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目的のキナーゼ固有の酵素活性を検出する
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カルナバイオサイエンスは、創業以来常に活
性の検出できるキナーゼを創薬支援に向けて
製造してきました。なぜなら活性を指標に薬
剤を評価するのが望ましいと考えているから
です。カルナの製造するキナーゼは、ほとん
ど昆虫細胞を利用しタンパク質発現後精製
し、ペプチドマスフィンガープリンティング
で 目 的 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 確 認 し て い ま す
が . . . 

リコンビナントキナーゼ X を ATP 存在下に
てペプチド基質 S と反応させて検出された
リン酸化反応生成物（リン酸化ペプチド基質
あるいは ADP）は、本当にキナーゼ X のリ
ン酸化能によるものでしょうか。 

図 �. もし Kinase X にわずかな Kinase Z が混在すると 
検出されるリン酸化基質の産生は Kinase X によるも
のと言えるだろうか？また ATPase が混在すると産生
される ADP は、どうだろうか？

仮にキナーゼ X の精製度は ��% として、残
り �% がほかのキナーゼ Z であったとします。
わずか �% といえども、キナーゼ Z の方がキ
ナーゼ X よりも ATP およびペプチド基質 S
に対する親和性がはるかに高かったらどうな
るでしょう。タンパク質レベルではほんのわ
ずかでも、リン酸化プロダクトのほとんどは
キナーゼ Z によるものかもしれません。加
えて、ATPase の混入があると、ADP 産生に
よるキナーゼ活性検出に影響を及ぼします。

果たして、得られるリン酸化活性は目的のキ
ナーゼによるものでしょうか。

[ 昆虫細胞を用いた発現、His タグを利用し
た精製に潜む落とし穴 ]
大腸菌を用いて作成したキナーゼタンパク質
は、キナーゼ活性を検出できないことが多々
ありカルナではほとんどのキナーゼ製造に昆
虫細胞を利用しています。ところがこの昆虫
細胞には、活性が高いのみならず、基質選択
性が低いというちょっと嫌な特徴を持ち合わ
せた特有のキナーゼがあることにカルナは気
が付きました。さらにこの昆虫細胞由来キ
ナーゼは、精製のために His タグを用いると、
精製をした後も、分離できず残存しやすいこ
とがわかりました。実際チロシンキナーゼを
��% 以上の精製度をもってしても、強力な
セリンスレオニンキナーゼ活性を示した例も
あるほどです（図 �）。

図 �. GST-PDGFRα(Carna）と HIS-PDGFR α(Ａ社 ) の
比較（すべて ��ng）。
HIS-PDGFR は、S�K の Ser/Thr リン酸化能を有して
いた。GST-PDGFRαは、IRS� ペプチドのＴｙｒリン
酸化能を示しながらも、S�K ペプチドのリン酸化は検
出されなかった。PKCεpseudo-substrate を基質に
しても同様の結果が得られた。 

これが、カルナがキナーゼ製造に用いるタグ
の第一選択に GST を利用している所以です。
この昆虫細胞由来キナーゼは、表１に示すよ
うな基質において、特にリン酸化活性が認め
られました。

[目的のキナーゼに適切な基質を用いる重要性] 
さらに、不適当な基質の利用、あるいは基質
と抗体を用いて検出する場合にも、昆虫由来
キナーゼを検出することがありました。
例えば、昆虫細胞由来キナーゼの混入を抑え
る GST- キナーゼとして作成した場合でさえ
も、ヒストン H� を基質とし抗リン酸化スレ
オニン - ヒストン H� 抗体を利用して検出す
る場合にも、夾雑物キナーゼ活性を検出する
場合がありました ( 図 �)。  

図 �. A) GST タグを用いて製造した PKR の wild type 
お よ び K���R (dead mutant : 図 中 DM),　MAP�K��
の wild type および K���A/K���A (dead mutant : 図

中 DM) のキナーゼ活性（各キナーゼ ��nM）。基質に
Histone H� peptide および抗リン酸化 H�(Thr�) 抗体
を用いて検出した。

B) GST タグを用いて製造した MAP�K�� の wild type
および K���A/K���A (DM) のキナーゼ活性 ( キナーゼ 
��.�nM)。基質に IKKαを用い、リン酸化された

IKKαのキナーゼ活性を IKKαの基質 IKBαのリ
ン酸化として検出（Mobility Shift Assay）す
ることにより MAP�K�� の IKKαリン酸化の
指 標 と し た。 GST-PKR は WT の み で H� 
peptide の リ ン 酸 化 活 性 が 認 め ら れ た が、
MAP�K�� は、DM でも H� リン酸化活性が認
められたため、これは MAP�K�� 固有の活性
ではないと考えられる。現在カルナでは、Ｄ
Ｍではリン酸化されない IKKαを基質に利用
している。

このように、目的のキナーゼ活性を検出する
ためには、タンパク質として高純度であるの
みならず、キナーゼ活性としての精製度、お
よび最適な基質と抗体を利用することが極め
て重要となります。

目的のキナーゼタンパク質が高度に精製され
ていても、実験で検出される活性は、目的の
キナーゼ以外のキナーゼに由来している可能
性があります。 カルナでは、これまでに多く
の製品製造から学んだことを反映し、活性が
目的のキナーゼからのものであることを検証
するために、さまざまなアプローチで分析す
るよう努めています。 さらにこの様な努力に
より、製品の品質のみならず、これらのキナー
ゼを利用するアッセイサービスの品質も保証
しています。

キナーゼ製品リスト

ビオチン化キナーゼ製品リスト
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Lyn-peptide

Gastrin-peptide

PKCε-pseudopeptide

S�K-peptide

SRPKtide

MBP

Casein

phosporylation site substrate

Ser / Thr

Tyr

 表１. 昆虫細胞由来キナーゼによりリン酸化されやすい基質
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