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研究成果の概要（和文）： 
  フォスタグを用いた技術の１つにリン酸アフィニティー電気泳動法がある。通常の電気泳

動ではリン酸基の有無による移動度の差がほとんどない。しかし，フォスタグを加えることで，

リン酸基１つの違いでも分離することができる。更に，フォスタグは生体試料や低濃度の蛋白

質にも適用できる。本研究では，この方法を用いたリン酸化蛋白質解析のための新しい２次元

電気泳動法を開発した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  The researcher developed a novel type of two-dimensional electrophoresis using 
phosphate-affinity polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) for the analysis of 
phosphoproteins. By this procedure, the separations of phosphoprotein isotypes should 
be improved relative to those by current PAGE methods. 
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１．研究開始当初の背景 
 これまでに研究代表者らは，生理条件下で
リン酸モノエステルを認識するフォスタグ
分子（二核金属錯体）の開発に成功している。
このフォスタグ分子のリン酸イオンへの親
和性は，カルボン酸イオンに対して１万倍以

上も高い。すなわち，その分子のリン酸イオ
ンに対する捕捉選択性は非常に優れている
と言える。このリン酸基捕捉分子を，ポリア
クリルアミドに固定化することに成功すれ
ば，リン酸化された蛋白質を効率良く非リン
酸化蛋白質から分離する新しい電気泳動法



が確立できると考え，研究代表者らは，モノ
マーであるアクリルアミドをフォスタグに
導入した新規誘導体を合成した。そして，こ
れを利用することで「リン酸化修飾前後の蛋
白質を同時定量できるリン酸アフィニティ
ー電気泳動法」の開発に成功した。この方法
は，上述したアクリルアミド結合型誘導体を
スラブ型の SDS-ポリアクリルアミドゲル電
気泳動法（PAGE）に応用し，リン酸化蛋白質
と非リン酸化蛋白質の間で電気泳動度に有
意差を生じさせるといった原理に基づいた
ものである。通常の電気泳動法では，リン酸
基の有無による移動度の差はほとんどない。
一方，この新しい方法は，分離ゲル中に適量
のフォスタグを加え，共重合するだけで，リ
ン酸基１つの違いでも分離することができ
る。 

 
アミド及びビスアクリルアミドと共重合さ
せた。フォスタグ固定化ゲルを用いたリン酸
アフィニティー電気泳動を２次元目展開と
して利用した。１次元目展開としては，
urea-PAGE，IEF/NEpHGE，SDS-PAGE の３種類
の既存のゲル電気泳動法を採用した。それぞ
れについて以下に述べる。 
(1) urea-PAGEとの組み合わせによる２次元

電気泳動法 
１次元目として urea-PAGE，２次元目とし
てフォスタグを用いたリン酸アフィニテ
ィー電気泳動を行った。試料として，５つ
のセリンリン酸化部位をもつβ-カゼイン
（精製標品）を用いた。 

 そこで，本研究においては，この全く新し
いオリジナルな分離技術原理に基づいたリ
ン酸アフィニティー電気泳動法をさらに応
用することで，細胞，あるいは，生体組織中
の全リン酸化蛋白質を１枚の電気泳動ゲル
上において単独スポットとして分離検出す
る方法に発展できると考え，着想に至った。 

(2) IEF/NEpHGEとの組み合わせによる２次元
電気泳動法 
１次元目として IEF/NEpHGE，２次元目と
してフォスタグを用いたリン酸アフィニ
ティー電気泳動を行った。試料として，IEF
との組み合わせの際は酸性蛋白質のカゼ
イン（精製標品）を，NEpHGE との組み合
わせの際は塩基性蛋白質のタウ（精製標
品）を用いた。 

 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，研究代表者らがこれまで
に独自に開発したリン酸アフィニティー電
気泳動法をさらに展開させることで，細胞，
あるいは，生体組織中の全リン酸化蛋白質を
一網打尽とする分離検出法を開発すること
である。生体試料には，様々な非リン酸化蛋
白質が多量に含まれるのに対し，リン酸化蛋
白質は極微量にしか存在しないといった難
点がある。これを打開するために，以下の二
つの手段を採用し，上記の目的を研究期間内
に実現化する。 

(3) SDS-PAGEとの組み合わせによる２次元電
気泳動法 
１次元目として SDS-PAGE，２次元目とし
てフォスタグを用いたリン酸アフィニテ
ィー電気泳動を行った。期待される電気
泳動像は図２の通りである。非リン酸化
蛋白質は本来の分子篩にしたがってゲル
のほぼ対角線上に泳動される。一方，リ
ン酸化蛋白質は２次元目の分離ゲル内で
泳動がトラップされるため，対角線上よ
り上部へシフトする。試料として，ヒト
扁平上皮癌 A431 細胞株を用い，上皮細胞
成長因子刺激後の Erk と Shc のリン酸化

蛋白質異性体
をそれぞれの
特異的抗体を
用いたウェス
タンブロッテ
ィングによっ
て検出した。
さらに，蛍光
ディファレン
シャル２次元
電気泳動法の

(1) 既存の電気泳動法とフォスタグ分子を
利用したリン酸アフィニティー電気泳動法
を組み合わせ，新しいリン酸アフィニティー
２次元電気泳動法を樹立する。 
(2) 生理学的状態の異なる二種類の生体試
料に含まれる蛋白質群を二種類の異なる蛍
光色素でそれぞれ標識し，(1)で樹立したリ
ン酸アフィニティー２次元電気泳動法を用
いることで，リン酸化修飾の差異を感度良く
ビジュアル化する解析法（リン酸アフィニテ
ィー蛍光ディファレンスゲル２次元電気泳
動法）を確立する。 
 
３．研究の方法 
 フォスタグアクリルアミド誘導体（図１）
は，一級アミノ基を１つ持つフォスタグにア
クリルアミド分子（モノマー）を導入するこ
とで合成した。リン酸化蛋白質の分離のため
に，マンガン錯体としてのフォスタグアクリ
ルアミド誘導体を分離ゲルに加え，アクリル 



ため，10% (v/v) 牛胎児血清（FBS）を含
む DMEM 培地で培養した A431 細胞から可
溶性蛋白質を抽出した溶液，およびそれ
をアルカリフォスファターゼ処理した溶
液を作成し，いずれも蛋白質濃度は 2.0 
mg/mL に調整した。各サンプルは，CyDye 
Fluor minimal dyes（GE ヘルスケアバイ
オサイエンス社）を用い，そのプロトコ
ルに従って前者を Cy3，後者を Cy5 でそれ
ぞれ標識した。標識後のサンプルは，上
記(3)の電気泳動法により解析された。 

 
４．研究成果 
 urea-PAGEおよびIEF/NEpHGEとの組み合わ
せによる新しい２次元電気泳動法により，こ
れまでは不可能であった同じリン酸化量の
リン酸化異性体の分離検出が可能となり，ま
た，その後のリン酸化部位同定のための質量
分析に適したサンプル提供が可能となった。
また，SDS-PAGE との組み合わせによる新しい
２次元電気泳動法により，スプライシング様
式の違いによって生じる分子量の異なるア
イソフォームごとのリン酸化異性体を明瞭
に分離検出でき，どのアイソフォーム由来の
リン酸化異性体であるかを特定することも
可能となった。さらには，リン酸アフィニテ
ィー電気泳動を組み込んだ蛍光ディファレ
ンシャル電気泳動法による蛋白質のリン酸
化状態の比較解析法を用いて，血清存在下で
培養した A431 細胞では少なくとも５つの蛋
白質が過剰にリン酸化されていることがわ
かった（図３）。質量分析の結果，スポット
１および２の蛋白質がそれぞれ Heat shock 
70kDa protein 8 および 1と同定された。 
 本法を用いることによって，より詳細な蛋
白質リン酸化状態の情報を得ることができ，
今後の蛋白質リン酸化解析における新しい
分離検出技術として大きく貢献することを
期待している。また，リン酸アフィニティー
電気泳動を組み込んだ蛍光ディファレンシ
ャル電気泳動法は，1 枚のゲル内で２つのサ
ンプル間のリン酸化状態の差異を比較でき
るのでリン酸化状態の僅かな違いを検出す

ることができることがわかった。一方で，Cy
色素の検出感度では微量発現蛋白質などは
検出できないことや，分子量の近接する蛋白
質が混在するサンプルでは解析が困難であ
るという問題点も抽出できた。 
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