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研究成果の概要（和文）：Ser/Thrキナーゼのcatalytic loop配列を有しない粘液細菌の14個の真核生物様キナーゼの
うち、4つの酵素においてTyr残基の自己リン酸化がみられたが、それらは基質タンパク質のTyr残基リン酸化活性を有
していなかった。活性の強い2つのキナーゼはTyr残基の自己リン酸化により、活性化された。また、細菌型Tyrキナー
ゼ(BTK)を活性化するレセプター領域を特定し、BTKの活性化にはBTKのC末端に存在するTyrクラスターの自己リン酸化
は不要であることを示した。また、本菌が有する２つのApaH様ホスファターゼのうち、PrpAはTyrホスファターゼとし
て機能することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Seven out of 14 recombinant Myxococcus xanthus eukaryotic-like protein kinases 
containing atypical motifs in the catalytic loop showed protein kinase activity and four 
autophosphorylated EPKs were detected using anti-phosphotyrosine antibody by western blotting. However, 
these kinases did not show Tyr kinase activity against myelin basic protein. In two kinases, 
autophosphorylation on Tyr residues was required for high-level kinase activity. Also, we suggested that 
two bacterial protein-tyrosine (BY) kinases, BtkA and BtkB, are activated by the intracellular 
juxtamembrane regions of the second transmembrane helices in receptors. A btkB mutant constructed by 
replacing all C-terminal Tyr residues with Phe did not significantly affect kinase activity, suggesting 
that M. xanthus BtkB kinase activity is not dependent on autophosphorylation in the C-terminal Tyr 
cluster. Finally, we indicated that PrpA, which is an ApaH-like phosphatase, function as a tyrosine 
protein phosphatase.wo

研究分野：微生物学
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質のリン酸化を介する情報伝

達機構は生命活動の制御に必須な役割を

有し、細菌では His キナーゼによる

His-Asp 二成分制御系が、環境適応機構の

中心的な役割を担っている。一方、2000

種を超える細菌のゲノム解析により、従

来、真核生物のみに存在するとされてき

た Ser/Thr/Tyrキナーゼが約 7割の細菌に

存在し、細菌は真核生物様キナーゼを進

化の過程で構築し、情報伝達系として活

用していることが推定されている。真核

生物のキナーゼは、Ser/Thr キナーゼと

Tyr キナーゼに分類され、ほ乳動物では

Ser/Thr キナーゼによる Ser/Thr 残基への

リン酸化が 90％以上を占め、Tyr キナー

ゼによる Tyr残基へのリン酸化は 2-6％と

されているが、Tyr 残基のリン酸化が、細

胞機能の維持において非常に重要な役割

を担っていると考えられている。  

 細菌や植物においても、リン酸化され

た Ser/Thr/Tyr 残基のうち、リン酸化 Tyr

残基は、ほ乳動物と同程度の割合で存在

することが示唆されているが、真核生物

様 Tyr キナーゼの存在は報告されておら

ず、また、Tyr 残基にリン酸化されたタン

パク質の機能は不明のままである。一方、

近年、真核生物様 Tyr キナーゼとは構造

が全く異なる細菌型 Tyr キナーゼが細菌

で見いだされ、主に菌体外多糖の生産に

関与することが報告されている。  

粘液細菌は細菌で最多の真核生物様キ

ナーゼ(約 100-320 個)を有し、他の細菌に

比べて圧倒的に多いキナーゼを有するこ

とから、粘液細菌を用いることで Tyr 残

基のリン酸化に関する情報伝達機構を明

らかにすることにした。  

 
２．研究の目的 
細菌のゲノム解析により、細菌は真核生

物のみに存在するとされてきた真核生物

様 セ リ ン / ス レ オ ニ ン / チ ロ シ ン

(Ser/Thr/Tyr)キナーゼによる Ser、Thr、Tyr

残基のリン酸化を介した情報伝達系を利

用していることが示唆されている。多細

胞動物では Tyr 残基のリン酸化が特に重

要な役割を有しているとされているが、

細菌では不明な点が多く残されているの

で、粘液細菌を用いて真核生物様及び細

菌型 Tyr キナーゼ /Tyr ホスファターゼの

酵素学的諸性質の検討と細菌における

Tyr 残基のリン酸化を介した情報伝達機

構を解明することを研究目的とする。  

 
３．研究の方法 
粘液細菌が有する細菌型 Tyrキナーゼ、真

核生物様プロテインキナーゼ、プロテインホ

スファターゼなどを大腸菌で発現・精製後、

それぞれの酵素学的諸性質の検討を行った。 

また、上記の酵素においてアミノ酸置換に

よる変異酵素を作製し、酵素活性を測定する

ことでそれぞれの酵素において保存されて

いるアミノ酸がどのような役割を担ってい

るか推定した。 

さらに幾つかの酵素においては、遺伝子欠

損変異株を作製し、その表現型を野生株と比

較することで本菌におけるそれらの酵素の

役割を明らかにした。 

 
４．研究成果 
（１）粘液細菌Myxococcus xanthusが有する

細菌型チロシンキナーゼ BtkAと BtkBの機

能解析 

M. xanthus の細菌型 Tyr キナーゼ BtkA と

BtkBは、それぞれ胞子形成期と増殖期に発現

し、btkA変異株では胞子形成がほとんどなさ

れない。BtkAは膜レセプターと細胞質内のキ

ナーゼの２つのタンパク質から構成され、

BtkB は膜レセプターとキナーゼからなる 1

つのタンパク質で構成されている。 

両キナーゼのレセプターのC末端に存在す

るトランスメンブラン領域下流の細胞質領



域がチロシンキナーゼ触媒領域を活性化す

るかどうかを確認するために、チロシンキナ

ーゼ領域の N 末端領域にそれぞれのレセプ

ター細胞質領域を結合させ、自己リン酸化及

び poly(Glu, Tyr)キナーゼ活性を測定した。 

その結果、両キナーゼともレセプターの C

末端下流にある細胞質領域によって活性化

が見られた。また、BtkB は C 末端にあるチ

ロシン残基をリン酸化するが、それらのチロ

シン残基をフェニルアラニンに置換すると

自己リン酸化は見られなくなったが、キナー

ゼ活性にはあまり影響が見られなかったこ

とから、C末端の自己リン酸化はキナーゼ活

性には影響を与えないと考えられた。また、

BtkB は真核生物で報告されているチロシン

キナーゼのインヒビターによって活性阻害

が見られた。 

（２）真核生物様プロテインキナーゼの酵素

学的諸性質の検討  

真核生物が有する Ser/Thrキナーゼは、VIb

ドメインにある catalytic loopに RDxKxxN配

列を有する。一方、 Tyr キナーゼは

RDx(A/R)A(A/R)N配列を有している。 

粘液細菌Myxococcus xanthusは約 100個の

真核生物様プロテインキナーゼを有する。こ

のなかから、Tyr キナーゼ活性を有するもの

を探すため、Ser/Thr キナーゼでみられる

catalytic loop配列を有しないキナーゼを 14個

選択し、大腸菌で発現させた。これらの酵素

を用いて、自己リン酸化反応後、抗リン酸化

Tyr抗体を用いた western blottingを行った結

果、Tyr 残基にリン酸化されていると考えら

れる 4種のキナーゼが検出された。また、ミ

エリン塩基性タンパク質(MBP)を用いてキナ

ーゼ活性を測定したところ、2 つのキナーゼ

において活性が見られたが、残りの 12 のキ

ナーゼにおいては活性がほとんど見られな

かった。活性の見られた 2つのキナーゼは Tyr

残基を自己リン酸化するキナーゼであった

が、MBPの Tyr残基のリン酸化活性は見られ

なかった。 

2つのキナーゼを DspAと DspBと命名し、

金属塩、ATP、基質に対する Km 測定、キナ

ーゼ阻害剤の影響などの諸性質を明らかに

した。DspA の VIb 配列に存在する catalytic 

loop を Ser/Thr キナーゼ及び Try キナーゼが

有する特異的な配列にアミノ酸置換した変

異酵素を作製した結果、全てにおいてキナー

ゼ活性の消失が見られた。一方、DspB の

catalytic loop配列をSer/Thrキナーゼ型に置換

した変異酵素は、MBPに対するキナーゼ活性

を 1.3倍増加させた。 

catalytic loop配列に RDを有するキナーゼ

は RDファミリーキナーゼと呼ばれ、一般的

に activation loop における自己リン酸化によ

り活性化される。そこで両酵素の activation 

loop に存在する Ser/Thr 残基を Ala に変異さ

せたところ、DspA は著しい活性の低下が見

られたが、DspB では活性の変化が見られな

かった。 

両キナーゼは Tyr残基に自己リン酸化が見

られたことから、Tyr 残基を Phe に置換した

変異酵素を作製した結果、キナーゼ活性が著

しく減少した変異酵素が見られたことから、

これらのキナーゼは Tyr残基の自己リン酸化

により活性化されると考えられ、Tyr ホスフ

ァターゼによるリン酸化アミノ酸残基の脱

リン酸化によって活性調節されると推定さ

れた。 

 

（３）Tyr ホスファターゼの機能解析 

粘液細菌が有する２つの ApaH様プロテイ

ンホスファターゼの酵素学的諸性質の検討

を行ったところ、1つ（PrpA)は主にチロシン

ホスファターゼとして機能し、もう一つ

(ApaH)は主にアデノシン 4リン酸などを分解

する酵素として機能していると推定した。

我々は以前、本菌が有する Tyrホスファター

ゼを 1つ (PhpA) 明らかにしているため、本

菌における 2つめの Tyrホスファターゼの存



在を示すことができた。 

また、両酵素に存在する 4つのモチーフの

うち、2 つのモチーフにて違いのあるアミノ

酸を変異させ、基質特異性に関与するアミノ

酸を推定した。 

 

（４）低分子 Tyr プロテインホスファターゼ

の酵素学的諸性質の検討 

 本菌は低分子 Tyrプロテインホスファター

ゼ (LMWTPP) と相同性の高い酵素（ArsA）

を 1つ有している。本酵素を大腸菌で発現さ

せ、酵素学的諸性質の検討を行った結果、本

酵素は弱いホスファターゼ活性を有するも

のの Tyr残基リン酸化タンパク質の脱リン酸

化活性を有せず、強いヒ酸レダクターゼ活性

を有していたことから、本酵素は LMWTPP

としては機能せず、ヒ酸を亜ヒ酸に触媒する

酵素であることが明らかになった。 
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