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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 研究開発代表者による報告の場合 

 
本プロジェクトでは、ヒトキノームの活性を大規模計測する技術を開発することを目指し、最終的

に 400 種以上のキナーゼについて、特異的かつ高感度な基質ペプチド（“最強“基質ペプチド）を創

出し、さらに細胞内に効率よく導入する方法を確立することにより、細胞内キノーム（キナーゼの総

体）の活性計測法やシグナル制御技術の開発へと展開することを目標とした。これにより、分子標的

創薬や個別化治療・診療を強力に推進する。 
 キナーゼ基質探索用キナーゼ組換え体は、昆虫細胞を用いた発現系を用いて合成し、基質既知のも

のについてはモビリティーシフトアッセイを用いてリン酸化活性を評価した（カルナバイオサイエ

ンス株式会社、桐井グループ）。計 371 種の野生型および 28 種の変異型のキナーゼ活性体調製を終

えており、計画目標である 400 種をほぼ達成した。次に調製したキナーゼ活性体を用いて、培養細

胞から抽出したタンパク質混合試料に対して in vitro 反応試験を行い、リン酸化されたタンパク質

を LC-MS で解析することによって、各キナーゼの in vitro 基質を同定した（京都大学、石濱グルー

プ）。市販のキナーゼも含めて 433 種類のキナーゼについて、180,000 以上のキナーゼ-基質間情報を

取得し、リン酸化モチーフを抽出した。取得した in vitro 基質情報をもとに、キナーゼ特異的基質ペ

プチドの設計を行った（京大、杉山グループ）。各キナーゼの基質リン酸化部位周辺のけるコンセン

サス配列および、position weight matrix(PWM)を用いた基質モデルから、人工基質ペプチドのキナ

ーゼ選択性を in silico で予測し、実際に合成ペプチドを用いた in vitro 試験によって評価した結果、

予測結果と高い一致を示した。また、基質ペプチドのリン酸化率が、PWM との一致度を示すスコア

と相関がある事から、感度についても予測が可能であることが分かった。十分な基質数が得られてい

る 210 個のセリン・スレオニンキナーゼおよび 78 個のチロシンキナーゼを対象とした基質ペプチド

の設計および合成を完了した。創出した基質ペプチドの一部を既存の基質ペプチドと比較した結果、

高いキナーゼ選択性を有していることから既存技術との差別化が可能である。 
開発した基質ペプチドを用いて細胞破砕物中のキナーゼ活性を in vitro で計測した（京大、石濱グ

ループ、杉山グループ）。リン酸化された基質ペプチドを LC-MS で定量して、直線性、再現性、感

度を評価した結果、いずれにおいても高い数値が示された。選択性に関しては、既知量の組換え体キ

ナーゼを細胞破砕物に添加した試料の計測により評価したところ、基質ペプチドのリン酸化が対象

とする組換え体キナーゼの添加によってのみ亢進することを確認した。一部の基質ペプチドについ

ては、反応中に内在性プロテアーゼによる分解が確認されたが、ペプチド両末端の保護により回収率

が向上した。また、MAPK 阻害薬処理した細胞について、同様にキナーゼ活性を計測した結果、各

MAPK 阻害薬特有のキナーゼ活性変動をプロファイルすることに成功した。この事から、本活性計

測法はキナーゼ阻害薬スクリーニング法としても有用であることが示された。また、細胞中のキナー

ゼ活性を in vivo で直接計測する方法として、基質ペプチドを細胞内に高濃度で導入する手法、条件

を開発し（京大、二木グループ）、細胞内での反応後、リン酸化ペプチドを抽出し計測した結果、基

質ペプチドのリン酸化が確認できた。細胞刺激によるシグナルの変動も観測されており、当手法によ

る in vivo でのキナーゼ活性計測も可能であることが分かった（京大、石濱グループ）。 
We developed the technologies for direct monitoring of human kinome activities at a large scale 
in this program to facilitate a molecular target drug discovery and a personalized medicine. We 
designed kinase-specific substrate peptides based on the in vitro kinase-substrate relationships 
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and developed a method for monitoring of kinase activities in vitro and in vivo. 
To design the kinase-specific substrate peptides for each kinase, about 400 recombinant human 
kinases were prepared by using an insect cell expression system (Carna Biosciences, Inc, Kirii 
group), and then in vitro reactions of recombinant human kinases in crude cell extracts were 
individually performed (Kyoto University, Ishihama group). The phosphorylated substrates were 
identified with quantitative phosphoproteomics approach based on hydroxy acid-modified metal 
oxide chromatography and nanoLC-MS/MS. We profiled 433 kinds of wild-type human kinases 
by using in vitro kinase assay, and then more than 180,000 kinase-substrate relationships were 
identified. Based on the kinase-substrate relationships, about 1,500 phosphorylation motifs were 
extracted and position weight matrixes (PWMs) were calculated for each kinase. Using a scoring 
algorithm with the information, artificial kinase-specific substrate peptides targeting for 210 
serine/threonine kinases and 78 tyrosine kinases were designed and synthesized (Kyoto 
University, Sugiyama group). In vitro kinase assay using the synthetic substrate peptides and a 
recombinant kinase showed most of the designed substrate peptides were exclusively or highly-
selectively phosphorylated with a specific kinase as shown in the in silico prediction. The 
similarity score to PWM showed a high correlation with phosphorylation stoichiometry of the 
substrates. It suggested that sensitivity is also predictable with the scoring. Furthermore the 
designed kinase-specific substrate peptides showed higher specificities compared to well-known 
substrate peptides. 
Using the synthetic kinase- specific substrate peptides, activities of protein kinases in a crude 
extract of HeLa cell were measured in vitro. Phosphorylated substrate peptides were quantified 
with nanoLC-MS/MS (Kyoto University, Ishihama and Sugiyama groups). The kinase activities 
were able to be measured with a high linearity, reproducibility and sensitivity. Spiking recovery 
test revealed some substrate peptides showed low recovery due to a degradation by endogenous 
proteases. Modification at N and C terminus of the substrate peptides improved the sensitivity 
of measurement of kinase activity. The assay system was successfully applied to profiling of 
kinase inhibitors. We also developed and optimized a method for cytosolic delivery of the 
substrate peptides (Kyoto University, Futaki group) to monitor kinase activities in vivo. After in 
vivo reaction, substrate peptides were extracted and measured in the same manner as the in vitro 
assay, we found the peptides were phosphorylated with an endogenous kinases (Kyoto University, 
Ishihama group). The phosphorylation level of the substrate peptides were increased by cell 
stimulation. It showed kinase activity is able to be monitored in vivo using the cytosolic delivery 
of the substrate peptides.   
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