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研究成果の概要（和文）：本研究では，研究代表者らが独自に開発したリン酸化タンパク質分離解析のためのリ
ン酸親和性電気泳動法，フォスタグSDS-PAGEを３次元電気泳動法に適用させた。３次元目の電気泳動としてフォ
スタグ電気泳動を行うことによって，タンパク質翻訳後修飾の詳細な分離分析が可能となった。さらには，蛍光
ディファレンシャル電気泳動に応用することにより，複数の細胞内ンパク質のリン酸化種を高感度に検出するこ
とに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, the researcher has applied a method of phosphate affinity gel
 electrophoresis, Phos-tag SDS-PAGE that was originally developed for the separation analysis of 
phosphoprotein species, to a three-dimensional electrophoresis (3-DE) procedure. The use of the 
procedure of Phos-tag SDS-PAGE as three-dimensional electrophoresis permitted us to analyze the 
post-translational modification of proteins including protein phosphorylation and ubiquitination. By
 coupling with fluorescence difference gel electrophoresis, furthermore, the novel 3-DE procedure 
permitted highly sensitive detections of phosphorylated species of multiple intracellular proteins.

研究分野：物理系薬学

キーワード： フォスタグ　リン酸化　翻訳後修飾　電気泳動　生物物理化学
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１．研究開始当初の背景 
	 筆者はこれまでに，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
利用したリン酸親和性電気泳動法を開発して
いる。これはアクリルアミド結合型フォスタ
グを共重合させたゲルを用いて，タンパク質
のリン酸化状態の違いを移動度の差で検出す
る電気泳動法である。この手法においては，
リン酸化タンパク質はゲルに固定されたフォ
スタグと可逆的な結合を繰り返しながら泳動
するためその移動が遅れ，泳動像としては相
当する非リン酸化タンパク質よりもシフトア
ップする。同一タンパク質において，リン酸
化アミノ酸残基数が同じでも部位が異なる場
合には，移動度の異なるバンドして検出でき
る。このフォスタグ SDS-PAGEは，2006年の
公表以来，数年間で国内外の多くの研究者に
利用され多数の重要な研究成果に寄与した。
筆者らも「細胞内において，ある１つのタン
パク質は複数のリン酸化状態で存在し，その
存在比は必ずしも一定ではなく，細胞のおか
れる環境に応じて刻一刻と変化し，そのよう
にして生じたリン酸化状態の異なるタンパク
質種にはそれぞれ固有の機能が備わっている」
ことをこの手法によって明らかにしてきた。 
	 あるタンパク質のリン酸化修飾が分子スイ
ッチとして機能することで別の翻訳後修飾が
稼働し，さらにそれらの修飾が複数のタンパ
ク質群との複合体形成のために必須であると
いった複数の翻訳後修飾によるシグナルネッ
トワーク制御が多くの研究成果より明らかに
なってきている。通常の２次元電気泳動法で
は，等電点や分子量の変化が伴う様々な翻訳
後修飾とリン酸化修飾とを区別して検出する
ことは困難である。本研究において，フォス
タグ SDS-PAGEをリン酸化に特化した３次元
目の分離軸として確立できれば，リン酸化と
それに関わる他の修飾やその反応プロセスな
ど，分子全体の翻訳後修飾の動態の同時解析
が可能になる。また，多数のタンパク質分子
を同一ゲル内で解析する手法であるので，リ
ン酸化が関わる複合体形成など，システム化
された細胞内の「リン酸化ワールドとシグナ
ルネットワーク」を一度に分析でき，リン酸
化タンパク質の機能に関する知見を従来の各
論から網羅的な理解へと発展できると考え，
着想に至った。 
 
２．研究の目的 
	 筆者は，２次元電気泳動法をさらに発展さ
せ，独自に開発したフォスタグ SDS-PAGEの
原理を組み合わせ，「タンパク質のリン酸化状
態」という３つ目の独立した要素による分離
を加えた新しい３次元軸の構築を提案する。
究極的な目標は，フォスタグ SDS-PAGEを３
次元軸として取り入れた立体ゲルとその電気
泳動法の顕在化である。生体内で様々なリン
酸化状態の混在するタンパク質が立体ゲル空
間へと展開されれば，従来までの平面分離の
みと比較してその情報量は飛躍的に増大する

ことが見込まれる。本研究では，新技術の顕
在化までのプロセスとして，以下の５つの項
目を遂行し，立体ゲルと３次元電気泳動法の
有用性を立証する。 
❶ リン酸化修飾と他の翻訳後修飾の同時検
出を視野に入れた３次元解析データを蓄積す
る。タンパク質のリン酸化とそれに関わる他
の修飾，またその反応プロセスなど，分子全
体の翻訳後修飾の動態の同時解析が可能にな
ることを証明することで，本技術の有用性を
立証する。 
❷ 高次複合体プロテオームの質的・量的ダ
イナミクスの解明を視野に入れた３次元モニ
タリング法を確立する。リン酸化が関わる複
合体形成など，複数のタンパク質分子のダイ
ナミクスを同一ゲル内で解析が可能になるこ
とを証明することで，本技術の有用性を立証
する。 
❸ 分離・分解能向上のためのアクリルアミ
ド結合型誘導体の新規合成を行い，改善され
れば新たな分子デバイスとして顕在化させる。 
❹ ３次元蛍光ディファレンシャル解析法の
確立を視野に入れたリン酸化ディファレンシ
ャルデータを蓄積する。３次元展開ゲルにお
いて，生理的・病理的状態の異なるサンプル
間のリン酸化ディファレンシャル解析を行い，
その検出の感度や頻度に関するデータを蓄積
し，３次元蛍光ディファレンシャルイメージ
ングの有用性を立証する。 
❺ フォスタグ立体ゲルのプロトタイプとそ
れを利用した電気泳動法の開発を行う。 
 
３．研究の方法 
	 ❶ リン酸化修飾と他の翻訳後修飾の同時
検出を行うための３次元電気泳動解析 
 フォスタグ SDS-PAGEを３次元軸とした泳
動像は，従来の２次元平面ゲルを分子量方向・
等電点方向・分子量/等電点方向に平行な短冊
状に切り取り，フォスタグ SDS-PAGEのゲル
の上部に接着して泳動することによって得ら
れる。 
	 ❷ 高次複合体プロテオームの質的・量的
ダイナミクスの解明を行うための３次元電気
泳動解析 
	 ❶項において分子量方向，あるいは等電点
方向で解析され得るタンパク質の多重翻訳後
修飾は，多くの場合，複合体形成に深く関わ
っている。２次元電気泳動ゲル上には，その
複合体の構成因子が展開されているはずであ
るので，フォスタグ SDS-PAGEによる網羅的
な３次元展開ができれば，複合体構成因子全
てのリン酸化と翻訳後修飾の状態が一度に解
明できることになる。さらに❶項では，２次
元展開の要素は分子量と等電点であったが，
高次複合体プロテオーム解析を視野に入れた
場合，ブルーネイティブ電気泳動（生体内の
複合体を未変性で分離）と SDS-PAGE（分子
量）を２次元展開の要素とし，３次元目にフ
ォスタグ SDS-PAGEを導入することも有用で
ある。このように起点となる２次元平面ゲル



を適宜応用することで，３次元電気泳動を高
次複合体プロテオームのダイナミクス解析法
として確立し，その有用性を立証する。 
❸３次元蛍光ディファレンシャル解析法の
確立 
❶と❷項に共通して，２次元展開よりも詳細
で微量なタンパク質スポットの分離が実現す
ることが予想されるため，可視化の手段とし
て高感度なタンパク質蛍光標識法を採用する。
これは，立体ゲル空間において染色等の作業
を経ずにタンパク質をスキャニングするため
にも最善の手法である。蛍光標識試薬にはバ
ラエティがあるので，生理的な状態の異なる
（例えば，正常細胞と癌細胞など）サンプル
を異なる蛍光色素で標識し，リン酸化状態に
関する質的・量的差異を同一ゲルで解析する
ための３次元蛍光ディファレンシャル解析法
にも発展させる。３次元での網羅的なリン酸
化ディファレンシャルイメージングが可能に
なれば，疾病に特異的なリン酸化亢進タンパ
ク質（リン酸化バイオマーカー）の発見など
が期待できる。本研究では，３次元展開ゲル
において，生理的・病理的状態の異なるサン
プル間のリン酸化ディファレンシャル解析を
行い，その検出の感度や頻度に関するデータ
を蓄積し，３次元蛍光ディファレンシャルイ
メージングの有用性をシミュレーションする。
具体的な実験手順は，既に申請者が開発して
いるリン酸親和性蛍光ディファレンシャル２
次元電気泳動法の原理を応用し，蛍光はシア
ニン色素（CyTMDye，GEヘルスケア社製）を
用い，標識法は色素のマレイミド基を介した
サチュレーションラベル法を採用して検討す
る。 
❹フォスタグ立体ゲルのプロトタイプとそ
れを利用した電気泳動法の開発 
リン酸親和性トラップゲル電気泳動転写法は
既存のウェスタン解析用の転写装置を用い，
原理としては３次元電気泳動法と類似ではあ
るが，フォスタグゲルが薄い平面（厚さ 2 mm
以内）であるため，現時点の技術ではリン酸
化状態の異なるリン酸化タンパク質フォーム
をそれぞれ分離するのではなく，まとめてト
ラップすることを目的としている。リン酸化
タンパク質は拡散することなく上方から下方
に垂直に電気泳動的に転写され，フォスタグ
ゲル内にトラップされる。一方，非リン酸化タ
ンパク質はフォスタグゲルを通過する。トラ
ップされたリン酸化タンパク質は質量分析法
によって高感度に同定等の解析が可能となる。
このフォスタグゲルの厚みを既存の装置で分
析できる限界までに拡大させた立体ゲルを作
成し，その立体ゲル空間において蛍光標識さ
れたタンパク質フォームの分離分析が可能な
条件を見出すことで，３次元電気泳動用ゲル
のプロトタイプとその手法を開発する。 
 
４．研究成果 
リン酸化修飾と他の翻訳後修飾の同時検出を
行うための３次元電気泳動解析を指向した結

果を示す（Fig. 1）。ブル
ーネイティブ電気泳動
したタンパ質群を含む
ゲルより切断し，それ
を SDS-PAGE，さらには
フォスタグ SDS-PAGE
へと３次元展開させ
た。フォスタグ SDS-
PAGE によりリン酸化
分子種が縦軸方向に分
離され，そのリン酸化
分子種より横軸方向にリン酸化分子種が分離
検出されている。これはリン酸化修飾後に起
こるユビキチン就職に由来するタンパク質と
考えられた。 
 さらには，３次元蛍
光ディファレンシャ
ルイメージングへの
応用を試みた。方法に
も記したように GEヘ
ルスケア社製のシア
ニン色素を用い細胞
内タンパク質群をラ
ベル化した。Fig. 1 の
結果と同様に，最終的にフォスタグ SDS-
PAGE による３次元イメージングを Fig. 2 に
示した。 
	 最後にリン酸親和性トラップゲル電気泳動
転写法としてのアッセイ法の検証を行った。
問題点は標的となるリン酸化タンパク質の転
写効率・タンパク質試料の解析量となる。Fig. 
3 で示したスキームのアッセイ系を確立した。
３次元蛍光ディファレンシャルにおけるこの
アッセイ系については，今後のさらなる展開
に期待したい。 
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