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ヒトゲノム計画と入れ替わるように登場したプロテオーム解析は. ゲノム解析を補完するものとし

て注目されている.細胞増殖の制御やアポトーシスの誘導などにおいて重要なリン酸化タンパク質

は，プロテオーム解析が得意とする翻訳後修飾の一つである.二次元電気泳動によって骨離された

リン酸化タンパク質は. Pro-Q Diamond 染色と SYPRO Ruby 染色のディファレンシャルディス

プレーによって検出され， MALD卜TOF質量分析によってタンパク質の同定とリノ酸化部位の特定

が行われる
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リン酸基をもっタンパク質が天然に存有すること

は古くから知られていたが，最初にその生理的な意

義が注目されるきっかけと なったのは， リン敵化に

よるグリコーゲンホスホリラーゼの日;性化 " の研究

であった.その後，多 くのタ ンパク 質') -〆酸化酵素

(プロテイノキナーゼ) が同忘され，細胞内シグナ

ルの伝達や微小管形成の調節など， さまざまな細胞

機能調節にタンパク質の リン酸化がかかわっている

ことが明らかにされたト約 また，アルツハイマー

病の T 夕/パク 質sω やパーキンメン病の α ンヌク

レイン ï， S) にみられるように，神経変性疾患をはじ

めとするさまざまな慢性疾患においても，病態の発

品iー とタンパナ質リン酸化とのmJには深いかかわりが

あることが明らかにされており ， 挟忠研究において

もリン般化タンパク質を解析することの霊安性が高

Proteomic analysis of phosphorylated proteins 

Tosi fL刷 Toda

まっている しかしこれまでの研究で，タンパク質

のリン酸化カスケ←ドは相互に連動していることが

わかっており ， 疾店、病態とタンパク質リン酸化異常

との関係を解明するためには リン酸化タンパク質

の全体像を定量的にプロファイリングすることがで

きる分析手法が必要であり， それには， r網維的な

タンパク質解析法|としてのプロテオ←ム解析" 叫

が故適であるものと旦lわれる そこで本稿では，近

年開発された新しい技術を中'L、に ， r リン際化タ/

ノミク質のプロテオ←ム解析」日 山 の現状と今後の展

望を述べる

-電気泳動i去によるリン酸化タンパク質
の分析

従来のリン酸化タ/パク質の分析は，タンパク質
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Pro-Q Diamond と

SYPRO Rubyの眼

光スベヲトルと発
光スベヲトル

筆者らは.青色町矢印で示

した謹長で励起し. Pro-Q 
Diamond では 555 nm以上

町長謹長側を通すフィルタ

ーを用いて画慢を取り込み.

SYPRO Ruby では 640nm

前桂の埴長のみを過すフィ
ルタ を用いて蛍光薗惜の

取り込みを行っている
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を細胞の培費や動物の飼育の段階で32p標識 L.

気泳動で分離した後にオートラジオグラフィ ーによ

って検出するという方法がとられていた"川ー

オアイソトープで掠織されたタンパク質はセリン，

スレオニン，チロンンのいずれのリン酸化も高感度

で検出でき ， 非協ーにイI用な手法であるが，患者検体

の場合には標激すること肉体が困難であり ， 臨床研

究には利用できない これに対 L. 打t 1) ン酸化タ ン

パク質抗体を用いたウエスタンプロ y ト法 15. 16) は，

あらかじめタンパタ質を楳識しておく必要がなく ，

放射線管理区域外でも分析ができることから，臨床

サンプルの分析に越した方法である しかしこれま

で報告された日f~の多くは，抗チロシンリン限化抗

体を用いたものであ り 1 セリン，

酸化に対する抗体は特異性および感度の点で問題が

残っている.このため， リン際化タンパク質を網羅

的にプロフ ァイリングする 目的には適さない.

近年のプロテオミクス研究で注目を集めて

いる Pro-Q D悶mondl7 凶 は，セリン，スレオニン，

チロシンのすべてのタイプのリン般化を高感度で検

出できる蛍光色素であり，電気泳動後のゲルを直接

染色することによ っ て . リン酸化タンパク質の全体

像を簡単にプロ 7 ァイリノグできるものであること

から ， 今後臨床研究をはじめとするさまさ'まな分野

幅広く利用されるようになるものと思われる

るが，錯者らは， たまたま Bio-Rad 社のMolecu lar

Imager FX レーザースキャナーを使っていたので，

二次元電気泳動後のゲルを最初に Pro-Q Diamond 

で染色し. 532 nm の内部レザで励起， 555 nm 

のロングパス (LP) フィルターでリン酸化タンパク

質のパターンを取り込んだ後に SYPRO Ruby で染

色. 今度は 488nm の外部レーザーで励起し 640 

(BP) 7 イルターをJTIいて全タン

電

ブン

nm のパンドパス

パク質の発現プロファイルを読み取っている.

て PDQuest 二次元電気泳動画像島平析ソフトウエア

の機能を利!日して両者の画像を重ね合わせることに

よ って，タンパク n l) ン酸化の状啓をスポットごと

に分析するということを行っている.

図 2 1止まず椴初に予備的な実験として。大腸閣

のタンパク質に内出目標準としてウシの β カゼインを

浪合して二次元低気泳動 L. 上記の手間で2段階染

そし

スレオニンのリン

色を行った結果である 矢正11で示したスポ γ トがβ

カゼインで， その蛍光強度を基準としてサンプル中

に含まれるリン酸化タンパク質の レベルを相対的に

定晶;することができる しかし，筆者らは当初

Pro-Q D陥mond の特異性に若干疑問を抱いていた

ので，特異性を確認するために，フッ化水素酸処理

による化学的な脱リン酸化を行い，染色性の変化を

梢べてみた その結果が図3 である レー ン在から

それぞれ1 市販の β カゼイン . 2: 47 %フッ化水

寺:阪で2 時間処理し完全に ')ン酸基をはずした β カ

3 両者を混合したもの，を SDSーポリア

これ

lこ対 L.
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で，

Pro-Q Dîamond と SYrRO Ruby は，図 1 に示す

ような吸光スベ少トルと発光スベクトルをも ってい



図 2 大腸菌の嫡出タンパク質に，内部標準としてウシのβカゼインを混合して二次元電気泳動し，

Pro-Q Diamond と SYPRO Ruby で 2段階染色を行った結果

図 3 フッ化水素酸処理によって化学的に脱リン酸化

されたβ カゼインに対する Pro-Q Diamond の

染色性

レーン 市販のβ カゼイン司 2 ・ 47% フ ッ化水素酸で 2 時

間処理し完全にリン酸基をはずしたβカゼイン. 3 :両者を混

合したもの

クリルアミ ドゲル電気泳動 (PAGE) にかけ，上記

のように， 最初 Pro - Q Diamond 染色を行って リ ン

酸化カゼインのパタ ー ンを取 り 込み (図 3A) . さら

に 5YPRO Ruby で染色して全タンパク質のパターン

を読み取った (図 38) . その結果. 47 % フ γ化水素

首長で 2 時間処理すると Pro - Q Diamond に よ る染色

性は完全に消失してお り， リ ン酸化タンパク質に特

異的であることカf任かめ られたー

筆者ら はこの方法を用いてラットの脳の二次元電

気泳動パタ ーンを二重染色し， 図 4 のよ うな結果を

得ている . 矢印 1 と 2 が内部標準と して加えて泳動

ーーー=孟孟品・E・匡邑凪d
。噌開旬色 。‘...鳩聞飴圃

制問明間師岡山伊田町ヨ凶 白畑町叫 回同時叩吋師同

』陣仰向山川伽同町j t凶iJ&.wI脚咽

"'1 ゴ

~~阜笠主l旦」主」

図 4 ラットの大脳皮質かう摘出されたタンパク質の

二次元電気泳動パターン

赤色がSYPRO Ruby で染色された全ヲンパヲ質スポ・ノ トを示

し，緑色がPro-Q Daimond で染色されたリン酸化空ンパケ

質のスポットを示している 両者が重な っ たところは黄色で

示されている . 矢印 1 と 2 が内部標準として加えて泳動した

ウシのβ カゼインおよびそれをフ ッ化水素酸であらかじめ脱

リン酸化したものである . 後に述べる質量分析によ って，ス

ポ y 卜 3 は HSP-90. スポ y ト 4 と 5 は 14-3-3 ?ンパケ質と

同定された.

したウシの p カゼインおよ びそれをフッ化水素酸で=

あ ら か じ め脱リ ン酸化 したものである.赤色が

5YPRO Ruby で染色された全タ ンパク質スポ γ トを

示 し，緑色がPro-Q Da imond で染色されたリン酸

化タ ンパク質のスポ ッ トを示している 両者が重な
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っ たところは黄色で示されている.

-質量分析によるリン酸化タンパク質の
解析

このように二次元電気泳動後に Pro - Q Oiamond 

と SYPRO Ruby に よ る二重染色を実施することによ

り， リ ン酸化タンパク 質全体像のプロファイリ ング

が容易に行える. しかしながらまだこの段階では，

どのようなタンパク質のとの部位にリン酸化が起こ

っ ているのかを解析する ことはできない . これは，

次に述べる「質量分析によるリン酸化タ ンパク質の

解析J 19• 20) によ って行われる.

通常プロテオーム解析におけるタンパク質の同定

は， 二次元電気泳動によ って分離されたタンパク質

をゲル内でトリプシン消化し，得られたペプチド断

片の質量を MALDI (matrix assisted laser desorpｭ

tion ion izat i o n ) ーTOF (time of 日 i ght) 型などの質

量分析言|で正確に分析，その情報 (ペプチドマスフ

インガープリント ) をデータベースに投げかけて検

図 5 図 4のスポッ ト 3 について解析
を行った結果

下段が 卜 リプシン消化ペプチドの質量スベ

ク トル‘上段がそのピークの質量のリス ト

を MS-Fil デ一宮ベース検索エンジンに投

げて検索を行った結果を示している

家し，最もよ く一致するタンパク質を探し出すとい

うやり方で行われる. 図 5 に， 図 4 のスポッ ト 3 に

ついて解析を行った結果を示す. 下段のような質量

スベク ト ルが得られ，そのモノアイソトピックピー

ク 傘 の質量の値を MS- Fit のペプチ ドマスフィンカー

プ リ ント サーチエンジン (http://prospector. ucsf 

edu/ucsfh tmI4.0/msfit. h tm にて無料 で利用できる )

に送ることによって得られた結果を上段に示す. ス

ポッ ト 3 は HSP- 90β であると同定され，詳細な質

量の一致情報 (図 6) から， Ser556 , Thr479，およ

びSer445 もし くはThr446 のいずれかがリン酸化を

受けている可能性があることが示唆された .

ペプチドのリン酸化を確認する一つの方法は PSD

(post-source decay )21 ) を利用することである . こ

れは図 7C に模式的に示すように，イ オン化 したベ

. 質量分析で得られる 1 価のイオンの質量スベクトルは "c の存在

比によってlOaすれた連のピクと芯って現れる このうち番左

のピクはすべての炭素が 12c で構成されたイオンのピ クであり

これを mono-isotopic peak と呼ぶ
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図 6 詳細な質量の一致情報

この結果から司この H5P-90 スポッ トでは 5er556 、 Thr479.

およひ'5er445 もしくは Thr446 のいずれかがりン酸化を受け
ている可能性があることが示唆された.

プチドのうち特定の質量をもつものだけをイオンゲ

ートで選択し， 反射 Creflectron ) モードのTOF型

質量分析計内を飛行させた場合，熱力学的に不安定

なリン酸化構造部分が途中で壊れ， 80Da もしくは

98 Da小さいイオンが検出されるというものである .

このときの質量減少を neutral 1055 と呼ぶ. HSP-90 

F においてリン酸化が示唆された 1576.75 Da のイオ

ンをこの方法でPSD分析した結果を図 B に示す. 確

かにこのイオンでは 80 Da および 98 Da の neutra l

1055 が検出されており ， この部分にリン酸化が起き

ていることが確認された. Ser445 と Thr446 のいず

れがリン酸化されているのかを特定するためにはさ

らに ， Q C quadrupole ) ーTOF型や QIT Cquadru 

pole ion trap) -TOF型などのいわゆるタンデム型質
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図 7 PSD (post-source decay) によるリン酸化ペプチド分析の原理

リン酸化されたペプチドの場合司イオンゲ トを通過後に 80Da も しく は 98 Da の質量減少が起こる .
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図 8 HSP-90β においてリン酸化が示唆さ

れた 1576.75 Da のイオンの PSD分析

下段は，通常の MALDI-TOF / MS の全スベク トル守
上段が. 1576.75 Da のイオンをゲーティングして

得られた PSD のスベクトル
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Pro-Q Diamond によるリ ン酸化宮ンパウ質特異的染色

蛍光画像の読み取り

SYPRO Ruby による全宮ンパヲ質の染色

蛍光画像の読み取り

• 
薗像の重ね合わせによる解析

スポッ トの切り出し

I 
9 ンパケ質のゲ八病り肖化

• /1 ペプチドマスフィンガ プリント法はるか~?質の同定

MALDトTOF/~応分析

同側弁併問 /ペ リン酸化ペプチドの推定 (MS-FiÙ

MALDトQ-CID-TOF/MS/MS分析

(AXIMA-QIT) 

リン酸化部位の配列の特定

MALDトPSD-TOF/MS分析

I (AXIMA-CFR) 

“ neutral 1055" 分析による
リン酸化ペプチドの確認

図 9 リン酸化タンパク質の網羅的なプロテオーム解析の流れ

量分析計を用いて MS /MS を行い，ペプチドの配列

を解読する必要がある . この一連の操作の流れをま

とめたものが図 9 である.前半の三次元電気泳動と

蛍光染色および画像解析までの段階では，主にリン

酸化タンパク質の網羅的プロファイリングと定量的

なデイファレンシャル解析が行われ，後半の質量分

析では，タンパク質の同定とリン酸化部位の特定が

行われる.筆者らはこの一連の操作を行 う ことによ

って，細胞の老化や分化，アボトーシスの誘導，酸

化ストレス応答などに伴うタ ンパク質リン酸化の変
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動の解析や. ~k，IJ:I，耐態とタンパク質リン酸化とのか

かわりを 'YJ らかにしたいと老えている ー

このようにリノ般化タンパク質のプロテオーム解

析では これまで桝別に行われてきた古典的な方法

に比べると非常に簡単に多くの悦t1lが得られるよう

にはなった しかし . 紺11M内ングナル伝述にかかわ

るリノ般化タノパク 1'1のなかには "1出化が凶器店で

あったり . #7;fに徴主Iであるために般IHか困雑であ

ったりする ものが多い このようなリン般化タンパ

ク貨を分析するためには，民なる仁夫が必要になる

たとえばTrit o n でも可溶化きれずに版に強阿に紡合

した r) ./~化タ ンパク 貨の助作には.あえて一次JC

屯気泳動にこだわらず 脱成分だけを集めて比較的

"J 椛件の高いものを除いた後に 50S で可溶化 L.

SOS - PAC Eで次ι(/;に分離してーそれ以後は同

線な Jittで分析する

また 4l 'fbーに微i止な成分についてはあらかじめ il'!

縮を1iう必裂があるが， リノ酸化タンパク貨やリン

般化ペプチドをi畏縮する Jit上としては抗体を叫いる

JïH， と 世属キレートクロマトグラブイ の}Ji(llI'を則

いる h法(JMAC法)22_ m とがある {瓦チ ロ シンリ

ン般化抗体を II J いた場合には特典tEは高い も のの
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