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〔原著〕

プ ロテオーム解析におけるリ ン酸化タ ンパ ク質の高感度分析法に関する
基礎的検討とミエリ ン塩基性タンパク 質への応用

秋山麹_1 ・島田信子 2 ・木村成道 3 ・戸田年総 1

SUMMARY 

Protein phosphorylation is one of the most significant post-translational modi五cations
that regulate protein functions. In most researches on protein phosphorylation, autoradiogｭ
raphy of 32P-labeled proteins and/or westem blotting with specific antibodies has been genｭ
erally employed. In this paper, we assessed the effectiveness of affinity purification of 
phosphorylated proteins and phosphorylated peptides prior to mass spectrometric analysis. 
We primarily confirmed that MALDI-TOF-MS is actually effective in assignment of phosｭ
phorylation sites on phosphoseryllphosphothreonyl authentic peptides and tryptic peptides 
derived 仕omnatural casein, whereas this technique is not e伍cient for phosphotyrosyl pepｭ
tides. We subsequent1y optimized the procedure of immobilized metal ion a血nity chromaｭ
tography (IMAC) for enhancement of MALDI-TOF-MS signals in PSD of phosphorylated 
peptides. We further assessed the e旺'ectiveness of a伍nity concentration of phosphorylated 
proteins performed prior to electrophoretic separation using a commercially available kit. 
The optimization of these methods allowed us to assign a novel phosphorylated site on 
myelin basic protein (MBP) isolated from rat spinal cord. 

Keywords: 加'lALDI-TOF-MS， post-sorce decay, neutralloss, Immobilized metal ion a伍n

ity chromatography, myelin basic protein. 

はじめに

タンパク質の リ ン酸化は，細胞内シグナル伝達系， 癌化，

アポトーシス，免疫応答，代謝調節など，様々な生物学的

過程において最も重要な翻訳後修飾の一つである. プロテ

オミックスによるタンパク質リン酸化の研究は， 二次元電

気泳動後のゲノレを Pro-Q Diamond 蛍光色素などで特異的に

染色し，細胞内タンパク質のリン酸化動態を総合的に解析

すると い う ， いわゆる網羅的なアプロ ーチと，特定のタン

パク質に絞り込んでリン酸化の有無や リ ン酸化部位の特定

を行うと い う 掘 り 下げ的なアプロ ーチの両面で行われる

しかし蛍光染色法や， ウ エスタンブロッ ト 法では， リン酸

化の存在は確認されても， どの位置のアミノ酸残基に リ ン

酸化が起きているかを知ることはできない，これに対し

PSD (post-source decay) モードによる MALDI-TOF-MS 質

量分析や， CID (colJision-induced dissociation) モ ー ドに よ

る MALDI-Q-TOF-MS/MS， MALDI-QIT-MS/MS, ESI-Qｭ

TOF-MS/MS などの多段階質量分析は， リン酸化の有無の

みならずリ ン酸化部位の特定にも有効であり ， とりわけ

PSD モードの MALDI-TOF-MS 質量分析は最も簡便で\解

析が容易であることから，今後広く 利用されるようになる

ものと考えられている. しかしながらその一方で， 生体内

のリン酸化タ ンパク 質は極めて微量であり， しかもリン酸

化ペプチドは MS でのイオン化効率が低いという 問題があ
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り， 実際の生体サ ン フ。ル中のリ ン酸化タ ンパク 質を高感度

でプロテオーム解析することは現実的には難しいとされて

いる この問題を解決するために， これまでに様々な分析

方法の改良 1-4) や新技術の開発 5 - 7) が報告されているが，

実際に PSD モードによる MALDI-TOF-MS を実施して生体

サ ンフ.ル中のリ ン酸化タンパク 質が分析できたとい う 報告

例は少ない. そ こで我々 は 電気泳動に掛ける前の リ ン酸

化タ ンパク 質の段階と，ゲル内消化を行っ た後のリ ン酸化

ペプチ ドの段階で 2 回濃縮を行い PSD モードによる MALDI

TOF-MS の シグナルを最大限に増強する こ とができれば，

生体サ ンプル中の微量の リ ン酸化タンパク 質も高感度で分

析できるよ う になるはずであると考えて， 実際のサ ンフ。ノレ

でそれを確認するために本研究を行っ た.

まず最初に，そもそも一般に言われているよ う に PSD

モ ー ドによる MALDI-TOF-MS はセリ ン ， トレオ ニ、ノ，チ

ロ シンの全てのリ ン酸化に適用が可能な方法であるか，複

数の残基で多重にリ ン酸化されたペプチドの場合， どのよ

う な シグナルが得られるのか，あたらめて調べ直してみる

ことにした.次に， トリ プシン消化後のリ ン酸化ペ プチド

を固定化金属キレート ア フィ ニ ティー ク ロマト グ ラ フ ィ一

法 (以後 IMAC 法) で濃縮することによ っ て . PSD モード

の MALDI-TOF-MS における シ グナル強度を増強させるこ

とができるか否か. Casein α. Casein ß および Ovalbumin (以

後 OVA) の トリ プシン消化物をサ ン プル と して検討した.

さ ら に，電気泳動に掛ける前にサ ンプル中のリ ン酸化タ ン

パク 質を濃縮してお く ことが，その後の MS 分析における

検出感度の向上にどの程度有効であるか， 実際にラ ッ ト の

脊髄のタンパク質を用いて調べた.ただしここで‘私たち

は. IMAC 法によるリン酸化ペ プチドやタ ンパ ク質の特異

的精製では， アフィニティ担体のわずかな条件の違いに

よ って結果が大きく左右されることをすでに確認していた

ので，多くの研究者が容易に実施できる方法を確立するた

めには， 品質が安定している市販のキ ッ ト を用いる方法を

ベースに最適化を行うのがベストであると考えて本研究を

行っ た. その結果， 生体試料中のリ ン酸化タ ンパ ク質を高

感度分析するためには，まずタ ンパ ク質の段階でリ ン酸化

タンパク質特異的な吸着濃縮キ ッ トを用いて濃縮しさ ら

に トリ プシン消化後にリン酸化ペ プチドとしての IMAC 法

を実施するという 二段階の濃縮が有効であることを確認し

た.この結果を踏まえ，我々が最適化したプロトコ ルに従っ

てラット脊髄由来のミエリン塩基性タ ンパク 質 (MBP) の

プロテオーム解析を行い， これまでに報告のなかっ た新し

い部位に リ ン酸化を見いだ したので報告する.

材料および方法

(1)装置

蛍光染色ゲルの画像の取り込み，および画像解析には，

Bio-Rad の Molecular Imager FX および PDQuest System を

用いた 質量分析には，島津製作所の AXIMA-CFR を用い

た

(2) ミエリンおよびミエリン塩基性タンパク質の調製

ミエ リ ン は， ラ ッ ト の脊髄を出発材料 と し . Norton らの

方法的に従い， ショ 糖密度勾配遠心法の よ って調製した.

ミ エ リン塩基性タンパク 質の可溶化は，通常一般に用い ら

れてい る塩酸抽出法に加え. QIAGEN社の培養細胞用 Phos

phoProtein Purification Kit に添付された Lysi s Buffer を用し、

て行っ た.

(3) リン酸化標準ペプチドおよびリン酸化標準タンパク質

セ リ ン リ ン酸化標準ベチ ドとしては Sigma 社の TP-IP

(FQpSEEQQQTEDELQDK) 9)T1-2 (4P) (RELEELNVPGEIV 

EpSLpSpSpSEESITR) 9). P (Ser'l92) -p53 (KTEGPDpSE) を，

トレオニ ン リ ン酸化標準ペプチドとしては ASI 社の P-

24514 (RRREEEpTEEEAA-OH) を，チロ シン リ ン酸化標準

ペプチドとしては CBC 社の Src Peptide 521-533 (TSTEPQ 

pYQPGENL) 10) を用いた.またリ ン酸化標準タ ンパク 質 と

しては Sigma 社の Casein α. Casein ゚ . OV A を， コ ン トロー

ルの非リ ン酸化タンパク 質には BSA (Sigma) を用いた.

(4)リン酸化タンパク質の電気泳動とスポットの同定

リ ン酸化タ ンパク 質の電気泳動は. 7.5%T SDS-PAGE ゲ

ルを， ラッ ト ミ エリ ン タ ンパク 質の電気泳動には. 15%T 

SDS-PAGE ゲルを用いて行った目 全タ ンパ ク質の染色には，

SYPRO Ruby (Genomic Solutions ) を，リ ン酸化タ ンパ ク質

の検出には Pro-Q Diamond (Molecular Probes) を用いた.

(5) リン酸化ペプチドの濃縮

リ ン酸化ペ プチドの濃縮は Pierce 社の Phosphopeptide

Isolation Kit を用いて行っ た. ト リプシン消化後のリ ン酸化

タンパク 質溶液を SpeedVac で獲縮し. 0.5 ~ 5μ.g/ml とな

るよ う に 5.0% 酢酸に再溶解し，キ ッ トの Mini-spin column 

に注入した.基本的な操作はマニ ュ アルに従っ たが. Ma住ix

solution についてはマニ ュ ア ルでは ルcyano-4-hydro可cm

namic acid (以後 CHCA) を 3% 蟻酸. 50% アセ ト ニ トリ ル

に溶解して使用するところを，我々はアセト ン可溶性画分

を除いた CHCA を終濃度が 10 mg/ml となるよ う に 50% ア

セ ト ニトリル. 40% メタノ ールに溶解して使用した.

(6) リン酸化タンパク質の濃縮

リ ン酸化タ ンパク 質の濃縮は. QIAGEN 社の培養細胞用

PhosphoProtein Purification Kit を用いて行った基本的な操

作はメ ー カ ーのマニ ュ アルに従 っ たが， 一部改変したので

我々が実際に行った方法を以下に述べる まず最初にリ ン



酸化タンパク質と非リン酸化タ ンパク質の混合溶液を，あ

らかじめ 10% の CHAPS を含む Lysis Buffer で平衡化して

おいた PD-lO カラム (Sigma 社製)に通し，脱壊と バッ

ファー置換を行ったタンパク濃度が高い時は，上記ノ〈 ッ

ファーで希釈してタンパク濃度を 0.1 mg/ml に調整し， Phosｭ

phoProtein Purification Kit の濃縮カラムに添加して，リン酸

化タンパク質を吸着させた. このカラムに 6ml の Lysis

Buffer を流して非リン酸化タンパク質を除いた後， 0.25% の

CHAPS を含む PhosphoProtein Elution Buffer 500μl を数回

に分けて流し， リン酸化タンパク質を溶出した タンパク

質のピーク画分を集めて NanoSep 限外ろ過カラムに添加

し ， 1O，000 x g で 10 分間遠心し， 50μl 程度まで濃縮した.非

吸着画分も同様に濃縮した なお，尿素等の変性剤を含む

バッファ ーを用いて組織などから抽出された リ ン酸化タ ン

パク質は，そのままではカラムへの吸着性が低 く， また こ

れをキットの Lysis Buffer にバッファ ー置換するとタンパ

ク質が不溶化することがあるので注意を要する.

(7) リン酸化タンパク質の in-gel 消化とリン酸化ペプチ

ドの MS 分析

SDS-PAGE を行っ た後， ゲルからタンパク 質のバンドを

切り出し，ホーム ページ (http://proteome.tmig.or.jp/2D/

L 2DEmethod.htmO で公開している戸田 らの方法に従って，

トリ プシンによる in-gel 消化を行った 以下に操作手順を

簡単に述べる.(1)還元処理液 (1.5 mg/ml DTI, 100 mM 

重炭酸ア ンモニウム) 中で 30 分イ ンキュ ーベート ， (2 ) ア

ルキル化処理液 (10 mg/ml ヨー ドアセトアミド， 100mM 

重炭酸アンモニウム)中で 30 分インキュベート， (3) 脱色

液 A (50% メタノール ， 50 mM 重炭酸ア ンモニウム) 中で

15 分間 x 2 回インキュベート， (4) 脱色液 B (50% アセト

ニトリル， 50 mM 重炭酸アンモニウム)中で 10 分間 x 3 回

イ ン キ ュベート， (5) 10% アセトニ トリ ル中で 5 分間イン

キュベート， (6) 液を除いてゲルを風乾する. (7) これに，

トリプシン消化液 (5μg/ml ト リプシン， 30% アセトニト

リル， 50mM 重炭酸アンモニウム) 30 ~ 50μl 加え， 300C 

で一夜インキュベートした. MS 分析用のサンプルプレー

ト (MALDI ターゲットプレート)には，この消化液 1μl を

マトリックス溶液 (10 mg/ml CHCA, 50% アセトニトリル，

40% メタノ ー ル) 1μl と混合して塗布した.なお一般には，

ゲノレ中消化後のペプチドを 1% 蟻酸や 50% アセトニトリ

ル， 0.1% TFA などで抽出するという方法が行われている

が，我々はトリプシン消化液のアセトニトリル濃度を 30%

とすることで，インキュベーション中に 8013も以上の消化ペ

プチドがゲル外に溶出 されることを確認しており， 抽出操

作は必要ないと考えている.

PMF 法によるタンパク質の同定および PSD 法によるリ

ン酸化ペプチドの分析には，島津製作所の MALDI-TOF 型
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質量分析計 (AXIMA-CFR) を用いたまたデータベースの

検索には ExPASy Server の MS-Fit 検索エンジンを利用し

た

結果および考察

(1) PSD モードの MALDI-TOF-MS によるリン酸化ペプ

チドの解析

近年の プ ロテオーム研究では， リ ン酸化ペプチ ドの解

析に質量分析が利用されている.特に PSD モードによる

MALDI-TOF-MS では，イオン化されたペプチドのうちリン

酸化が疑われる質量を持つもの(データベース上の質量よ

り 80 Da の整数倍大きい質量をもつもの)だけをイオン

ゲー ト で選択的に通した場合，質量分析計内を飛行してい

る聞に，熱力学的に不安定な リ ン酸化構造部分カ; ß 脱離

(cisモlimination) を起こし，質量の減小が起こる現象 (ニュ ー

トラルロス ) が観察されるとされている 11 - 14) 

我々は，この現象がすべてのリ ン酸化で同じように発生

するものか疑問を抱き，実際に標準ペプチドを用いて分析

した結果，セリンリン酸化ペ プチド TP-1P (Sigma) 9) , P 

(Ser'92) -p53 (Sigma) ，トレオニンリン酸化ペプチド P-24514

(ASI) ではいずれも 98 Da のニュートラルロスが観察され

た(図 lA， B) . これに対しチロシンリン酸化ペプチ ド Src

Peptide 521-533 (CBC) 10) では，イオ、ノ化の際のレーザ一光

のエネルギーをさらに上げて行ってもニュートラルロスは

観察されず，チロ シンの リ ン酸化は見逃す可能性がある こ

とがわかった (図 lC) .

また 1 分子中に 4 箇所のセリンがリン酸化された標準

ペプチド Tl-2 (4P) (Sigma: 分子量 3122 .29) では， リ ン

酸基が 1 つ外れた 3025.08， 2 つ外れた 2928.76， 3 つ外れた

283 1.21， 4 っとも外れた 2734.37 のピー クが検出された (図

2) .このとき， リ ン酸基が 2 つ外れたペプチドイオンでは，

さらに -HP03 が外れて 80Da減小したイオ ンが観察されて

おり，多重リン酸化ペプチドでは， リン酸基が外れるにつ

れて 98 Da のニュートラルロスに比し 80Da の ニ ュ ートラ

ル ロ スが増加する傾向がみられた

(2) リン酸化ペプチドの濃縮

既に述べた ようにリ ン酸化ペプチ ドの検出感度は低く，

通常のベプチドの 1 / 5 以下である.そこで我々は，金属 (特

に 3 価の鉄，ガリウム ) にリン酸化ペプチドが強く結合す

る性質を利用した凹AC 法 9. 12， 15) を用いることによって，

MS における リ ン酸化ペプチドの検出感度を上げられるの

か検討した ク ロ 7 ト担体としては， His-Tag 組換え体タ

ンパク 質の濃縮に使用される IDA agarose9) を用いた

Pierce 社の IMAC 法では，非特異的な吸着を防ぐ為に，洗

浄液に 10-30% のアセ トニトリルあるいは 0.01% Tween 20 

などの非イオン性界面活性剤を加えることが必須であると
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Fig. 1. Neutral loss analysis of phsphoseryl (A), phosphothreonyl (B) and 
phosphotyrosyl (C) peptides by PSD mode of MALDI-TOF-MS. Neutral 
loss of 98 Da was observed 仕om phosphoseryl and phosphothreonyl 
peptides. 
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Fig.2. Neutralloss analysis of tetraphosphorylated peptide Tl-
2(4P). 

されている.標準のーリン酸化ペプチド TP-1P， および四

リ ン酸化ペプド Tl-2 (4P) を用いて ， 溶出溶液を O.lM か

ら 0.8M 重炭酸アンモニウムまで (pH は 9.0 から 10.0 ま

で) ， アセ 卜 ニ ト リル濃度は 10% から 20% まで変えて溶出

を試みたが，溶出効果に違いが見られなかったので， 以後

の実験では O.lM 重炭酸アンモニウム (pH 9.0) , 10% アセ

ト ニ ト リルを用い る こと にした. リ ン酸化 タンパク 質

Casein α， Casein ß をト リ プシン消化後に IMAC を行ない，

先のサ ンフ。ルと 吸着溶出後のペプチ ドの MS と PSD を行っ

た結果を図 3 お よび図 4 に示す. Casein ß のトリプシン消

化物中の 2061.8 Da ペプチ ドイオ ンでは 98Da のニュ ー ト

ラルロスが(図 3C) ， Casein α の 1952.3 Da と 1660.9 Da で

は， 98Da と 80Da のニュ ート ラル ロ スが観察された (図

4C). 

Casein ß の消化ペプチドで観察されたニュートラルロ

スは，同 じア ミノ 酸配列のリ ン酸化標準ペプチド TP-1P

(Sigma) のそれと一致した.また， リン酸化標準ペ プチド

を用いた分析では，セリ ン ， ト レオニンのニュー ト ラルロ

スは主に 98Da であったが， casemα では， 80Da のニュー

ト ラノレロスも観察された 四 リン酸化ペプチ ド Tl-2 (4P) 

(Sigma) の結果 (図 2) と合わせて考えると， リン酸化ペ

プチ ドのニュートラノレロスは，ペプチドの長さや周囲のア

ミノ酸の影響を強くうけているものと思われる.

(3) リン酸化タンパク質の濃縮

一般にリン酸化タンパク質は， 非 リン酸化タンパク質に

比べて微量であることが多く，発現量の低いリン酸化タン

パク質を電気泳動後に同定し，さらにどのアミノ 酸がリン

酸化を受けているのかということを MS で分析するために

は，検出感度を上げるために何らかの前処理を行う必要が

ある.そこで我々は QIAGEN 社の培養細胞用 PhosphoPro

tein Purification Kit16. 17 ) による濃縮の効果を， リ ン酸化標

準タンパク 質 (Caseinα， Casein ß および OVA) および非

リン酸化コントロ ールタンパク質 (BSA) の混合液サ ンプ

ルと して用い検討した. その結果が図 5 である.

「材料お よ び方法」 の (6) の記述に従ってカラム非吸着

画分と吸着溶出画分を得， 7.5%T のゲルで SDS-PAGE を

行った.このゲルに対し Pro-Q Diamond によるリン酸化タ

ンパク質特異的蛍光染色を行ったところ， 吸着溶出画分に

は Casein α， Casein ß と OVA が濃縮されていることが確認

された (図 5A-3) さらにこのゲルを SYPRO Ruby で再染

色 し，全タンパク質を検出 した結果， BSA は非吸着画分に



A 

B 旬∞

60 

60 

‘。

20 

500 

C 旬。。

00 

60 

70 

60 

国

40 

担

2。

唱。

。

Casein β 

Casein S 

Bound Fraction 2061.8 
ute fraction 

'000 '500 2000 

ル幅.SJO賀町9・

2061.8 (48・63)
(FQpSEEQQQTEDELQDK) 

98Da 

生物物理化学 2005; 49 : 77 

2500 

司 920 1~O 2000 2020 20..0 2060 2080 旬 00 2120 214。

蜘幅.sJO鴨org・

F刕. 3. Mass spectra of trypt兤 d刕ests of case匤 ﾟ before (A) and after (B) 
phosphopeptide pur凬ication by IMAC. 

Neutralloss of 98 Da was observed by gating 2061.8 Da peptide in PSD mode 
ofMALDI-TOF-MS (C). 

Casein α 

Bound Fraction 

2SOO ヌ1OO

1952.3 (119-134) 
(YKVPQLEIVPNpSAEER) 

2000 ~誕抱

，.岨 1

Fig. 4. Mass spectra of tryptic digests of caseinαbefore (A) and after (B) 

phosphopept冝e pur凬icat卲n by IMAC. 

Neutralloss of 80 Da and 98 Da was observed by gating 1952.3 Da peptide in 
PSD mode ofMALDI-TOF-MS (C). 

来ていることが確認された (図 5B-2)

(4)ラットミエリン塩基性タンパク質の分析

標準タンパク質を用いて至適化された方法を，有髄神経

細胞のミエリン鞘を構成する塩基性タンパク質 (MBP) 18) の

リ ン酸化部位の特定に応用した Norton らの方法 18) で調

製したラ ッ トの ミ エリ ン画分を 40C のエタノールで 2 回脱

脂後， 10% の CHAPS を含む Lysis Bu丘町にさらに QIAGEN

社の プ ロテアーゼ阻害剤 1 錠と 10μl の Benzonase ストッ

ク 溶液を添加して調製したノ〈ッ フ ァ -5ml に混和し， 40C 
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Pro-Q Diamond Stain SYPRO Ruby Stain 

1 2 3 2 3 

kDa 

115.5kDa-

63.2 kDa-

37.1 kDa-

25.9kDa-

19.4 kDa-

A B 

OVA 

Casein α 

Casein ﾟ 

Fig.5. SDS-PAGE of authentic phosphorylated proteins purified 

using PhosphoProtein Purification Kit. 

Phosphorylated proteins were detected by staining with Pro 
Q Diamond (A). Total proteins were visualized by staining 
with SYPRO Ruby (B). Lane 1, mixture of caseinαand ß, 
OVA and BSA; Lane 2, flow-through fraction of the phosphoｭ
a伍nity column; Lane 3, bound and eluted fraction of the 
phospho-a伍nity column. 

で 30 分間インキュベートして MBP を可溶化した.これを

40 C, 10 ，000 x g で 30 分間遠心し，上清を得た さらにこれ

を上記のバッファーで希釈して，タンパク質濃度を 0.1 mg/ 

ml とし，その 20ml を PhosphoProtein Purification column に

添加して，非吸着画分と吸着溶出画分を得た.それらの画

分のタンパク質約 7.5 Jlg を SDS-PAGE 電気泳動で分離，

Pro-Q Diamond およ び SYPRO Ruby で蛍光染色し (図 6) 画

像解析を行った後に，各画分の矢印で示したリン酸化 MBP

を含むバンドの一部 (SYPRO Ruby 染色後のデンシトメト

リーでタンパク質量は約 50 ng と推定)を切り 取って In-gel

消化した.さらにこれを MALDI-TOF-MS 分析し MS-Fit に

よるデータベース検索を行った.

その結果ラットの MBP であることが確認され (図 7) ，

QIAGEN 社の リ ン酸化タンパク質濃縮カラムの吸着溶出画

分では，リン酸化ペプチドである可能性が高い 944.5 Da と

1571.8 Da のシグナルが検出された(図 8) 引き続き同 じ

サンフロルを用いて実施された PSD モードの MS 分析におい

て， 1571.8 Da では典型的なニュ ート ラルロスが観察された

(図 9) . 944.5 Da はシグナルが弱く ，このままではニ ュ ー

トラ ルロスの検出が困難であったが，さらに IMAC 法でリ

ン酸化ペプチドを濃縮するこ とによ って，十分なシグナル

強度に達することが確認された

MBP のリン酸化部位については，これまでにウサギの

MBP でセリン， ト レオニンが 5 ヶ所リン酸化されていると

する報告や 19) 牛の MBP で Thr97 と Ser165 がリ ン酸化さ

れているとする報告があり 20) さらに MAP キナーゼに

よって牛の MBP の Thr97 が特異的にリン酸化されること

が， MS 分析によって同定されたとする報告 21)などがある

今回我 々が， ラ ッ ト の MBP でリ ン酸化を確認した 1571.8

Pro-Q Diamond Stain 

1 2 3  

63.2 kDa-

37.1 kDa-

25.9kDa -

14.8kDa - +一一 MBP

A 

SYPRO Ruby Stain 

MBP 

B 

Fig.6. SDS-PAGE of rat brain phosphorylated MBP. 

Phosphorylated MBP was detected by staining with Pro-Q 
Diamond (A). Total proteins were visualized by staining with 
SYPRO Ruby (8). Lane 1, myelin crude extract; Lane 2, 
flow-through 仕action of the phospho-affinity column; Lane 3, 
bound and eluted fraction of the phospho-affinity column. 

Da のペプチ ドには， 2 ヶ所のトレオニン (Thrll9 ， Thr122) と

l ヶ所のセ リ ン (SerI26) があり PSD ではそのうちのどれ

がリン酸化されたかを決めるにはいたっていないものの，

図 7 に示すように 121 位のアルギニンでのミスクリーベー

ジ(不消化) があり， この位置で消化された 2 つのペプチ

ド断片 (699.4 Da と 81 1.5 Da) にはリ ン酸化が見られない

ことから，アルギニンのすぐ隣の Thr122 がリン酸化された

ために消化をうけにくくなったものと思われる いずれに

せよ，今回我々が確認したペプチド領域でのリン酸化はこ

れまでに報告がなく ，新規のリン酸化部位を見つけたもの

と考えている

標準のリン酸化ペプチドを用いた実験では， post-source 

decay モー ドによる MS で 80Da および 98Da の質量減少

(ニュートラノレロス ) が観察されることが，すでに報告され

ているが，実際の生体サンプノレを用いた in-gel 消化ベプチ

ドでは，特に不安定なリン酸化セリンやリン酸化ト レオニ

ンを MALDI 法でイオン化する際にリン酸基が外れること

が多く，成功例は極めて少ない実際 Marcus ら 22) は，ヒ

ト 血小板のリ ン酸化タンパク質の分析例を報告してい る

が， PSD に よるニ ュ ートラ ルロスは観察されていない.ま

た Talbo ら 23) は K カゼインのマクロペプチドのリン酸化

部位の分析に MALDI-TOF-MS の PSD モードを利用した

が， r リン酸化セ リンは非常に不安定であるためペプチド骨

格のフラグメンテーションの過程で外れてしまった可能性

が高い」 と報告している . 我々は 標準ペプチドを用いて

最適化した操作法を用い， 実際にラッ トの脊髄から抽出 さ

れたミ エリ ン塩基性タ ンパク質 (MBP) のリン酸化セリ ン

の部位を特定するこ とに成功した. 今後 こ の方法は，臨床

サンフ。ルを含めた生体サンフ。ル中のセリン/ トレ オニンリ
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Fig. 7. MS-Fit search results of peptide mass fingerprint of phosphorylated rat 

MBP. 

Swiss-Prot database was searched by sending a query to the ExPASy Proteomｭ
ics server computer. The protein was identified as rat MBP (P62088) at a high 
MOWSE Score of 3.521x104. Two MS signals at 944.58Da and 157L79Da 
were assigned to phosphorylated peptides of rat brain MBP. 
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Fig. 8. Mass spectra of 位yptic digests of rat MPB. 

MBP prep紅ations in a myelin crude extract (A), in a flowｭ
through 仕action (B) and in a bound/eluted 企action (C) were 
subjected to in-gel tryptic digestion and MALDI-TOF-MS. 

Fig. 9. Neutral loss of 1571.8 Da peptides detected in mass 

spectra of tryptic digest of MBP preparation in a bound/ 
eluted fraction shown in Fig. 8. 

ン酸化タ ンパク質の分析に有用であると考えられる.ただ

し，すで7こ述べたようにリ ン酸化ペプチ ドはイオ ン化の効

率が低く，質量分析で定量分析を行うことは困難である.

したがってリン酸化タンパク質の定量分析を行う必要があ

る場合には，電気泳動ゲルの段階で染色法によってあらか

じめ定量をした後に，本法による定性分析を実施すべきで

ある.

今回の実験結果を踏まえ我々は，図 10 に示す操作手順で

分析を行うことによって， 生体中の微量なリン酸化タンパ

ク質の同定とリン酸化部位の特定が可能になるものと考え

ている.今回は，特にリン酸化タ ンパク質の濃縮とトリプ

シン消化後のリン酸化ペプチドの濃縮， および質量分析に

Oetection of pbosphorylated proteins 

σ.0・Q， SYPRO Ruby, CBB, Western blots) 

1d四回目白n ofpb田pho可lated p叩teins

MALDI-TOFIMS (A刻MA-CF町卜→I by p叩討dema田 fingerprinting

Confirmation of pbosphorylated peptid目

by PSD or de novo sequencing 

(MALOI -PSO-TOF.刷5， QIT, AXIMA-CFR) 

I (MSトFit， Mas印。

Fig. 10. A proposed procedure for proteomic analysis of 

phosphorylated proteins. 
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よるリン酸化部位の特定を MALDI-TOF-MS の PSD モード

で行う場合に絞って条件の最適化を行ったが，この他に，リ

ン酸化ペプチドを特異的に修飾する Phos-tag (NARD) 7) 法

なども開発されており，プロテオーム研究におけるリン酸

化タンパク質の分析は今後さらに発展するものと考えられ

る.
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要旨

従来タンパク質のリン酸化は， ラジオアイソ 卜ー プ標識

法やウエスタンプロッ ト 法を用いて研究されてきたが，

我々は質量分析法による高感度分析法の有効性について基

礎的な検討を行ったまずリ ン酸化部位が既知の標準ペプ

チドやカゼインを用いて， Post-source decay モードによる

生物物理化学 2005; 49: 81 

MALDI-TOF 質量分析を行い セリンおよびトレ オニ ン リ

ン酸化ペプチド検出における有効性を確認した しかしチ

ロ シン リン酸化ペプチ ドには，必ずしも有効ではない こと

もわかった検出感度を上げるために，市販の リ ン酸化ペ

プチドおよびリン酸化タンパク質濃縮キッ ト の使用方法の

最適化を行い，有効性を確認した.さらに我 々 はこの方法

をラットミエリンのミエリン塩基性タンパク質の分析に応

用し， リン酸化ペプチドの高感度検出と，新しいリ ン酸化

部位の特定に成功した


