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単一タンパク質の徹底的リン酸化解析と機能特定 ： 
転写因子Bach2を例に

島 弘季，安藤 亮，玉原 亨，五十嵐 和彦

Bach2はBリンパ球の発生と形質細胞への分化，Tリンパ球のエフェクター細胞への分化な
ど，免疫系をさまざまな段階で調節する．Bリンパ球においては，Bach2を含む遺伝子制御
ネットワークの動態が分化進行や抗体クラススイッチなどの応答を調節する．しかし，こ
の遺伝子制御ネットワークとシグナル伝達系の関係はほとんど不明であった．Bリンパ球
でエピトープ付加Bach2を強制発現させ，大量培養・精製後に，そのリン酸化状態を質量
分析計で徹底的に計測することで，既知リン酸化部位とあわせて計72か所のリン酸化部位
候補を特定した．さらに，変異体の解析から，Bach2の細胞質への局在をSer-535のリン酸
化が促進することを示す結果を得た．Bach2のリン酸化には，ホスファチジルイノシトール
3 (PI3) -キナーゼからmTORに至るシグナル伝達経路が関わる．Bリンパ球分化におけるシ
グナル伝達経路と遺伝子制御ネットワークの連携について考察する．

1. 細胞分化とシグナル伝達

リン酸化によるタンパク質機能の制御は，シグナル伝達
の根幹をなす．たとえば遺伝子発現は転写因子とエピゲノ
ム制御因子との組み合わせにより制御されるが，これら因
子とシグナル伝達との関係を解明することは，細胞分化
機構の理解の中心的課題でもある．細胞分化のマスター制
御因子と呼称されるものは，分化前後や分化方向によって
それ自身の発現量を大きく変え，最終的には高い発現レベ
ルを維持できるようになる．この発現量制御は複数の転
写因子によって形成される遺伝子制御ネットワーク（gene 
regulatory network：GRN）によりなされる．そして，ネッ
トワーク中で上流に位置する転写因子の活性がリン酸化な
どにより変化することが，しばしばマスター制御因子の発
現上昇，そして細胞分化のトリガーになっている．

2. 分化を制御するGRNとそのシグナル応答性

もう少し細胞分化における転写因子活性制御の重要性
を，Bリンパ球やTリンパ球の分化を制御する転写因子
Bach2を例として考えてみたい．Bach2は，リンパ球共通
前駆細胞（common lymphoid progenitor：CLP）がBリンパ
球系へ運命決定する際に重要な役割を担う 1）．CLPから分
化したプロBリンパ球は複数の分化段階を経て成熟Bリン
パ球となり，リンパ組織などで静止状態を保ちながら抗原
との遭遇を待つ．抗原が表面受容体に結合することでク
ローナルな増殖を開始し，抗体産生形質細胞へと最終分化
を遂げる．この際，抗体遺伝子には体細胞突然変異が生じ
て抗原親和性が上昇するとともに，定常領域のDNA組換
えが生じ抗体機能の多様性も生まれる（抗体クラススイッ
チ）2）．Bach2は抗体クラススイッチや体細胞突然変異の
いずれにも必須である 3）．筆者らは，Bach2が形質細胞分
化のマスター制御因子とされるBlimp-1（Prdm1遺伝子に
コードされる）の発現を成熟Bリンパ球で抑制し，形質細
胞への分化を抑え，これにより抗体クラススイッチや体細
胞突然変異に必要とされる時間が確保される仕組みを提唱
してきた 4）．
最近，Tリンパ球におけるBach2の機能も解明されてき
た．Bach2の発現は分化途上にある胸腺Tリンパ球では
低いが，末梢Tリンパ球では高い．Bach2は抗原などによ
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り活性化されたリンパ球がエフェクター細胞（CD4ヘル
パー細胞など）へ分化する過程を抑える 5‒7）．この分化抑
制は，制御性Tリンパ球（Treg）の誘導に重要である 5）．
一方への分化を抑えることで他方への分化を進めるという
働きは，Bリンパ球におけるBach2の機能 4）と類似してお
り，分子機構の共通性が考えられる．実際，Tリンパ球に
おけるBach2標的遺伝子の一つは，Prdm1である 5, 6）．
さて，Bリンパ球から形質細胞への分化過程の制御は，
図1に示すGRNでなされる 8）．このGRNはダブルネガ
ティブフィードバックを構成しており，Pax5highBach2high-
Blimp-1lowとPax5lowBach2lowBlimp-1highの2状態を規定する
ことができ，それぞれの転写因子の下流で特定の遺伝子
セットの発現が上昇あるいは低下することで，成熟Bリン
パ球と形質細胞の性状を排他的に作り出している．形質細
胞分化が抗原やTリンパ球由来のシグナルに依存すること
を考えれば，この2状態のスイッチングも抗原やTリンパ
球に由来するサイトカインなどの刺激により誘導されると
予想される．すなわち，いずれかの転写因子の活性が，細
胞外来性シグナルに応答して変動することが予想される．
GRNによる細胞分化調節を理解する上では，GRNのシグ
ナル応答機構，すなわち細胞内シグナル伝達系との結びつ
きを解明することも重要であることを理解していただきた
い．
試験管内でBリンパ球を活性化し形質細胞への分化を誘

導すると，一部のBリンパ球は形質細胞への分化を急速に
開始する．このような細胞では，Bach2が核から排出され
細胞質に分布することから 4），Bach2の細胞内分布がシグ
ナル応答的に調節されることも予想された．

3. Bach2リン酸化の徹底的解析

1） リン酸化部位の同定
細胞内シグナルは主にタンパク質リン酸化により伝達さ
れることをふまえ，Bach2のリン酸化部位を質量分析法に
より決定した 9）．
リン酸化検出のための質量分析の過程は，タンパク質同
定のための場合と基本的に違いはない．しかし，単にタン
パク質を同定する目的であれば，そのタンパク質の数本の
ペプチドの検出で十分なのに比べ，なるべく遺漏なくリン
酸化ペプチドを拾い上げるためには注意・工夫すべき点が
ある 10）．まずシンプルなことではあるが，目的のタンパ
ク質の量を可能な限り多く用意できた方がよい．各リン酸
化部位の検出のしやすさは一定ではなく，それぞれがリン
酸化される頻度，すなわちリン酸化ペプチドと非リン酸化
ペプチドの比に大きく影響されるであろうし，また質量分
析では目的分子のイオン化（ペプチドの場合は一般的に陽
イオン化）の効率が検出感度を決める一因であるが，ペプ
チドのイオン化効率はアミノ酸組成などにも左右されるか
らである．これらを克服する最も簡単な方法はサンプル量
を増やすことである．Bach2のリン酸化部位決定には最大
で500 mLのB細胞株培養液から抗FLAG免疫沈降により
粗精製したサンプルを用いた．
サンプルが十分量あれば，いろいろな調製方法や測定方
法を試みることも可能である．二酸化チタンなどを利用し
たセリン・トレオニンリン酸化ペプチドのアフィニティ精
製や，タンデム質量分析（MS/MS）において一般的な衝
突誘起解離（CID）に加えて電子移動解離（ETD）など特
性の異なる断片化法も組み合わせて用いることで，より多
くのリン酸化部位を同定できる可能性がある．また何ら
かの理由でトリプシン消化ではカバーできない領域には，
キモトリプシンあるいはより特異性の低いエラスターゼ，
ペプシンなどによる消化が有効である場合があるとされ
る 11）．幸い，リン酸化ペプチドの質量分析に関しては文献
が豊富にあるので，技術的な面での情報を集めて検討する
のは容易である．
このような解析の結果，PhosphoSiteなどに登録されて

いる十数か所に加え新規の部位を多数検出できた（図2）．
とはいえ，この結果はリン酸化の可能性がある部位を示し
たにすぎない．リン酸化部位の厳密な決定，特にセリン・
トレオニンを複数含むペプチドでの特定にはMS2スペク
トルの精査が重要であるが，Bach2にみられるようなセリ
ン・トレオニンクラスター領域ではスペクトルの一義的な
解釈は困難であることが多い．このような理由からBach2
の場合は，検索エンジンの算出する危険率に基づいてある
程度以上の信頼性（p＜0.05）をもって同定されたものす
べてを「リン酸化可能性部位」とした．
最終的には，各部位のリン酸化を認識する抗体を用いた
検証が必要となるが，これだけ部位が多いとこのアプロー
チも現実的とはいえない．さらに当然ながら，上述のよう

図1 Bリンパ球分化を調節するBach2遺伝子ネットワーク
Bach2が関わる遺伝子ネットワークの中枢部分を示す．この
ネットワークの構成遺伝子はすべて転写因子をコードしてお
り，それぞれBリンパ球や形質細胞の機能を担うエフェクター
遺伝子群も制御する．
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な定性的質量分析では，リスト化されたリン酸化部位のう
ちどれが機能的に重要かを知ることは難しい．注目する機
能に関わるリン酸化部位をどう絞り込むか，またその重要
性をどう検証するかが，次の問題となる．

2） Bach2リン酸化部位の機能の検討
リン酸化タンパク質研究の一つの難点は，その意義の解

明と思われる．データベースを調べれば，さまざまなタン
パク質がリン酸化されることがわかる．しかし，その多く
は生理的な意義が不明なままである 12）．この理由の一つ
は，リン酸化部位に変異を入れても多くの場合，機能上
の目立った変化が見いだせないことにあるのかもしれな
い．実際，リン酸化部位の多くは機能上の意味を持たない
とする考察もある 12）．一方，機能ドメインやその近傍に
位置するリン酸化は調節に関わることが多いとされる 13）．
Bach2の 場 合，BTB（broad-complex, tramtrack and bric-a-
brac）ドメイン中の1か所やCLS（cytoplasmic localization 
signal）に隣接する複数のリン酸化は，これらドメインの
機能を制御する可能性がある．bZip（basic-leucine zipper）
ドメイン直下のリン酸化部位はロイシンジッパーを介した
二量体形成を調節する可能性もある．注目すべきは，分子
の中央周辺に多くのリン酸化部位が集中していることであ
る．この領域には，ヘム結合に関わる天然変性領域も含ま
れる 14）．ヘムはBach2の中央付近に存在する天然変性領域
に複数分子結合し，その立体構造を変えることでタンパク
質機能を調節する 14）．ヘム結合により，Bach2のDNA結
合能が低下し，タンパク質半減期が短縮する 15）．このヘム
による調節とリン酸化とが関連している可能性がある．た
とえば，ヘム結合により誘導される構造変化によりリン酸
化反応が変化する可能性，逆にリン酸化によりヘム応答性
が調節される可能性などが考えられる．天然変性領域は高
等生物における多彩なタンパク質相互作用に関わることが
明らかになりつつあり 16），Bach2の天然変性領域も他タン
パク質との相互作用を担う可能性がある．この天然変性領
域のヘム結合とリン酸化の関係は，今後の重要な課題と思
われる．
今回の研究 9）では，Bach2の多数のリン酸化部位の中か
ら機能に関わる部位を特定するために，まず主要なリン酸

化部位を見つけることを考えた．Bach2のリン酸化部位の
中でも，頻度高くリン酸化される残基は制御に関わるので
はないか，という単純な発想である．しかし，質量分析に
よる測定では，ペプチドごとにイオン化効率が大きく異な
るために，得られるリン酸化ペプチドのスコア値は必ずし
もリン酸化の程度に比例するわけではない．そこで，主要
なリン酸化部位に変異を入れた場合，SDS-ポリアクリル
アミドゲル電気泳動上の移動度が速くなるはずと考え，質
量分析のスコアも参考に変異導入と移動度検討をさまざま
な残基について行った．数多くの実験を経て最終的には
Ser-535をAlaに変異すると（Bach2S535A）移動度が速くな
り，リン酸化バンドと思われる移動度の遅いバンドがほぼ
消失することを確認できた．しかし，予想外なことに，抗
リン酸化セリンに対する抗体を用いてBach2S535Aのリン酸
化状態を野生型タンパク質と比較したところ，変異体タ
ンパク質は当初の想定とは逆により高い反応性を示し，リ
ン酸化が亢進していることがわかった．Ser-535のリン酸
化は，Bach2の他の部位のリン酸化を抑制することが推測
された．SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動における
Bach2S535Aの移動度の変化は変異導入部位のリン酸化の消
失が原因というわけではなく，むしろ局所的な物理化学的
性状の変化を反映していたのかもしれない．いずれにして
も，Ser-535のリン酸化は，Bach2全体のリン酸化に影響を
もたらすことが予想された．

Bach2の塩基性領域は核移行シグナルとして働き，C末
端領域（CLS）はCrm1依存性の核外排出を担う 17）．Bach2
の細胞内分布はこのバランスで制御され，たとえば酸化
ストレス下ではCLSの作用が不活性化し，その結果核に
蓄積する 17）．Bリンパ球における細胞内分布の調節にSer-
535のリン酸化が関与する可能性を調べるために，野生型
およびBach2S535AをBリンパ球細胞株に発現させ，その細
胞内分布を比較した．すると，野生型は細胞質への分布が
多いのに対して，Bach2S535Aはより強い核への局在傾向を
示した（図3）．
以上の結果は，Bリンパ球におけるBach2の細胞内分布
がSer-535のリン酸化により制御されることを強く示唆す
る 9）．今後は，このリン酸化に特異的な抗体を作製し，そ
の細胞内分布を調べることでこの推論を証明する必要があ
る．なお，上に述べたBach2S535Aの分子全体としてのリン
酸化レベルの上昇は，核へ蓄積することで核内リン酸化酵
素とより会合しやすくなったことによるのかもしれない．

4. シグナル伝達経路によるBach2の制御

一方，先ほどのSDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動
上の移動度を指標としてさまざまなリン酸化酵素の関与
を阻害剤添加により調べてみると，Bach2の移動度はPI3-
キナーゼやその下流のAktキナーゼ，そしてmTORキナー
ゼの阻害剤存在下でも速くなることが判明した 9）．前述の
とおり，この速い移動度が単純にリン酸化の減少を示す

図2 Bach2のリン酸化部位
質量分析法にて同定したBach2のリン酸化部位候補を縦線で示
す．緑線はAkt, 赤線はmTORのコンセンサス配列と合致する
候補部位を示す．BTBドメインは二量体形成，bZIPドメイン
は二量体形成とDNA結合，CLSは核外への排出を担う．CNC
はショウジョウバエCap’n’collar因子と類似する．文献9より改
訂．
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とはいえないが，Ser-535など特定部位のリン酸化低下を
反映する可能性は高い．一連の結果をあわせて考えると，
図4に示すようなモデルが考えられる．Bリンパ球の分化
や応答の観点からこのモデルが興味深いのは，PI3-キナー
ゼがクラススイッチを抑制するという事実である 18）．PI3-
キナーゼ経路は，最終的にはBach2をリン酸化し，細胞質
への局在を促進することでBach2の作用を減弱させること
が考えられる．シグナル伝達系とBリンパ球GRNがBach2
によって結びついているのであろう．しかし，Ser-535が
mTORによりリン酸化されるのかは，今後の検証が必要で
ある．

5. 今後の課題

Bach2の持つ他のリン酸化部位の機能について，現時点
ではほとんど明らかではない．ヒトBACH2ではSer-521が
細胞質局在に関わることを以前報告した．これはマウス
ではSer-520に相当し，今回の質量分析でリン酸化される
ことも確認できた．しかし，この残基に変異を導入して
も，Bリンパ球における細胞内分布には特段の変化を認め
なかった．Ser-520の機能は，Bリンパ球の分化段階，はた
また細胞種に特異的である可能性があり，今後の課題で
ある．Bach2の半減期やDNA結合能もリン酸化により制

御される可能性があることから，それぞれのリン酸化部位
について，機能を検討する必要もある．Bach2の上流には
PI3-キナーゼ以外のシグナル伝達経路も存在する可能性が
あり，シグナル応答性という点からも各リン酸化残基の機
能検討は重要と思われる．機能的に重要なリン酸化部位は
進化的に保存されていることが多いとされているので 13），
そのような比較も優先部位を絞り込む上では有効かもしれ
ない．Bach2のリン酸化部位の多くは，分子中央付近に存
在する天然変性領域の中にある．リン酸化により大きな構
造変化を示す天然変性領域の例が報告されており 19），タン
パク質研究の新しい領域となりつつある．Bach2もその天
然変性領域の構造と機能（タンパク質相互作用など）がリ
ン酸化で制御される可能性も，魅力的である．とはいって
も，何しろリン酸化部位の数が多いだけに，その機能検証
は一筋縄ではいかないであろう．タンパク質の複数のリン
酸化レベルと当該タンパク質の機能変化を同時に測定する
技術が必要となる．このような研究に興味を持っていただ
ける方がいれば，ぜひ共同研究などをお願いしたい．
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図4 Bリンパ球系におけるPI3-キナーゼシグナル伝達経路と
Bach2遺伝子ネットワークの連結
一連の知見をあわせると，PI3-キナーゼ活性が亢進した際に
はmTORによりBach2がリン酸化され，細胞質への移行などが
生じ，その転写調節活性が低下することが考えられる．Pax5, 
Bach2, Blimp-1（Prdm1）の制御関係は遺伝子発現調節を介する
ことに注意（図1参照）．

図3 Ser-535の細胞内分布への関与
（A）野生型およびS535A変異を有するFLAGエピトープ付加
Bach2をそれぞれプレBリンパ球株で発現させ，その細胞内分
布を免疫染色により比較した．（B）細胞内分布を細胞質メイン
（C＞N），細胞質と核の両方（C＝N），核メイン（C＜N）に分
類した結果．文献9より改訂．
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