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研究成果の概要（和文）：本研究では申請者らが開発したリン酸基親和性電気泳動法(フォスタグSDS-PAGE)の原理を基
盤として，高分子から低分子にわたる広い分子量範囲のタンパク質のリン酸化状態を解析できる技術の開発を行なった
。
200kDa以下のタンパク質解析に適切なゲル緩衝液はBis-Tris-HCl（pH6.8），それ以上の分子量ではTris-acetate（pH7
.0)が適切であると決定した。広範囲の分子量領域の様々な細胞内タンパク質のリン酸化解析を行ったデータを蓄積し
，それをWebで公開できるように準備している。

研究成果の概要（英文）：On the basis of the principal of our original phosphate affinity electrophoresis 
technology (Phos-tag SDS-PAGE) , we have developed a system that permits to separate various cellular 
proteins with a wide range of molecular masses. A Bis-Tris-buffered gel was optimum for the analysis of 
phosphoproteins with molecular masses of less than 200kDa. For analyzing high-molecular-mass proteins 
with more than 200 kDa, on the other hand, a Tris-AcOH-buffered gel was optimum. We are now investigating 
phosphorylation states of a wide variety of cellular proteins using this system and are in the process of 
accumulating data to be open to the public on our Web site.

研究分野： 物理系薬学

キーワード： リン酸基親和性電気泳動　Phos-tag
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１．研究開始当初の背景 
 申請者らはこれまでに，リン酸モノエステ
ルを特異的に捕捉する機能性分子，フォスタ
グを用いたリン酸基親和性電気泳動法，「フ
ォスタグ SDS-PAGE」を開発している。これ
はタンパク質電気泳動用のゲルにアクリル
アミド結合型フォスタグを共重合させ，リン
酸化タンパク質を可逆的に捕捉しながら泳
動するものである。リン酸化数や部位に違い
があればそれぞれを分離したバンドとして
検出できる。 
 本電気泳動法は，2007 年にウェスタン解
析法との併用による細胞内シグナル伝達分
子のリン酸化解析法として発表して以来，国
内外の研究者に広く利用されてきた。一方こ
の間，申請者はより高い分析能を持つゲルを
作成するべく，ゲル•泳動バッファー共に組
成の改善を行った。そして，ごく最近，フォ
スタグのリン酸基捕捉能力が最大となる中
性pHで泳動ができるBis-Tris–HCl (pH 6.8) 
をゲルバッファーとした「中性フォスタグ
SDS-PAGE」を開発した。これにより，泳動
中のゲルの pH が 9.5 以上となる Laemmli
法のバッファー系を適用していた従来法よ
りも，多くのタンパク質の詳細なリン酸化状
態の解析が可能となった。 
 
２．研究の目的 
 フォスタグ SDS-PAGE を用いて目的のタ
ンパク質のリン酸化状態を分離•検出する重
要なコツは，分子量に適合した濃度のポリア
クリルアミドゲルを使用することである。分
子量が大きいものには，網目構造が大きい低
濃度ゲルを適用する。しかし，Bis-Tris ゲル
には問題点があり，4% w/v 以下のゲルは十
分な分子篩効果を示さない。それは，アクリ
ルアミドのラジカル重合反応において，３級
アミンである Bis-Tris が過硫酸アンモニウ
ムの存在下でラジカルとなり，アクリルアミ
ドポリマーの伸長反応を終止させるためで
ある。特に，低濃度ゲルの重合ではその影響
が顕著になる。 
 そこで，低濃度ポリアクリルアミドの重合
を阻害しない中性 pH のゲルバッファーを選
定することが急務となった。Bis-Tris をゲル
バッファーとしたフォスタグ SDS-PAGE で
は解析が不可能であった 200 kDa を超える
巨大タンパク質から，数 kDa の低分子量に
いたる広域分子量タンパク質群について，リ
ン酸化状態を解析できるゲルの開発を目的
とした。 
  
３．研究の方法 
（1）巨大タンパク質のリン酸化解析もでき
る改良型中性フォスタグ SDS-PAGE ゲルの
開発 
 既存の中性フォスタグ SDS-PAGE におけ
るBis-Trisゲルバッファーに替わるゲルバッ
ファーと泳動用バッファーを選定する上で，
これまでに確立された中性 SDS-PAGE を参

考にした。 
 種々の電気泳動法において，ゲルバッファ
ーは，弱塩基であるアミン化合物と酸の溶液
からなる。前述のように，3 級アミンである
Bis-Tris は高分子量タンパク質を解析する
ための低濃度ポリアクリルアミドゲルの作
成に不向きであった。本研究では， 1 級，２
級アミン（トリズマベース，エタノールアミ
ン類など）で，バッファーとして使用するの
に見合うコストで入手できるものを選定し
て検討した。また，酸はゲルバッファーの pH
を中性にすると同時に，酸から生じる陰イオ
ンが電気泳動の先行イオンとなり，その種類
の違いはタンパク質の分画分子量範囲に影
響をもたらす。塩酸，硝酸，硫酸，酢酸など
を検討した。 
 また，対応する泳動用バッファーは，ゲル
バッファーとするアミン化合物と同等かそ
れ以上の pKa をもつ弱酸と，トリズマベース
などの弱塩基の混合溶液からなる。ゲルバッ
ファーが同じでも泳動用バッファーの違い
はタンパク質の分画分子量範囲に影響する
ため，組み合わせが重要である。Good’s バッ
ファー（アミノエタンスルホン酸誘導体）や
アミノ酸から選定して検討した。 
（2）分析能の評価 
 分析能の評価では，１次スクリーニングと
して，市販の精製リン酸化タンパク質である
カゼイン(24 kDa)と卵白アルブミン(45 kDa)
のリン酸化/非リン酸化型の分解能と分離度
を簡便なゲル染色法を用いて調べた。既存の
中性フォスタグ SDS-PAGE と同等以上の能
力があることを評価の基準とする。次の２次
スクリーニングとして 200 kDa 超の巨大細
胞内タンパク質におけるリン酸化フォーム
検出の可否を調べた。また，数 kDa から 200 
kDa までの範囲の細胞内タンパク質で１次
スクリーニングと同様の評価を行った。細胞
内タンパク質の検出には，ウェスタン解析法
を用いた。 
 
４．研究成果 
（1）最適なゲル緩衝液の決定 
 高分子量解析のための低濃度ゲルを作成す
るため，既存の中性フォスタグSDS-PAGE に
おけるBis-Trisゲルバッファーに替わるバッ
ファーを検討した。その結果、Tris-HCl (pH 
7.0)あるいはTris-acetate (pH7.0)をゲルバッフ
ァーとして適用することによって、Bis-Trisゲ
ルと同等の分離能を持ちながら、低濃度ゲル
を用いた高分子量タンパク質のリン酸化解析
を実現した。泳動用緩衝液はまた、同じ中性
条件でも、各バッファー使用時のタンパク質
リン酸化状態の分離パターンが異なる例があ
ることを明らかにした。一例として細胞内シ
グナル伝達分子であるErk1/2がある（学会発
表1, 5, 7）。 
（2）プレキャストゲルを用いた低い分子量領
域の詳細解析法の開発 



 和光純薬工業株式会社から2012年12月に発
売されたプレキャスト中性フォスタグ
SDS-PAGEゲル「SuperSep Phos-tag」において、
比較的低分子量のタンパク質であるヒストン
H3 (15 kDa)や10 kDa以下のペプチドのリン酸
化状態の解析に有効であることを発表した。
（雑誌論文2，学会発表4, 20） 
 （3）Bis-tris-HClゲル、Tris-HClゲル，
Tris-acetateゲルの分離能の比較  
 Bis-tris-HClゲルと、Tris-HClあるいは
Tris-acetateゲルのリン酸化タンパク質分離能
に本当に差異がないのかどうかを検討した．
市販されている標品タンパク質のリン酸化型、
脱リン酸化型の移動度だけを比較するのでは
なく、様々な細胞内タンパク質の抗体を用い
て、広い分子量範囲において、調べた結果、
10~200 kDaの多くのタンパク質において、
Bis-Tris-HClゲルのほうが分離能が優れてい
ることがわかった．このことから、Tris-HCl
あるいはTris-acetateゲルは、Bis-Tris-HClゲル
では不可能な高分子領域の解析に有効ではあ
るが、200kDa以下では、Bis-Tris-HClゲルの使
用を推奨するという指針を示した。 
（4）中性フォスタグSDS-PAGEで解析できな
いタンパク質の事例の発見 
 中性で行うフォスタグSDS-PAGE は、多く
のタンパク質のリン酸化解析において、アル
カリ性で行うSDS-PAGEよりも有効であると
していたが、アルカリ性条件でしか分離が不
可能なタンパク質が存在することを発見した．
それは、バクテリアのヒスチジンキナーゼの
EvgS, ArcB, BarAなど、ハイブリッドヒスチジ
ンキナーゼと呼ばれるタンパク質のヒスチジ
ンがリン酸化したものに特異的な現象であっ
た．（雑誌論文 8, 学会発表 2, 9, 10, 
12, 13, 15） 
（5）様々な分子量のタンパク質のリン酸化解
析そそのデータ蓄積 
 現在，これまでに得た知見を利用して，広
域分子量に渡るできるだけ多くのタンパク質
についてのフォスタグ電気泳動パターンを収
集，データベース化するための準備をおこな
い，データの蓄積に努めている。多くの研究
者にフォスタグSDS-PAGE を利用したリン
酸化解析を認知し，さらに使用していただけ
るよう，それらのデータをWebで公開できる
よう準備している。 
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