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研究成果の概要（和文）：細菌の細胞内情報伝達の手段にタンパク質のHis残基とAsp残基のリン酸化を介した２成分シ
ステムがある。しかし，これらの残基に結合したリン酸基は化学的に不安定であるため，２成分システムにおけるリン
酸化研究の手法は限られていた。本研究では，申請者が独自に開発したリン酸親和性電気泳動法を，２成分情報伝達系
の研究に応用し，分子内および分子間のリン酸基転移反応や自己リン酸化反応に関わる酵素や基質の速度論的性質つい
て明らかにした。さらには，ヒスチジンキナーゼ阻害剤の開発のための動的定量解析手法として確立させた。

研究成果の概要（英文）：One mode of bacterial intracellular signal transduction involves two-component 
regulatory systems mediated by phosphorylation of His and Asp residues. The chemical instability of 
phosphate groups on these residues hampers research on protein phosphorylation in such regulatory 
systems. In this study, Phos-tag SDS-PAGE originally developed as a novel method to research on protein 
phosphorylation has been applied to the dynamical analysis of two-component systems. As a result, this 
method permitted to identify aspects relevant to signaling molecules, including kinetic properties of 
enzymes and substrates in intramolecular and intermolecular phosphotransfer and autophosphorylation 
reactions. Furthermore, Phos-tag SDS-PAGE has been demonstrated as a useful quantitative method for the 
development of inhibitors of histidine kinases.

研究分野： 物理系薬学

キーワード： フォスタグ　２成分伝達系　ヒスチジンキナーゼ　レスポンスレギュレーター　生体分子計測
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１．研究開始当初の背景 
バクテリアはヒト等の高等生物には存在

しない情報伝達機構，２成分情報伝達系を利

用することで，自己の増殖や病原性の制御等

の生体制御活動を営む。よって，これらの情

報伝達系の阻害剤が薬剤耐性菌に対する新

たな抗菌薬になると期待される。しかし，ヒ

スチジンやアスパラギン酸残基に結合した

リン酸基は化学的に不安定であるため，その

不安定なリン酸化蛋白質の動的な定量解析

を行うことは難しいとされている。2006 年，
申請者は，リン酸化蛋白質をゲルシフトした

電気泳動バンドとして定量解析する画期的

なリン酸親和性電気泳動法（ Phos-tag 
SDS-PAGE）を開発した（Mol. Cell. Proteomics, 
5: 749, 2006）。2008年にはその手法を用いて，
リン酸化ヒスチジンを持つ蛋白質とリン酸

化アスパラギン酸を持つ蛋白質の動的定量

解析に世界で初めて成功した（Proteomics, 8: 
2994, 2008）。しかし，この手法はアルカリ性
ゲル緩衝液を用いるため，２成分情報伝達系

を標的とした場合，泳動途中にリン酸基が外

れてしまう可能性があり，データの正確性と

いう点で課題を残していた。ごく最近，中性

ゲル緩衝液を用いて電気泳動システムの改

良を行うことで，より高い分解能を持つ

Zn2+–Phos-tag SDS-PAGE を開発することに
成功した（Proteomics, 11: 319, 2011）。この研
究成果が，２成分情報伝達系のダイナミクス

をより高精度に定量分析できるという着想

に導いた。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では，申請者が独自に開発・改良し

たリン酸親和性電気泳動法を，この不安定な

リン酸化蛋白質を介する２成分情報伝達系

の研究に応用し，❶分子内および分子間のリ

ン酸基転移反応や自己リン酸化（または脱リ

ン酸化）反応に関わる酵素や基質の速度論的

性質，❷グナル伝達系のクロストークや生理

機能との関連性について明らかにすること

で本法の有用性を実証する。さらには，❸ヒ

スチジンキナーゼ阻害剤の開発のための動

的定量解析手法として確立させ，得られた成

果を創薬研究に発展させる。 

 
３．研究の方法 
3.1. 大腸菌由来の組み換えタンパク質作成 
 大腸菌（W3110株）の DNA配列を鋳型とし
て，envZ, evgS，barA，arcB をクローニング
し，大腸菌における発現ベクターPET21a に
挿入した。リン酸化部位への変異導入は

Quick-Change Site-Directed Mutagenesis Kitを
用いて行った。調整したそれぞれのプラスミ

ド は 大 腸 菌 BL21(DE3) 株 ま た は

BL21(DE3)pLys 株を宿主とし，LB 培地で培
養し IPTGの添加によりHis-tag融合タンパク
質として発現させた。タンパク質の精製は

Ni-NTA agarose （キアゲン社）を用いた。精
製したタンパク質は 10 mM Tris−HCl, pH8.0，
50% v/v glycerolバッファー中で–20 ˚Cで保存
した。 
3.2. ヒスチジンキナーゼの in vitro リン酸化
反応 
	 EnvZおよび EnvZ変異体のリン酸化反応は，
0.50 M Tris−HCl (pH 8.0)，25 mM KCl，5.0 mM 
MgCl2，10 mM ATP 溶液中，25˚Cで行った。
EvgS および EvgS 変異体のリン酸化反応は，
0.30 M Tris−HCl (pH 8.0)，50 mM KCl，10 mM 
MgCl2，1〜40 mM ATP 溶液中，25˚Cで行っ
た。BarA，ArcB およびそれらの変異体のリ
ン酸化反応は，50 mM Tris-HCl (pH 8.0)，25 
mM KCl，5.0 mM MgCl2，10 mM dithiothreitol，
10 mM ATP溶液中，25˚Cで進行させた。反
応停止は 195 mM Tris−HCl (pH 6.8)，9% w/v 
SDS，30% glycerol，1% v/v 2−mercaptoethanol，
0.01% w/v BPB からなるバッファーを反応
液の半量添加することで行った。 
3.3. Phos-tag SDS-PAGEと定量解析 
	 Phos-tag SDS-PAGEの分離ゲル（6.3 mL）
の組成は，6.0 ~ 7.0% w/v ポリアクリルアミ
ド，375 mM Tris−HCl (pH 8.8)，25 µM アクリ
ルアミド化 Phos-tag，50 µM塩化マンガン，
濃縮ゲル（1.8 mL）の組成は，4.0% w/v ポリ
アクリルアミド，125 mM Tris−HCl (pH 6.8)
とした。TEMED と過硫酸アンモニウムの添
加によって共重合させた。泳動緩衝液は 25 
mM Tris，192 mM glycine，0.1% w/v SDSを用
いた。30 mA/ゲルの定電流で 70 分電気泳動
を行った後，CBB染色を行った。定量解析は，



 

 

アトー社製の画像解析ソフトを用いて行っ

た。1 レーン中の非リン酸化体バンドとリン
酸化体バンド濃度の合計値を 100%とし，リ
ン酸化型と非リン酸化型のバンドの割合を

求めた。 
3.4. In vivoにおける EvgSのリン酸化	
	 pBADプラスミドに全長 evgSおよび，恒常
的な活性をもつ evgS1，さらにそれぞれの 3
つのリン酸化部位 Ala 置換体（H721A, 
D1009A, H1137A）をクローニングした。この
プラスミドをそれぞれ，大腸菌 MG1655 evgS 
ydeP-lacZ を宿主とし， 37˚C， 0.1 mg/mL 
ampicillin を含む LB 培地で培養して，

L-arabinoseの添加でタンパク質を発現させた。
さらに 2時間培養してから集菌し，0.1M KCl，
0.02 % w/v L-arabinose，0.1 mg/mL ampicillin
を含む M9培地（pH 7.0 または 5.5）10 mL
を加えて 1 時間培養した。β-ガラクトシダー
ゼ活性を測定する際はこの培地 20 µL と 60 
mM Na2HPO4，40 mM NaH2PO4，10 mM KCl，
1 mM MgSO4，50 mM 2-sulfanylethanol，0.001% 
w/v	 SDS，0.005% v/v trichloromethan 180 µL
を混合した。反応は 40 µL の 4 mg/mL 
2-nitropehinyl D-galactopyranoside を加えて開
始とし，5分後に１M NaCO3を 1 mL加えて
反応停止とした。	

	

４．研究成果	

4.1.ハイブリッドセンサーキナーゼにおける
リン酸基転移反応の制御機構 
	 大腸菌由来ハイブリッドセンサーキナー

ゼの EvgSにおける in vitroリン酸基リレー反
応を行い，Phos-tag SDS-PAGEを用いて，各
ドメインのリン酸化を経時的，定量的に解析

した。レシーバードメインの Aspを Ala置換
した場合，HK ドメインの His のリン酸化量
が顕著に増加することがわかった。この現象

は，他の大腸菌ハイブリッドセンサーキナー

ゼであるArcBとBarAでも同様に観察された。
十分量の ATP存在下では，それらの Ala置換
変異体における HKドメインの Hisは，擬一
次反応によってリン酸化され，60 分以内に
95％がリン酸化され定常状態に達した。一方，
HPt ドメインの Hisを Ala置換した変異体に
おいては，野生型と同様に，HK ドメインの

His とレシーバードメインの Asp のリン酸化
の合計が 25％で定常状態に達し，10 分以降
は，その割合が減少した。これらの結果から，

レシーバードメインがリン酸基リレー反応

における分子全体のリン酸化量を制御して

いると考えられた。さらに，in vivoにおいて
も，レシーバードメインの Aspを Ala置換し
た EvgS 変異体では HK ドメインの過剰なリ
ン酸化量が観察されたことから，in vitroにお
ける反応機構の解析結果の正当性が裏付け

られた。以上より，２成分伝達系におけるハ

イブリッドセンサーキナーゼの複雑なリン

酸基転移反応の必要性を考察するうえで，  
Phos-tag SDS-PAGE を用いた定量解析は，重
要な示唆を与えた。 
4.2. ハイブリッドセンサーキナーゼにおけ
るリン酸基転移反応様式の検証	

	 大腸菌由来の３種のハイブリッドセンサ

ーキナーゼ（ArcB，EvgS，BarA）について，
２量体で機能するそれらキナーゼのリン酸

基転移反応が分子間（trans）で起こるのか，
それとも分子内（cis）で起こるのかを，
Phos-tag SDS-PAGEを用いて検証した。各ド
メインのリン酸化部位をアラニン置換した

変異体を作成し，それらのヘテロダイマーに

おいてリン酸基転移反応が相補されるかを

検討した。その結果，ArcB，EvgS，BarA の
リン酸基転移反応の様式はそれぞれ，

cis-trans-trans，cis-cis-cis，trans-trans-transであ
り，３種３様の反応様式であるという興味深

い結果を得た。以上のように， Phos-tag 
SDS-PAGE を用いることでセンサーキナー
ゼのリン酸基転移反応の様式を簡便に解析

できることを示すことに成功した。 
4.3. ヒスチジンキナーゼの自己リン酸化阻
害物質の探索 
	 EnvZ のリン酸化阻害活性をもつ植物エキ
スのスクリーニング試験の結果，ハマセンナ

（Ormocarpum cochinchinense）の抽出エキス
に活性が見出された。続いて，溶媒分配，逆

相シリカゲルカラムクロマトグラフィー等

を用い，その活性成分を探索したところ，新

規化合物 Compound A の単離に成功した。
Compound Aの平面構造は NMR, MS等のデ
ータを解析することにより導出した。	
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