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タンパク質のリン酸化は，なぜ非構造領域に群がるのか？ 
～リン酸化が生み出す「電荷ブロック」型の液‒液相分離制御～

吉村 成弘

リン酸化をはじめとするタンパク質翻訳後修飾は，「立体構造特異的」にタンパク質機能を
制御すると考えられてきた．しかし，近年のバイオインフォマティクス解析からは，翻訳
後修飾の多くは，立体構造を持たないタンパク質領域（天然変性領域）に生じることが示
されている．リン酸化が天然変性領域の液‒液相分離を制御する事例が報告されているが，
そのメカニズムは不明であった．ここでは，近年報告されたリン酸化の「電荷ブロック」
型の液‒液相分離制御機構に焦点を当て，従来の「立体構造特異的」制御との相違点を交え
ながらその特徴を解説する．

1. はじめに

リン酸化やメチル化に代表される「タンパク質翻訳後
修飾」は，タンパク質の機能・動態制御や細胞内シグナル
伝達で重要な役割を果たしている．ヒトプロテオーム中
では，10,000以上のタンパク質の40,000か所以上の残基が
520種類以上のキナーゼによりリン酸化され，約150種の
ホスファターゼにより脱リン酸化される．この膨大で複雑
なリン酸化／脱リン酸化によるタンパク質の機能・相互作
用制御の全貌を解明することは，細胞機能およびその破綻
による機能低下・喪失のメカニズムを知る上で必要不可欠
である．これまで，リン酸化をはじめとする翻訳後修飾が
タンパク質の機能を制御する仕組みは，「部位特異的」「立
体構造特異的」な効果として理解されてきた．しかし，近
年のプロテオミクス解析は，リン酸化は立体構造をとら
ない領域（IDR，後述）に主に生じることを示す．はたし
て，40,000か所以上のリン酸化は本当に「部位特異的」に
タンパク質の機能を制御しているのか．もしそうでないな
ら，他にどのような仕組みがあるのか，もしくは，多くの

リン酸化は何もしない単なるノイズなのか．ここでは，リ
ン酸化にまつわるこの未解決の問題を取り上げるととも
に，近年の新しい知見について概説することで，リン酸化
研究の新しい方向性を議論したい．

2. リン酸化がタンパク質の機能を制御する仕組み～カ
ギとカギ穴～

タンパク質の機能（酵素活性や複合体形成など）には，
ポリペプチド鎖が折りたたまれてでき上がる「立体構造」
が重要な役割を果たしている．立体構造が酵素‒基質の特
異性を生み出し，タンパク質間相互作用の特異性を決定す
る．教科書では「カギ」と「カギ穴」にたとえられるこの
「立体構造特異性」は，タンパク質の機能を理解する上で
最も重要な概念である．結晶構造解析や核磁気共鳴法，電
子顕微鏡による単粒子解析などを用いてタンパク質の立体
構造を解明する意義は，まさにここにあるといってよい．
これは，タンパク質の機能のみならず，その機能制御の仕
組みにも当てはまる．タンパク質の機能がリン酸化に代表
される翻訳後修飾により複雑に制御される 1）ことも，「立
体構造特異性」に基づいて理解できる．
タンパク質リン酸化は，アデノシン5′-三リン酸のγ位の

リン酸基が，セリン，トレオニン，チロシン側鎖の水酸基
に転移される化学反応である．リン酸基のような小さな官
能基の付加が，タンパク質のような大きな生体分子の機能
を変化させるカラクリは，「立体構造特異性」である．カ
ギとカギ穴の対応を変化させるには，いずれかの構造を
大きく変える必要はなく，部分的なわずかな変化でよい．
酵素‒基質間相互作用であれば，酵素の基質結合部位（ポ
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ケット）近傍に，またタンパク質間相互作用であれば，相
互作用面内にリン酸基が付加されれば，相互作用を変化さ
せることが可能である（図1A）（オルソステリック効果）．
また逆に，リン酸基がない場合はうまくフィットしない
が，リン酸基の付加によりフィットすることもある．いず
れにせよ，リン酸基が「立体構造特異性」を変化させるこ
とで，タンパク質機能を正もしくは負に制御する．
リン酸基が付加される場所は，必ずしも相互作用部位付

近でなくてもよい．リン酸基の付加がタンパク質の立体構
造そのものを変化させることで，間接的に結合部位の立
体構造が変化し，それが結果的に基質もしくは相手のタン
パク質との相互作用を変化させる場合がある（図1B）（ア
ロステリック効果）2）．しかし，いずれの場合でも，「ステ
リック」という名のとおり，「立体構造特異性」が変化し
ていることは共通している．

3. リン酸化に関する矛盾～タンパク質のリン酸化の多
くは非構造領域に生じる～

ヒトプロテオームに生じる40,000か所のリン酸化は，す
べて前述の「立体構造特異的」な仕組みで働いているので
あろうか．ヒトプロテオーム中のタンパク質は22,000種
程度なので，平均すると，一つのタンパク質に1個以上の
リン酸化が生じることになる．実際には，リン酸化を受け
ないタンパク質が半数ほどあるため，残りの半分のタンパ
ク質は複数個のリン酸化を受ける．多いものだと100か所
以上のリン酸化を受ける．これらがすべて「立体構造特異
的」制御を行うとすると，その組合わせの数から考えても
想像を絶する複雑さである．

一方で，プロテオミクスとバイオインフォマティクスを
用いた研究手法の進歩により，リン酸化部位の特徴が徐々
に明らかにされてきた．2000年代初頭から，リン酸化は，
ポリペプチド鎖の中でも立体構造をとりにくい領域［天然
変性領域（intrinsically disordered region：IDR）］に多く生
じることが報告されていた 3‒5）．IDRは，その特徴的なア
ミノ酸組成から，予測が比較的容易である 6, 7）．親水性ア
ミノ酸に富む，グリシンやプロリンなどの二次構造をとり
にくいアミノ酸が多い，などの特徴があり，疎水性相互作
用によるポリペプチド鎖の折りたたみが進行しにくい．こ
れらの報告では，解析対象としたリン酸化部位の約8割近
くが IDRに存在するという結果が得られたが，この時点
ではあまり注目されることはなかった．その理由の一つ
には，解析対象数が少なかった（2004年の論文では1500
か所，2008年の論文では512か所）ことがあげられる．ま
た，IDRの定義も定まっておらず，立体構造をとる領域の
表面に存在する短い「ループ」も IDRとしてカウントすれ
ば，IDRにリン酸化が多いのは当たり前であるという解釈
も可能だからである．リン酸化はキナーゼにより触媒され
るため，折りたたまれたタンパク質の「内部」よりも「表
面」に生じやすいのは当たり前ではないかと考えられた．
その後，プロテオミクス技術の飛躍的進歩により，リン
酸化部位の情報が増え続けても（10,000以上），同様の統
計的結果が得られた 8‒10）．また，リン酸化のみならず，ア
セチル化やメチル化などの翻訳後修飾も同様の傾向がある
ことも報告された 9）．短い IDRではなく，数十アミノ酸長
以上の長い IDRに限定しても，同じ結論が得られたことか
ら，「立体構造表面の短いループに生じやすい」という説
は支持されない．さらに興味深いことに，一つの IDRには

図1 リン酸化によるタンパク質の機能制御
（A）オルソステリック効果．基質との相互作用部位近傍にリン酸基が付加されることにより，基質との特異的相互
作用が可能になる．（B）アロステリック効果．基質結合部位とは別の位置に付加されたリン酸基が酵素の立体構造
変化を引き起こし，結果として基質との特異的相互作用が可能になる．（A）, （B）いずれの場合でも，リン酸化が相
互作用を阻害する方向に働くこともある（負の制御）．また，酵素-基質間相互作用のみならず，タンパク質間相互
作用にも適用できる．
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複数のリン酸化がきわめて近い距離（最も近いリン酸基が
5～10残基以内）で入ることも示された 8, 11, 12）．この「群
がる」性質は，IDR外に入るリン酸化よりも，IDR内のリ
ン酸化に強くみられる 12）．我々が2020年に発表した論文
では，分裂期移行に伴うリン酸化を網羅的に同定・定量解
析し，約10,000か所のリン酸化セリン／トレオニン残基の
うち約6割が IDR（30残基長以上）に存在することを示し
た 10）．すべてのセリン／トレオニン残基の約2割が IDRに
存在することをふまえると，有意に高い数値である．
上記の一連の統計的事実は，リン酸化の「立体構造特異

的」制御機構とは明らかに矛盾している．そもそも立体構
造を持たないポリペプチド鎖に付加されたリン酸基が，「立
体構造特異性」を変化させることはありうるのか．可能性
としては，リン酸化により IDRが立体構造を獲得するケー
スが考えられる．しかし，ごく短いペプチドの例 13）を除
けば，このような現象は報告されていない．さまざまなペ
プチドを用いた実験や，構造シミュレーションが行われた
が，この可能性を支持する結果は得られていない．もしく
は，リン酸基の付加が induced fitを可能にするケースもあ
る．CREB（cyclic AMP-responsive element-binding protein）
とCBP（CREB-binding protein）との相互作用はこの例であ
る．CREB内のkinase-inducible domainは IDRであるが，そ
の中のSer133がリン酸化されると，CBP内で立体構造を持
つKID領域と相互作用し，αヘリックスを形成した状態で
結合する．このような IDRと立体構造領域との相互作用を
さらに拡大すると，長い IDRが複合体形成や細胞内シグナ
ル伝達の「ハブ」として機能しているという考え方が生ま
れる 14, 15）．特定の立体構造を持たない柔軟なポリペプチド
であるがゆえに，複数のタンパク質と相互作用し，柔軟に
そのパートナーを変えることができる（HMGA, α-synucle-
in, caldesmon等はその例）．その柔軟な相互作用ネットワー
クがリン酸化により制御される可能性は大いにある．しか
しながら，現時点ではこのような報告例は限定的であり，
40,000か所に及ぶリン酸化部位を説明するには足りない．
我々は，リン酸化を理解したような気になっていたが，実
はそのごく一部しか理解していなかったのである．

4. 液‒液相分離の主役としての IDR

リン酸化から少し離れて，IDRの研究に目を向けると，
2013年ごろから液‒液相分離の研究が急激に進み，IDRは
新たに脚光を浴びることになった．核小体やストレス顆
粒等に代表される「細胞内非膜オルガネラ」の形成原理と
して，これまで物理化学分野で研究されてきた相分離・相
転移が，生物学でも注目を集めることになった．細胞内の
液‒液相分離では，IDRどうしの弱い相互作用，もしくは
RNAなどの核酸と IDR間の相互作用が分子の集合を生み
出し，濃度の高い相（濃厚相）と低い相（希薄相）の，濃
度が異なる二層が出現する（図2）．立体構造特異的な相
互作用が「強い」相互作用であれば，こちらは「弱い」相

互作用であるが，それが分子内に数多く生じる（多価相互
作用）ことで，動的な分子集合が生じる．「弱い」相互作
用の正体は，静電相互作用やカチオンπ相互作用であると
考えられている．よって，すべての IDRが液‒液相分離を
引き起こすわけではなく，その強さはアミノ酸組成や配
列に依存する．現在，液‒液相分離に関する多くのデータ
ベース注1が作られ，さまざまな情報が集約されている．
タンパク質・核酸液‒液相分離の衝撃は，タンパク質科
学・生物物理学のみならず，細胞生物学，分子生物学にも
またたく間に広がった．これまで「立体構造」の解明こそ
がタンパク質機能解明のカギであるという方向性に，新た
な分岐点が出現したのである．これまで，分子間相互作用
の評価に広く用いられてきた解離定数（Kd）が使えない相
手が現れたのである．しかも，IDRはヒトプロテオームの
約半分を占めるため（IDRの定義により4～6割の範囲），
無視することはできない．この「形なき者」を相手とする
研究は，全世界の研究者を魅了し，爆発的速度で進行し
た．その詳細は，多くの総説がすでに発表されているの
で，そちらを参照していただきたい 16‒19）．

IDRが液‒液相分離の主役の一つとして脚光を浴びると，
リン酸化などの翻訳後修飾がその「制御」を担っていると
考えるのは自然な流れである．実際，リン酸化が液‒液相
分離や細胞内非膜オルガネラの形成・崩壊を制御する例
が報告された 20‒24）．これはどのように理解すればよいの
か．特定残基における負電荷の増加が IDRどうしの静電相
互作用，さらにはそれらの巨視的な振る舞いを変化させた
のであろうか．液‒液相分離が IDRの多価相互作用で引き
起こされていることをふまえると，それは難しいように思
える．前述のように，IDRと立体構造を持つドメイン間の
相互作用であれば，induced fitの考え方が可能であったが，
IDRの液‒液相分離の場合も可能であろうか．それとも，
IDRの総電荷が負に傾くことが重要なのであろうか．

5. リン酸化の「電荷ブロック」効果による液‒液相分
離の制御

このような状況で，我々の研究グループでは，リン酸化
がいかに液‒液相分離を制御するかを解明すべく研究を行
い，リン酸化による「電荷ブロック」の変化が液‒液相分
離を制御しうることを突き止めた 25）．その研究では，分
裂期移行に伴うリン酸化に注目した．細胞周期がG2から
M期へ移行する際に，CDK1/cyclin B等のキナーゼが多く
のタンパク質をリン酸化し，これが引き金となって細胞
内で大規模な構造変化（核膜消失，染色体凝縮，動原体・
紡錘糸形成など）が進行する．核小体は，間期では液相

注1  液‒液相分離に関するデータベース   
PhaSepDB：http://db.phasep.pro/   
LLPSDB：http://bio-comp.org.cn/llpsdb/home.html   
PhaSePro：https://phasepro.elte.hu/    
DrLLPS：http://llps.biocuckoo.cn/
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非膜オルガネラとして核内に存在するが，分裂期移行に
伴い核小体は崩壊・離散し，構成タンパク質の多くは細
胞質に拡散するか，もしくは染色体辺縁部（chromosome 
periphery）という新たな液相非膜オルガネラを形成する．
NPM1は，間期核小体の液‒液相分離の主要なタンパク質
であり，分裂期キナーゼでリン酸化されることが知られて
いた．一方，Ki-67は，間期核小体の周囲に結合し，分裂
期移行とともにリン酸化され，染色体辺縁部を形成する主
要な構成要素となる．我々が行った比較定量質量分析で
は，NPM1で11, Ki-67では77の残基でリン酸化が上昇す
る 10）（図3A）．
我々は，Ki-67とNPM1の IDRにおける電荷分布に注目
した．NPM1は中央部に約150アミノ酸残基長の IDRを持
ち，正と負の電荷の偏りがみられる領域（電荷ブロック）
が交互に並んでいる（図3B）．このプロットに11か所の分

裂期リン酸化残基を重ねると，二つの正電荷ブロック内に
集中していることがわかる（図3B，矢頭）．リン酸化残基
を−2の負電荷として計算すると，分裂期リン酸化型では，
二つの正の電荷ブロックが消失している．一方，Ki-67で
は，分裂期リン酸化は，中央部のリピートドメインに集中
している（図3B）．その一つに着目すると，間期型（非リ
ン酸化型）では，正のブロックのみがみられるが，分裂期
型で九つのリン酸化が生じると，前半の正電荷ブロックは
そのままで，後半に負電荷ブロックが出現する．実は，こ
の正・負の電荷ブロックと，液‒液相分離との間には密接
な関係が存在する．
ソフトマター物理学の分野では，荷電ポリマーにおける
電荷分布と相分離との関係性に関する研究が以前から行わ
れてきた．たとえば，同数の正，負に荷電したモノマー
から構成される荷電ポリマー（総電荷は0）の場合，鎖上

図2 液‒液相分離
（A）液‒液相分離の模式図．単一ポリマー溶液（二成分系）の液‒液相分離の一例．系のポリマー濃度を上昇させて
いくと（①），ある濃度（Csat1）で相分離が始まり，これまで均一だった系内に濃度の高い相が出現する（②）．この
とき，濃度の低い層を希薄相，高い相を濃厚相という．さらに濃度を上げると，濃厚相の割合が増加し（③，④），
やがてすべて濃厚相になる（⑤，⑥）．（B）横軸にポリマー濃度，縦軸に温度（相互作用の強さ）をプロットした相
図．（A）で示したように，温度一定でポリマー濃度を変化させたときの動きを点線で示す．図中の数字①～⑥は，
（A）の①～⑥に対応．（C）系全体と各相内のポリマー濃度の関係．（B）の点線で示した動きのときの，希薄相と濃厚
相の濃度をプロットしたもの．二成分系では，相分離がみられるとき，各相内のポリマー濃度は一定である．
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の電荷の偏りと液‒液相分離との間に正の相関があること
が報告されている 26‒29）．つまり，正と負が交互に並ぶポ
リマーと，正と負が両端に完全に分極して並ぶポリマー
とでは，後者の方が相分離を起こしやすいのである（図
4A）．この仕組みはまだ完全には解明されていないが，お
そらく，分子間におけるモノマーどうしの静電相互作用を
考えたときに，電荷の偏りが小さいと，隣接する対電荷が
分子間静電相互作用を打ち消す（弱める）効果を発揮する
からであると考えられている．つまり，電荷が偏っている
方が，対電荷が近傍に存在せず，より強い分子間相互作用
が得られると考えられる（図4B）．この事実を，NPM1と
Ki-67のリン酸化に適用すると，NPM1では，リン酸化に
より正・負交互の電荷ブロックが消失しているので相分離
が「抑制」される方向に，逆にKi-67ではリン酸化により
電荷ブロックが出現しているので相分離を「促進」する方
向に働くという仮説が成り立つ（図4C）．
この仮説を検証すべく，in vitroおよび in vivoでさまざま

な実験を行った結果，仮説を支持する結果が得られた．た
とえば，大腸菌で発現・精製したNPM1の IDRは，in vitro
で強い相分離を示す．これをCDK1/Cyclin B1でリン酸化す
ると相分離能は顕著に低下する（図5A）．分裂期にリン酸
化される11残基をすべてグルタミン酸（E）に置き換えたリ
ン酸化模倣変異体でも，同様に相分離能が顕著に低下して
いた（図5A）．さらに，本来であればリン酸化されない残
基をEに置き換えて，電荷ブロックの分布がリン酸化型に
よく似た人工タンパク質を作製すると，リン酸化型と同様，
相分離能が低下していた（図5A）．Ki-67に関しても同様の

結果が得られ，IDR上の電荷の偏りと，相分離の臨界濃度
との間には，強い負の相関があることがわかった（図5B）．

6. 巨視的な電荷分布の重要性

「電荷ブロック」型制御の特徴と重要性は，以下にまと
められる．
①特定のアミノ酸残基のリン酸化ではなく，より巨視的
な「ブロック」の電荷変化が重要である．
②単一ポリマー系の場合，正・負両方のブロックが存
在すると相分離は促進される．片方の電荷ブロックし
かない場合，もしくは明確なブロックが存在しない場
合，相分離は生じにくい．
③ブロックの大きさは，数十アミノ酸であることが多
い．
特に①の特徴は，従来の「立体構造特異的」なリン酸化
制御の仕組みとはまったく異なるという点で重要である．
前述のとおり，従来の考え方では，リン酸化部位は立体構
造上の特定の部位に生じることが重要である．よって，多
くの重要なリン酸化部位は，種間で保存性が高い．これに
対して，「電荷ブロック」型制御では，残基レベルでの特
異性は必要ない．数十アミノ酸程度の「巨視的」な領域の
総電荷が重要である．そもそも IDRは，立体構造をとる領
域に比べると，アミノ酸保存性が低い．これは，立体構造
のバイアスが低いのが主な理由であるが，リン酸化部位の
保存性も当然低い．NPM1の場合を例にあげると，ヒトと
マウスでは，構造領域のアミノ酸同一性が100％であるの

図3 核小体タンパク質Ki-67とNPM1の構造とリン酸化
（A）ヒトKi-67とヒトNPM1のドメイン構造．分裂期移行に伴い，量が増加（マゼンタの三角形）もしくは減少
（グレーの三角形）するリン酸化部位を，上部の三角形で示した．Ki-67では77か所，NPM1では11か所でリン酸化
が増加する．Ki-67は分子全体で高い IDRスコアを示す．（B） IDRのチャージプロットとリン酸化．Ki-67のリピー
トドメイン中の12番目のリピート（12番目）（左）と，NPM1中央部の IDR（右）のチャージプロット．それぞれ，間
期型と分裂期型を示す．分裂期型では，同定されたリン酸化部位の電荷を−2として計算．分裂期リン酸化部位を
（A）と同様，三角形で示した．
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に対して，IDR内では88％（128/146）程度であり，ヒト
の11個の分裂期リン酸化残基のうち，保存されているの
は9個（82％）である．ヒトとアフリカツメガエルでは，

構造領域が76％，IDRが51％の同一性であり，保存され
ているリン酸化部位は11個中で4個だけである（図6A）．
「電荷ブロック」型制御は，リン酸化はなぜ IDRに入る

図4 ポリマー鎖の電荷の偏りと液‒液相分離
（A）同数の正と負のモノマーから構成されるポリマーの模式図．上段の方が電荷の偏りが大きく（ブロック荷電ポ
リマー），下段ほど偏りが小さい（ランダム荷電ポリマー）．一般的に，電荷の偏りが大きいほど，液‒液相分離を
示しやすい．（B）ランダム荷電ポリマー（左）とブロック荷電ポリマー（右）の分子間相互作用の違い．ランダムポリ
マーでは，モノマー間で静電相互作用が働くが，同時に隣接する対電荷による斥力が生じ，結果として，分子間相
互作用は弱くなる．一方，ブロック荷電ポリマーでは，対になる電荷ブロックどうしが相互作用するため，より強
い相互作用が得られると考えられている．（C）リン酸化による電荷ブロックの変化と液‒液相分離制御仮説．Ki-67
の場合，間期（脱リン酸化）型では，リピートドメインは正のブロックが多いが，分裂期リン酸化により負のブ
ロックが出現し，正・負が交互に現れるブロックポリマーへと変化する．これにより，液‒液相分離が亢進する
（染色体辺縁部の形成）と考えられる．一方，NPM1は，間期（脱リン酸化）型では正・負の電荷ブロックが交互
に存在し，分裂期リン酸化により正のブロックが消失する．これにより，液‒液相分離は抑制（核小体が崩壊）さ
れると考えられる．
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のかという問いに答えを与えるのみならず，なぜ群がるの
か，という問題に対しても答えを与えうる．一つのリン酸
基だけでは「ブロック」の電荷を変化させることはできな
いため，「群がる」必要があると考えられる．この原理に
基づいてヒトプロテオーム内の IDRの電荷分布を解析する
と，NPM1, Ki-67以外にも多くのタンパク質で IDRの電荷
ブロックを見いだすことができる 25）．これらのタンパク
質がリン酸化による電荷ブロック制御を受けているかどう
かは，今後の研究成果を待たねばならない．そのために
は，リン酸化を比較定量する技術が必要不可欠である．こ
れまでのリン酸化部位の検出は定性的であり，リン酸化
データベースには，残基の情報は含まれるが量的変化に関
する情報はほとんどない．リン酸化プロテオミクス技術の
さらなる進歩 30, 31）に期待するとともに，インフォマティ
クス的アプローチによる網羅的解析も必要になると思われ
る．ちなみに，ヒトプロテオームを対象とした最新のリン
酸化質量分析で同定されたリン酸部位から，IDRに存在す
るものを抽出して，近傍アミノ酸をロゴ解析すると，＋1
のプロリン残基（CDKやMAPKのコンセンサス配列）以
外は，−6から＋6まで，塩基性アミノ酸がまんべんなく
高い頻度で検出される（図6B）．これは，正の電荷ブロッ
クを減弱させるリン酸化が多いことを示唆しているとも解
釈できる．

7. 電荷ブロック型制御が生み出す新しい制御機構の可
能性

「電荷ブロック」型制御は，「立体構造特異的」な仕組み
では説明困難な，液‒液相分離の制御機構を提供するのみ
ならず，さらにマクロな視点での系の活性制御機構に関し
ても興味深い仕組みを提供してくれる．

1） ロバストネスと非線形を生み出す仕組み
生物学の教科書でよく目にする，リン酸化・脱リン酸化
がタンパク質の機能をON・OFFする場合を考える．「立体
構造特異的」制御でよくみられるこのようなケースでは，
個々のタンパク質分子に注目すると，ONとOFFの2状態
しかなく，その間は不連続である．系に多くのタンパク
質分子が存在するとき，系内のキナーゼ活性が高いほど，
ON状態の分子数が増える．その結果，入力（キナーゼ活
性）と出力（タンパク質の機能・活性）と間には線形性が
みられ，やがて飽和する（図7A）．もし複数のリン酸化が
協調的に活性化に関与する場合，線形ではなくシグモイド
カーブになり，協調性が高いほどその傾きは大きくなる
（図7B）．
これに対して，「電荷ブロック」による液‒液相分離制御
系は，まったく異なる挙動を示す．リン酸化により液‒液相
分離が亢進する場合，濃厚相の形成を出力（タンパク質機
能）とすると，非リン酸化状態では，系全体の出力は0であ
る．キナーゼ活性が上昇するにつれて系内のリン酸化が進行

図5 リン酸化および電荷ブロック模倣変異は液‒液相分離を制御する
（A）大腸菌から精製したNPM1の IDRは，in vitroで強い液‒液相分離を示す．同タンパク質をCDK1であらかじめリ
ン酸化しておくと，相分離能は低下する．同じ現象が，リン酸化模倣変異体でもみられる．本来ならリン酸化さ
れない残基をグルタミン酸に置き換え，電荷ブロックを「リン酸化型」に似せた「電荷ブロック模倣変異体」でも
同じ現象がみられる．（B） IDR内の電荷の偏りと液‒液相分離能の強さとの関係性．Ki-67のリピートドメインのア
ミノ酸を置換し，さまざまな電荷ブロックを持つタンパク質を合成・精製し，それらの液‒液相分離能を in vitroの
アッセイで定量化した．電荷ブロック（電荷の偏り）の定量化には，BLC（Blockiness of like charges）値を，液‒液相
分離能の定量化には，臨界濃度（Csat）を用いた．詳しくは文献25を参照．
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するが，しばらくの間は相分離が生じない（図7C）．つまり
出力は0のままである．さらに入力が上昇し，いわゆる「臨
界濃度」や「飽和濃度」と呼ばれる点に到達すると，ようや
く相分離が始まる．この濃度は，二成分系相分離の場合，ポ
リマー濃度を上昇させていったときに相分離が生じ始める点
として定義されるが，リン酸化の場合は，系内のリン酸基の
上昇によって相分離し始める点と置き換えられる．よって，
臨界点以下では，系の出力は入力値の変化に対して強いロ
バストネスを持つ．実は，そもそも相分離の現象自体が，転
写レベルの揺らぎに起因するタンパク質の濃度変化をキャ
ンセル（緩衝）する仕組み（ノイズキャンセリング）として
機能しているという考え方もあり32），これにより細胞質（希
薄相）と非膜オルガネラ（濃厚相）のポリマー濃度が一定に
保たれていると考えられている 33）．このように，相転移現象
は，系の揺らぎに対して強いロバストネスを示す．
一方，リン酸化が臨界点を超えると，相分離により系の出

力は急上昇し，その後は系の成分数等に応じて一定値か上
昇傾向がみられる（図7C）．臨界点以下がロバストネスを示
したのに対して，臨界濃度付近では，わずかな入力の変化で
不連続な出力が得られることになる．これは，協調的機構に
よるシグモイド曲線よりもシャープな反応であろう．相分離

系では，複数のリン酸化部位の間に協調性は必要ない．おそ
らく，系内のリン酸化が進行するに従って，リン酸化状態が
異なるヘテロな分子集団が形成されると思われる（図7D）．
その総量が臨界点以下であれば，相分離は起こらず，それ
以上だと相転移が進行する．このように，リン酸化が相分離
を制御する系では，ヘテロな分子集団が示す巨視的振る舞い
により，入力（キナーゼ活性）と出力（基質タンパク質の機
能）の間に強い非線形性が生み出される．これが細胞内のど
こで機能しているかは，今後の研究成果を待つ必要がある
が，「立体構造特異的」制御だけでは困難な仕組みを，相分
離は可能にしているという点は興味深い．

2） 他の翻訳後修飾による電荷ブロック制御の可能性
リン酸化に加え，他の翻訳後修飾も液‒液相分離を制御
する例が示されている 34, 35）．リン酸化が電荷的に中性なア
ミノ酸側鎖（セリン，トレオニン，チロシン）に負電荷を
付加することで電荷ブロックを変化させるのであれば，電
荷の変化を伴う翻訳後修飾でも同様の原理が働いている可
能性が高い．前述のバイオインフォマティクス解析では，
リン酸化のみならず，アセチル化やメチル化も IDRに生じ
やすく，かつ群がる傾向がある 9）．アセチル化は，リシン

図6 IDRにおけるリン酸化のアミノ酸配列保存性
（A） NPM1のアミノ酸配列アラインメント．最上段にヒトNPM1のアミノ酸配列とアミノ酸番号を示す．ヒトと同
一アミノ酸をドット（．）で示した．中央部の IDRを影で示した．ヒトで同定されたリン酸化部位（11か所）を矢印
で示す．（B）ヒトプロテオームで同定されたリン酸化部位近傍のロゴ解析．IDR外（左，約6200か所）と，IDR内
（右，約10,000か所）に分類し，近傍（−6～＋6）のアミノ酸頻度を模式的に示した．



37

生化学 第 95巻第 1号（2023）

およびアルギニン残基側鎖のアミノ基にアセチル基が共有
結合する反応であり，これによりアミノ基の正電荷（＋1）
が消失する．ということは，脱アセチル化状態では存在し
ていた IDR中の正電荷ブロックが，アセチル化により消失
することで，液‒液相分離を制御する可能性もある．また，
メチル化は，アセチル化と同様，リシンとアルギニン残基
側鎖のアミノ基にメチル基が付加される反応であるが，ア
セチル化と異なり，アミノ基の正電荷は消失しない．しか
し，メチル基という疎水性官能基により，アミノ基の正電
荷がマスク（シールド）されると考えられている．特に，
ジメチル，トリメチル化の場合，その効果はより大きくな
る．よって，アセチル化と同様，メチル化による正電荷ブ
ロックの消失が液‒液相分離を制御している可能性も十分
に検討に値する．現時点ではこれらの事実を示す実験結果
は得られておらず，すべてのメチル化やアセチル化がこの
原理で働いているわけでないと考えられるが，今後の検討

が期待される．

8. まとめ

翻訳後修飾による液‒液相分離の制御は，細胞内液相非
膜オルガネラの構造・機能のダイナミクスを理解する上で
重要な仕組みである．これまで多くの例が報告されてきた
が，その多くは現象の記述にとどまっていた．ここで解説
した「電荷ブロック」型の制御機構は，従来の「立体構造
特異的」とはまったく異なる仕組みで相分離を制御する．
これですべてのリン酸化が説明できるわけではないが，翻
訳後修飾の研究に新しい1ページを記したことは確かであ
ろう．今後，より深い原理の解明やそれに基づいた現象の
記述が待たれる．

図7 リン酸化と液‒液相分離によるタンパク質の機能制御
（A）単一のリン酸化により酵素活性が上昇する場合．系内でリン酸化が進行にするにつれて，系全体の活性は，始
めは直線的に上昇しやがて一定値に収束する．（B）複数のリン酸化が協調的に働いて酵素活性を上昇させる場合，
リン酸化の進行と系全体の酵素活性との関係はシグモイド曲線になる．（C, D）複数のリン酸化によりタンパク質
の液‒液相分離が亢進する場合，濃厚相の出現を系の出力とすると，リン酸化の進行と系の出力との間には非連続
性がみられる（C）．飽和濃度以下では，リン酸化が進行しても，リン酸化に関してヘテロな分子集団が形成される
（D）だけで，相分離が生じないため，常に出力が0である．飽和濃度を超えると，急激に出力が上昇する．飽和濃
度以上における系の出力は，系の成分数や出力パターンにより影響されると考えられる．
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