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研究成果の概要（和文）：本研究では，疾患に関わるキナーゼ変異とリン酸化状態の関連をPhos-tag電気泳動を
用いて解析した。MEK1キナーゼの点変異は，ある種の孤発性ガンの悪性度と関係し，抗がん剤耐性に関わる点変
異も報告されている。本研究では15種の点変異について，細胞内リン酸化状態をPhos-tag解析した。この結果，
Phos-tag解析は，ガンとリン酸化状態の相関，キナーゼ活性の変化や薬剤の有効性の予測などに有効であること
が示された。
また，これまでの研究において蓄積したタンパク質のPhos-tag電気泳動解析データを(http://phostag.
hiroshima-u.ac.jp)公開するサイトを開設した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the relationship between disease-related kinase 
mutations and phosphorylation status using Phos-tag electrophoresis.Point mutations in MEK1 kinase 
are associated with the malignancy of certain sporadic cancer. Moreover, point mutations associated 
with anticancer drug resistance have also been reported. In this study, Phos-tag analysis was 
performed on the intracellular phosphorylation status of 15 types of MEK1 point mutations.As a 
result, it was shown that Phos-tag analysis is effective for the estimation of correlation between 
cancer and phosphorylation status,  prediction of changes in kinase activity ,and prediction of drug
 efficacy.
In addition, we have set up a site to publish Phos-tag electrophoresis analysis data of proteins 
accumulated in previous studies (http://phostag.hiroshima-u.ac.jp).

研究分野： タンパク質のリン酸化解析技術の開発

キーワード： Phos-tag　キナーゼ　リン酸化　シグナル伝達

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ガンに関わるキナーゼの点変異が細胞内でのリン酸化状態にどのような変化をもたらすかをPhos-tag電気泳動方
をもちいて調べた。この電気泳動パターンは，ガンの悪性度とリン酸化状態の相関，キナーゼ活性の変化や薬剤
の有効性の予測などに役立つデータである。これまでにも，このようなPhos-tag電気泳動パターンを多く蓄積し
てきたので，本研究期間中にそれらのデータを公開するためのWebサイトを開設し，研究者に閲覧していただけ
るように整備している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 
様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

タンパク質のリン酸化反応は，重要な翻訳後修飾の一つで，これによりタンパク質の活性は厳密

に制御される。したがって，タンパク質のリン酸化と細胞機能や疾病との相関を理解することは，

疾病の原因究明，診断・治療につながる重要な研究である。近年，質量分析技術とプロテオミク

スの進展により，多数のタンパク質の翻訳後修飾に関する情報が蓄積されてきている。特にリン

酸化については，様々なデータベースでリン酸化されるアミノ酸残基の膨大な情報（リン酸化プ

ロテオミクス情報）が登録・公開されている。しかし，その情報をどのように利用すれば個々の

タンパク質の機能解析に役立つかという方法論は遅れをとっており，情報の膨大化のみが先に

進んでいるのが現状である。 

申請者は，リン酸基を特異的に捕捉する分子，「Phos-tag」を利用したリン酸基親和性電気泳動

法(Phos-tag 電気泳動法)を開発し，それを用いて，細胞シグナル伝達分子をはじめとした疾患関

連タンパク質のリン酸化状態を解析してきた。そのなかで，シグナル伝達分子は応答時に活性型

として生じるリン酸化状態以外に，恒常的に複数のリン酸化バンド（状態）が存在することも明

らかにした。膨大なリン酸化プロテオミクス情報と Phos-tag 技術を組み合わせることにより，そ

れら複数のバンドのリン酸化部位を同定し，それぞれのリン酸化状態がシグナルに応じて存在

割合などが経時的に変動することを明らかにした。 
 
２．研究の目的 

増殖因子などに応答する細胞内シグナル伝達経路に属するキナーゼなどは，様々なガンにおい

て遺伝子変異が多く報告されており，それらのキナーゼを標的とした創薬も進展しつつある。ま

た，MAPK, NF-B，AKT 経路など重要な細胞シグナル伝達経路に属する分子には，その機能異

常が疾病の原因となっているものがある。そのようなタンパク質は研究事例が多く，シグナル伝

達に関わるリン酸化部位や関与するキナーゼが特定されているものも多い。一方，あらためて

Phos-tag 電気泳動による解析を行うと，ほとんどのタンパク質が複雑な泳動像を示し，シグナル

に関わらず複数のリン酸化状態を有することが明らかになる。既存の技術ではタンパク質の特

定部位のリン酸化の解析に限定されることが多かったのに対し，Phos-tag 電気泳動はリン酸化

タンパク質の全体像を解析できる。 

 そのバーコードのように複雑な Phos-tag 電気泳動パターンは，まさに細胞の状態を示すコー

ド（暗号）を含んでいると言える。したがって，リン酸化状態を同定することは細胞状態のコー

ドを解読することであり，極めて重要な情報を創出することになる。本研究では種々のタンパク

質において， Phos-tag 電気泳動解析結果をデータベース化し，公開することを目標とした。そ

れを利用すれば，疾患におけるタンパク質の Phos-tag 電気泳動パターンを登録データに照合し

てパターンマッチングなどの画像解析から，疾病の原因となるタンパク質の特定や，遺伝子変異

のタイプを類推できるなど，医療分野への波及効果が見込まれる。さらに広い生命科学分野への

波及効果も視野に入れ，現在までに蓄積した疾患関連タンパク質以外のタンパク質の Phos-tag 電

気泳動パターンも公開し，それらのデータの利用を目指して Web の整備をすることを目的とし

た。 
 
３．研究の方法 

（１）細胞内シグナル伝達経路のキナーゼをはじめとする様々な細胞内タンパク質の Phos-tag

泳動パターンの収集 

 重要なシグナル伝達経路を構成する主要なタンパク質，あるいは遺伝子変異と疾病の関連が

報告されているタンパク質のリン酸化状態について Phos-tag 電気泳動パターンを収集する。 

（2）データベースの作成 



以前の研究で蓄積した種々のタンパク質のデータも含めて，申請者らの研究グループのホーム

ページ Phos-tag.com (http://www.phos-tag.com) に画像を公開する。広い分野の研究者が閲覧する

ことを前提とし，検索機能，詳細データへのリンクなど，データベースとしての機能を付加させ

る。 
 

４．研究成果 

（１）ガンで遺伝子変異が多く報告されている MEK1 のリン酸化解析 

 

MEK1 はメラノーマ，肺がん，卵巣癌などの孤発性のガンにおいて，点変異とガンの悪性度との

相関が示唆されている。また，MEK1 阻害剤耐性細胞においても点変異が報告されている。本研

究では， 15 種類の点変異体（メラノーマ (Q56P, I111S, C121S, P124S, P124L, E203K, and 

N382H) 胃癌 (Q56P and D67N) 肺癌 (K57N and D67N) 卵巣癌 (D67N)MEK1 阻害剤耐性細

胞 (Q56P, I103N, L115P. P124S. F129L, and V211D)を作成し，それらの細胞内におけるリン

酸化状態を Phos-tag 電気泳動で解析した（図１）。15 種類全ての変異体において，野生型の MEK1

では見られないリン酸化状態の存在を示す複数のバンドが観察された（図１a）。活性化型 MEK1

であるリン酸化 MEK1(pS218/pS222)に対する抗体で解析した画像（図１b）を重ねると，増加し

たバンドには活性化型 MEK1 が含まれることがわかった（図１c）。 

 

図 1.孤発性ガン，MEK1 阻害剤耐性細胞にみられ

る点変異 MEK1 の Phos-tag 電気泳動パターン 

（ Kinoshita-Kikuta E. et al, BBA - Proteins and 

Proteomics (2018) 1867 62-70 より転載） 

(a) FLAG-MEK1 を HEK293 に一過性発

現させ，細胞全タンパク質を Phos-tag 電気し，抗

FLAG 抗体で検出した。 

(b) (a) と同じブロットを抗リン酸化

MEK1(pS218/pS222)で検出した 

(c) (a)と(b)の画像を重ね合わせた。 

 

 

 

 

 

孤発性ガンと MEK1 阻害剤耐性細胞の MEK1 変異で は，キナーゼ活性が増加していることが

in vitro キナーゼアッセイによって明らかになった(図 2)。 

図 2 点変異 MEK1 in vitro キナーゼアッセイ

（Kinoshita-Kikuta E. et al, BBA - Proteins and 

Proteomics (2018) 1867 62-70 より転載） 

孤発性ガン，MEK1 阻害剤耐性細胞にみられ

る点変異 MEK1 では基質の Erk1/2 をリン酸

化する活性が上昇している。 

 



さらに，HEK293 細胞において，10 種の RAF/MEK 阻害剤存在下での MEK1 のリン酸化状態

を調べた。細胞自身の内因 MEK1 は，10 種の阻害剤が増殖因子による活性化を抑えたのに対し

て，一過性発現させた孤発性ガンの MEK1 変異体に対しては，抑えられないものがあった。

MEK1 阻害剤耐性 MEK1(V211D)に対しては PLX4720 以外の阻害剤は MEK1 活性化を抑えら

れなかった（図 3） 

 

 

図 3 Raf/MEK 阻害剤存在下での MEK1 リ

ン酸化プロファイリング（Kinoshita-Kikuta 

E. et al, BBA - Proteins and Proteomics (2018) 

1867 62-70 より転載） 

(a) HEK293細胞内因性のMEK1/2は細胞

増殖因子 EGF によってリン酸化するが，

10 種類の Raf/MEK 阻害剤存在下では，リ

ン酸化が抑えられることを抗リン酸化

MEK1(pS218/pS222)抗体をもちいて確か

めた。 

(b) HEK293 細胞に一過性発現させた孤発

性ガン，MEK1 阻害剤耐性細胞にみられる

変異 FLAG-MEK1 の 10 種類の Raf/MEK

阻害剤存在下でのリン酸化状態の解析。い

くつかの阻害剤は，活性型の MEK1 のリン

酸化種の生成を抑えた。MEK1 阻害剤耐性

細胞にみられる V211D では， PLX4720 の

みが活性型の MEK1 のリン酸化種の生成

を抑えた。 

 

 

 

 

 

 

 

MEK1 の解析を通じて，様々なタンパク質の遺伝子変異に対して，Phos-tag 電気泳動パターン

を調べることで，ガンとの相関，キナーゼ活性の予測，薬剤の有効性の予測などが可能になるこ

とが示された 

 

（２）Phos-tag 電気泳動データの Web 公開 

 

さまざまなタンパク質のリン酸化解析データを掲載する Web サイト Phos-tag 電気泳動パター

ン「Phos-tag SDS-PAGE データ集」(http://phostag.hiroshima-u.ac.jp)を 2018 年に開設した。

MEK1 をはじめとする 110 のデータを掲載した。今後もデータの掲載を継続していく。 
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