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研究成果の概要（和文）：　プロテインキナーゼ(PK)は、標的分子のヒドロキシル基(-OH基)をリン酸化修飾す
ることで、細胞機能の90%以上を司る。一般的に、セリン・スレオニンPKのみが２種類のアミノ酸残基の-OH基を
リン酸化するにも関わらず、なぜ２種類のアミノ酸を標的とするのかは全く不明なままであった。本研究におい
て、我々はDNAウイルスがコードするPK(以下、vPK)の特定部位のリン酸化により、vPKのセリンおよびスレオニ
ンのリン酸化効率(Ser/Thr選択性)が変化することを見出した。そして、この制御システムは、ウイルスの神経
病原性に重要であることも示唆された。

研究成果の概要（英文）： Protein kinases (PKs) regulate more than 90% of cellular functions by 
phosphorylating hydroxyl groups (-OH groups) of their target molecules. In general, serine-threonine
 PKs phosphorylate the -OH group of two different amino acid residues. However, why they target the 
two types of amino acids has remained completely unclear. In this study, we found serine-threonine 
kinase phosphoacceptor specificity is converted by phosphorylation of a specific site of DNA 
virus-encoded PK (hereafter referred to as vPK). We also showed that this regulatory system is 
important for the neurovirulence of the virus.

研究分野： ウイルス学

キーワード： ウイルスプロテインキナーゼ　Ser/Thr選択性　リン酸化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　一部の例外を除き、PKの中でセリン・スレオニンPKのみが２種類のアミノ酸残基の-OH基をリン酸化するとい
う知見は、ほぼ全ての生化学の教科書に記載されている基本原理であるにも関わらず、なぜ２種類のアミノ酸を
標的とするのかはこれまで全く不明なままであった。このような状況下、本研究は、2種類のアミノ酸を標的と
するセリン・スレオニンPKが、リン酸化によりSer/Thr選択性を変化させることで得られる生物学的意義をはじ
めて明らかとした研究であると考えられる。したがって、この生物学における基本原理の解明を試みた本研究
は、ウイルス学のみならず、多様な生物学研究に波及効果を発揮することが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

 
細胞機能の 90%以上を制御するプロテインキナーゼ(PK)は、基質の特定の標的アミノ酸をリン

酸化修飾する。PK は標的アミノ酸により、主にチロシン PK やセリン・スレオニン PK に分類さ
れ、一般的に、セリン・スレオニン PK のみが２種類のアミノ酸をリン酸化する。セリン・スレ
オニン PK の標的アミノ酸の選択性(Ser/Thr 選択性)に関しては、2014 年、イエール大学の Turk
教授らが、「(i) セリン・スレオニン PK は、セリンをリン酸化しやすいセリン選択型 PK、スレ
オニンをリン酸化しやすいスレオニン選択型 PK、セリンとスレオニンのリン酸化効率が同程度
の非選択型 PK に分類されること、(ii) これらの分類は PK の活性中心近傍のアミノ酸側鎖によ
って決定されること」を報告している。しかしながら、これらの Ser/Thr 選択性は、各 PK の固
有な性質(不可逆的)であり、可逆的に Ser/Thr 選択性が変化するという制御機構の報告は、我々
の知る限り、皆無であった。 
最近、我々は DNA ウイルスがコードする PK(以下、vPK)の特定部位のリン酸化により、Ser/Thr

選択性が変化するというユニークな予備的な知見を見出した。そこで、本申請課題では、vPK リ
ン酸化の生物学的意義の解明というウイルス学研究を突破口に、セリン・スレオニン PK が２種
類のアミノ酸を標的とするという生物の基本原理に潜む、セリン・スレオニン PK の全く新しい
生物学的意義の解明を目標とした。 
 
２．研究の目的 

 
上述の通り、最近、我々は DNA ウイルスがコードする PK(以下、vPK)の特定部位のリン酸化に

より、vPK の Ser/Thr 選択性が変化するというユニークな予備的な知見を見出した。そこで、本
申請課題では、HSV PK リン酸化の生物学的意義の解明というウイルス学研究を突破口に、「セリ
ン・スレオニン PK が２種類のアミノ酸を標的とする」という生物の基本原理に潜む、セリン・
スレオニン PK の全く新しい生物学的意義の解明を目標とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) Construction of recombinant DNA viruses : 先行研究に従い、解析対象のリン酸化部位の

阻害(フェニルアラニン置換)および恒常的模倣(グルタミン酸置換)変異を導入した組換え
DNA ウイルス(vPK F-mutant および vPK E-mutant)を作出した。また、作出した組換え DNA ウ
イルスのvPKにStrep-tagを融合させた組換えDNAウイルスも作出した(Strep-vPK F-mutant
および Strep-vPK E-mutant)。さらに、解析対象のリン酸化部位の恒常的模倣(グルタミン酸
置換)変異を導入した組換え DNA ウイルス(vPK E-mutant および Strep-vPK E-mutant)を親株
として、リン酸化部位がスレオニンの vPK 基質に関して、リン酸化部位をセリンに置換した
組換え DNA ウイルスを作出した(vPK E-mutant/TS および strep-vPK E-mutant/TS)。 

(2) vPK in vitro kinase assay : vPK に Strep-tag を融合させた組換え DNA ウイルスの感染細
胞より、ストレプタクチビーズにより、vPK を簡便かつ敏速に精製するシステムを構築後、
試験管内リン酸化反応系(in vitro kinase assay)を用いることで、解析対象のリン酸化部
位の阻害(フェニルアラニン置換)および恒常的模倣(グルタミン酸置換)変異による vPK 基
質のリン酸化レベルを測定した。 

(3) Animal test: メス ICR マウスを三種混合麻酔処理した後、2段針を用いて頭蓋内に 50ul の
ウイルスを接種し、14 日間生死を観察した。また、感染 3日後のマウス脳を回収し、ソニケ
ーションおよび凍結融解後、脳内に含まれるウイルス力価も標準的なプラークアッセイ法に
より算出した。 

 
４．研究成果 
 
(1) まず、vPK の解析対象のリン酸化部位をフェニルアラニンおよびグルタミン酸置換した組換

えウイルス(vPK F-mutant および vPK E-mutant)を培養細胞に感染させ、vPK の基質蛋白質
に対する抗リン酸化抗体を用いた Immunoblotting および Phos-tag-SDS-PAGE 解析により、
感染細胞における vPK 基質リン酸化の解析を実施した。リン酸化部位の恒常的模倣(グルタ
ミン酸置換)変異時、リン酸化部位がスレオニンの vPK 基質ではリン酸化レベルが有意に低
下した一方、リン酸化部位がセリンの vPK 基質のリン酸化レベルは野生型 DNA ウイルスと同
様であった。なお、リン酸化部位の阻害(フェニルアラニン置換)変異時には、リン酸化部位
がセリンおよびスレオニンの vPK 基質におけるリン酸化レベルは、ともに野生型ウイルスと
同様であった。これらの知見より、vPK のリン酸化模倣時、Ser/Thr 選択性が変化し、スレ
オニンのリン酸化効率が低下することが示唆された。 

(2) 次に、作出した組換えウイルスのvPKに、Strep-tagを融合させた組換えDNAウイルス(Strep-



vPK F-mutant および Strep-vPK E-mutant)を培養細胞に感染させ、可溶化させた後、ストレ
プタクチビーズにより精製 vPK を調製した。また、大腸菌発現・精製系とマルトースビーズ
を用いて、精製 vPK 基質も調製した。精製 vPK と精製 vPK 基質を用いた試験管内リン酸化反
応系(vPK in vitro kinase assay)を実施したところ、培養細胞系における vPK 基質リン酸
化レベルと同様に、リン酸化部位の恒常的模倣(グルタミン酸置換)変異 vPK は、リン酸化部
位がスレオニンの vPK 基質リン酸化レベルが、野生型 vPK と比較して有意に低かった。一
方、リン酸化部位がセリンの vPK 基質のリン酸化レベルは野生型 vPK と同様であった。な
お、リン酸化部位の阻害(フェニルアラニン置換)変異 vPK は、リン酸化部位がセリンおよび
スレオニンに関わらず、vPK 基質リン酸化レベルは、ともに野生型 vPK と同様であった。こ
れらの知見より、vPK のリン酸化模倣時、Ser/Thr 選択性が変化し、スレオニンのリン酸化
効率が低下するという知見が、さらに示唆された。 

(3) 解析対象のリン酸化部位の恒常的模倣(グルタミン酸置換)変異を導入した組換え DNA ウイ
ルス(vPK E-mutant および Strep-vPK E-mutant)を親株として、リン酸化部位がスレオニン
の vPK 基質に関して、リン酸化部位をセリンに置換した組換え DNA ウイルス(vPK E-
mutant/TS および Strep-vPK E-mutant/TS)を用いて、感染細胞および試験管内リン酸化反応
系(vPK in vitro kinase assay)における変異 vPK による当該セリンのリン酸化レベルを解
析したところ、野生型 vPK と同程度であったことから、vPK のリン酸化模倣時、Ser/Thr 選
択性が変化し、スレオニンのみのリン酸化効率が低下すると考えられた。 

(4) vPK におけるン酸化部位の恒常的模倣によるスレオニン・リン酸化効率の低下は、培養細胞
系で観察される vPK が司る機能の一部のみに有意な影響を与え、大部分の vPK 機能は維持さ
れていた。 

(5) 可逆的な vPK Ser/Thr 選択性を阻害した組換え DNA ウイルス(vPK E-mutant)を、脳内接種し
たマウスの生存率と脳内におけるウイルス増殖を解析することで、vPK Ser/Thr 選択性が神
経病原性に貢献していることが明らかとなった。 
 

以上の解析より、vPK Ser/Thr 選択性のリン酸化による可逆的な変化は、ウイルスの神経病原
性に重要であることが示唆された。本知見は、2種類のアミノ酸を標的とするセリン・スレオニ
ン PK が、リン酸化により Ser/Thr 選択性を変化させることで得られる初の生物学的意義と考え
られる。本研究が突破口となり、今後、宿主を含む他の PK に関しても、vPK と同様に、Ser/Thr
選択性のリン酸化による可逆的な変化が紐解かれることが期待される。 
周知の通り、一部の例外を除き、PK の中でセリン・スレオニン PK のみが２種類のアミノ酸残

基の-OH 基をリン酸化するという知見は、ほぼ全ての生化学の教科書に記載されている基本原理
であるにも関わらず、なぜ２種類のアミノ酸を標的とするのかはこれまで全く不明なままであ
った。したがって、この生物学における基本原理の解明を試みた本研究は、ウイルス学のみなら
ず、多様な生物学研究に波及効果を発揮することが期待される。 
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