場合，プロービング直後にイメージアナライザーによる検出を
行うだけであり，大幅な時間短縮が図れる。ただ，蛍光フォスタグはゲル染色剤として当時開発中の段階であ
り，PVDF 膜上で検出できるようにするには，改めて蛍光分子の選定を行う，プロービング条件を検討する等
の課題に挑む必要がある。蛍光フォスタグを使った PVDF 膜上のリン酸化ヒスチジンキナーゼの検出が可能と
なれば，ハイスループット系の確立も十分に期待できる。 
 
３．研究の方法 
(1) 実験材料 
Phos-tag Aqua と PVDF 膜は富士フイルム和光純薬工業株式会社より，BSA，カルボニックアンヒドラーゼ，β-
ガラクトシダーゼ，α-カゼイン，β-カゼイン，卵白アルブミン，ペプシン，アルカリフォスファターゼ，ATP， 
アセチルリン酸は SIGMA より，ABL キナーゼは Merck Milllipore より購入した。GST-Abltide，EnvZ，ArcA の
タンパク質は以前の論文に従って調整した 1,2)。 
 
(2) ドットブロット 
PVDF 膜をメタノールに浸した後 TBS に浸し，親水化処理をした。タンパク質溶液，またはキナーゼ反応溶液
2 µL を，ピペットマンを用いて PVDF 膜にドットブロットした。PVDF 膜を完全に乾燥させてからメタノール
に浸し，メタノールを 50%含む TBS-T に浸し 1時間振とうした。そしてプラスチックバッグ の中で PVDF 膜
を Phos-tag Aqua溶液に浸し 1時間染色した。その後，PVDF 膜を，メタノールを 50%含む TBS-T で１分 洗浄
し，蛍光イメージスキャナ FLA-7000（Cytiva）を用いて蛍光（lEx = 551 nm; lEm = 564 nm）を検出した。 
 
(3) キナーゼ反応 
ABL キナーゼ反応は，20 mM MOPS (pH 7.2)，25 mM b-glycerol phosphate，1 mM sodium orthovanadate，1 mM 



DTT，15 mM MgCl2，0 あるいは 1 mM ATP，0.2 µg ABL，2 µg GST-Abltide を含む 10 µL の溶液中で 30 °C で
30 分行った。EnvZ の自己リン酸化反応は 50 mM Tris–HCl (pH 8.0)，25 mM KCl，5.0 mM MgCl2，10 mM DTT，
0 あるいは 10 mM ATP，2 µg EnvZ を含む 10 µL の溶液中 25 °C で 30 分行った。Arc A の自己リン酸化反応は
50 mM Tris–HCl (pH 8.0)，25 mM KCl，5.0 mM MgCl2，10 mM DTT，0 あるいは 100 mM アセチルリン酸，2 µg 
ArcA を含む 10 µL の溶液中 25 °C で 30 分行った。 
 
４．研究成果 
(1) リン酸化タンパク質ゲル染色法を利用したヒスチジンキナーゼ阻害剤のスクリーニング 3) 
フォスタグに蛍光分子を標識した蛍光フォスタグ
は，特に SDS-PAGE のゲル内のリン酸化タンパク
質の染色試薬として開発してきた。励起/蛍光波長
の違いにより，４種類の蛍光フォスタグ誘導体を
開発した（図１A）。一般的な CBB 染色や蛍光ゲ
ル染色法では，酢酸とメタノールを含む酸性溶液
中でタンパク質をゲルに固定する。一方，フォス
タグ蛍光ゲル染色では，中性溶液を全ての染色ス
テップで使用する。フォスタグ試薬を用いた蛍光
染色では，リン酸化にかかわらず非特異的に検出
されるタンパク質もあるが，ゲル染色操作の簡便
さから，タンパク質によっては非常に利用価値の
ある方法である。研究代表者らは，本試薬が大腸
菌のヒスチジンキナーゼである EnvZ，ArcB， 
EvgS のヒスチジンリン酸化型を選択的に染色す
ることを確認した。そして，これらのヒスチジン
キナーゼとヒスチジンキナーゼ阻害活性が見出さ
れている抗生物質の waldiomycin を使用して，本
蛍光染色試薬がヒスチジンキナーゼ阻害剤のスク
リーニングに適用できるかどうかを検討した。
waldiomycin は，薬剤耐性菌にも有効な新規で特異
的作用点を持つ抗菌薬のリード化合物として注目
されている。その作用機序は，ヒスチジンキナー
ゼの２量体化に必要な高度に保存された H Box と
いう領域に特異的に結合してヒスチジンキナーゼを阻害するというものである。 
EnvZ，ArcB，EvgS の in vitro 自己リン酸化反応に対し 0~1000 µM の 
waldiomycin を添加し，その反応液を SDS-PAGE で分離後，Phos-tag 
Cyan蛍光染色を行った（図１B）。リン酸化されたヒスチジンキナー
ゼのバンドの蛍光量は waldiomycin の濃度依存的に少なくなった。
デンシトメトリー解析の結果，IC50 は 20~30µM と決定された（図
1C）。本法は電気泳動法を基盤としているため，ハイスループットス
クリーニングには適さないが，非常に簡便なスクリーニング法とし
て利用できることが示された。 
 
(2) 抗リン酸化ヒスチジン抗体を利用したヒスチジンキナーゼ阻害
剤のスクリーニング 4) 

前述の電気泳動に続くゲル染色法よりもスループット性の高いドッ
トブロット法と抗 N3 リン酸化ヒスチジン抗体を組み合わせたヒス
チジンキナーゼ阻害剤スクリーニング法について述べる。まず，2015
年に初めて発売された抗 N3 リン酸化ヒスチジン抗体について，ヒ
スチジンキナーゼのリン酸化が特異的に検出できることを確認し
た。４種類のヒスチジンキナーゼ（EnvZ，WalK，ArcB，EvgS）の自
己リン酸化反応液 [ATP（+），ATP（–）] を Phos-tag SDS-PAGE で分
離し，抗 N3 リン酸化ヒスチジン抗体によるウェスタン解析を行っ
たところ，ATP（+）のレーンに見られるシフトアップしたリン酸化
型のバンドが特異的に検出された（図２A）。これらの反応液を電気
泳動で分離せずに，PVDF 膜にドットブロットし，抗 N3 リン酸化ヒ
スチジン抗体で検出した場合，WalK，ArcB，EvgS については ATP
（–）サンプルでも弱いシグナルが検出されたが，EnvZ については
ATP（+）のサンプルのシグナルのみが検出された（図２B）。次に，



EnvZ をサンプルとして，自己リン酸化反応に対する waldiomycin の阻害効果を，ドットブロットと抗 N3 リン
酸化ヒスチジン抗体を用いて調べた（図２C）。バンドの蛍光強度は waldiomycin の濃度依存的に弱くなり，デ
ンシトメトリー解析により IC50 が 15 µM と決定された。大量サンプルを扱えるドットブロッターや自動分注
機などを利用することにより，ドットブロット法は，96 や 384 フォーマットに拡大できるため，ハイスループ
ットスクリーニングへの応用も可能であると考えられた。 
 
(3) 蛍光 Phos-tag誘導体によるブロット膜上のリン酸化タンパク質の定量解析法の開発 5) 
① リン酸化タンパク質の特異的染色 
非リン酸化タンパク質として BSA，カルボニ
ックアンヒドラーゼ，β-ガラクトシダーゼ，
リン酸化タンパク質として α-カゼイン，β-カ
ゼイン，卵白アルブミン，ペプシンとそれぞ
れをアルカリフォスファターゼ処理したも
のを 2000~1ng の範囲でブロットし，Phos-tag 
Aqua で染色した（図３左）。その後，同じ膜
を CBB-R250 で染色した（図３右）。リン酸
化タンパク質の α-カゼイン，β-カゼイン，卵
白アルブミン，ペプシンが特異的に検出さ
れ，検出限界は，カゼインは 63ng，卵白アル
ブミンは 32ng，ペプシンは 16ngだった。同じ膜を CBB-R250 で染色し，全てのサンプルが正確にブロットさ
れていることを確認した（図３右）。この結果よりPVDF膜にドットブロットされたリン酸化タンパク質がPhos-
tag Aqua によって特異的に染色されることが示された。 
 
② ABL キナーゼ反応における基質のチロシンリン酸化検出 
チロシンキナーゼ ABL による基質タンパク
質 GST-Abltide の in vitro リン酸化反応を行
い，反応液をドットブロットし，Phos-tag 
Aqua で染色した（図４A）。反応液に ATP を
加えたサンプルのシグナルが強く検出され，
ATP を加えなかったものはシグナルが検出
されなかった。その後，同じ膜を CBB-R250
で染色し，両サンプルにタンパク質量の差が
ないことを確認した。この結果から Phos-tag 
Aqua染色によって基質のチロシンリン酸化を特異的に検出できることが示された。 
さらに，本法の応用として，ABL キナーゼに対するイマチニブの阻害プロファイリングを行った。リン酸化基
質のシグナルはイマチニブの濃度依存的に減少し，IC50は 14 µM と決定された（図４B） 
 
③ ヒスチジンとアスパラギン酸タンパク質のリン酸化検出 
ATP 存在下でヒスチジン残基が自己リン酸化される大腸菌タンパク
質 EnvZ，アセチルリン酸存在下でアスパラギン酸が自己リン酸化さ
れる大腸菌タンパク質 ArcA について，in vitro リン酸化反応を行い，
反応液をドットブロットし，Phos-tag Aqua で染色した（図５）。反応
液にアセチルリン酸を加えたサンプルのシグナルが強く検出され，ア
セチルリン酸を加えなかったものはシグナルが検出されなかった。そ
の後，同じ膜を CBB-R250 で染色し，両サンプルにタンパク質量の差
がないことを確認した。この結果から Phos-tag Aqua 染色によってヒ
スチジンやアスパラギン酸がリン酸化されたタンパク質を特異的に検出できることが示された。 
 
本研究では，蛍光ゲル染色剤として実用化された Phos-tag Aqua を用いて，PVDF 膜にドットブロットされたセ
リン，スレオニン，チロシン，ヒスチジン，アスパラギン酸残基などがリン酸化されたタンパク質を検出する
染色法を開発した。イマチニブの ABL 阻害プロファイリングではリン酸化タンパク質検出における定量性が
示された。また，中性条件下でリン酸化タンパク質を染色できる本手法では，酸性やアルカリ性で加水分解さ
れやすいヒスチジンやアスパラギン酸残基のリン酸化タンパク質の検出が可能であることを示した。このこと
は，近年，新しい抗生物質のターゲットとして注目されている細菌のヒスチジンキナーゼを阻害する薬剤のス
クリーニングに適用できる可能性があることを示唆している。また，本法は実験操作が簡便で，ブロットされ
た膜の染色操作は２時間半程度で完了する。ドットブロッターや自動分注機器を用いると，容易に 96 あるい
は 384 フォーマットの多検体スクリーニングに適用することも可能である。したがって，Phos-tag Aqua を用い
たドットブロット染色法は，キナーゼアッセイやキナーゼ阻害剤の評価に有用である。 
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