
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１６２０１

若手研究(B)

2016～2014

リン酸化シグナリング解析手法の確立とシグナル研究への展開

Development of a method for phosphorylation signaling

１０６３２５９９研究者番号：

杉山　康憲（Sugiyama, Yasunori）

香川大学・農学部・助教

研究期間：

２６７５０３７２

平成 年 月 日現在２９   ５ ２４

円     2,900,000

研究成果の概要（和文）：細胞内プロテインキナーゼの発現量とリン酸化状態を解析するため、マルチPK抗体と
Phos-tagを組み合わせた新手法を開発した。ヒト前骨髄性白血病細胞HL-60を用いた解析により、抗がん剤耐性
に関わるキナーゼの同定や細胞の分化に関わるキナーゼを検出した。これらの研究から、開発した新手法が細胞
内プロテインキナーゼの解析を通して様々な生命現象や疾病の解明に有用であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：To analyze expression and phosphorylation state of cellular protein kinases,
 we developed new method using Multi-PK antibodies and Phos-tag techniques. Analysis using human 
promyelocytic leukemia HL-60 cells, we identified and detected protein kinase involved in resistance
 of anticancer agent and differentiation. Our present study revealed that the new methods can be 
used for the elucidating of biological phenomena and disease pathogenesis through analysis of 
intracellular protein kinases.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
細胞内情報伝達において重要な役割を果
たすプロテインキナーゼ(PK)は、タンパク質
のリン酸化を介して、シグナルの ON/OFF を
制御する鍵分子である。PKはこの機能を通し
て様々な生命現象や多くの疾病に深く関与
している。哺乳動物には 500 種類以上の PK
の存在が知られており、細胞外からの刺激な
どの状況に応じてその活性が調節されるだ
けでなく組織分布、細胞内局在、発現量など
が刻々と変動している。従って、細胞内での
PK の全体像を解析することができれば、生命
現象の基本メカニズムの解明や、疾病の原因
究明において非常に重要な意味を持つ。この
ような背景の中、我々は細胞内に発現する
様々な PK を幅広く検出できるモノクローナ
ル抗体であるマルチ PK 抗体を作製した
（Kameshita et al., Anal. Biochem. 322, 
215 (2003), Sugiyama et al., Anal. Biochem. 
347, 112 (2005)）。さらに、この抗体を用い
た PK のプロファイル法（Sugiyama et al., 
Anal. Biochem. 359, 271 (2006)）や PK の
同定法（Sugiyama et al. Anal. Biochem. 373, 
173 (2008)）を開発し、2 型糖尿病やレット
症候群といった疾病に関与する PK を同定・
解析してきた（Kameshita et al., BBRC 377, 
1162 (2008), Sugiyama et al., Metabolism 
60, 145 (2011)）。しかし、PK の解析におい
て重要である PK 活性を網羅的に解析する手
法が開発されていない状況で本研究を開始
した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では生命現象や疾病の原因となる
細胞内におけるリン酸化シグナル経路の全
貌を解明するために、リン酸化を制御する PK
群の活性変化の全体像を解析する手法を開
発することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 細胞内の PK 群の活性変化の全体像を解析
する手法の開発には、申請者が作製した PK
群を幅広く検出できるモノクローナル抗体
であるマルチ PK 抗体と、広島大学で開発さ
れ申請者が改良に携わったリン酸基を認識
して結合する化合物である Phos-tag を利用
する。これらを組み合わせて用いることによ
り、PK 全体の活性化状態を解析するリン酸化
シグナリング解析手法を確立した（図 1）。こ
の手法では、細胞抽出液などのサンプルを
SDS-PAGE および Phos-tag SDS-PAGE により分
離し、マルチ PK 抗体を用いたウエスタンブ
ロット解析により、PK のバンドおよびリン酸
化 PK のアップシフトバンドを検出した。さ
らに、一次元目に等電点電気泳動を、二次元
目に Phos-tag SDS-PAGE を利用したリン酸化
PK プロファイル法を開発した。 
 本手法の有用性を確認するためには、ヒト
前骨髄性白血病細胞 HL-60 を用いた。HL-60
に様々なPKを標的とする抗がん剤を処理し、 

 
開発した手法を利用して細胞内 PK を解析し
た。また、HL-60 に TPA を処理してマクロフ
ァージ様に分化した際の細胞内 PK の動態変
化については二次元電気泳動を用いた手法
を利用して解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)リン酸化シグナル解析手法の開発 
 多くの PKは上流の PKによるリン酸化や自
己リン酸化によって活性が制御されている。
そのため、リン酸化と活性は密接に関与する
ことが報告され、PK の活性化の解析には多様
なリン酸化部位特異的抗体が利用されてき
た。そこで、本研究では Phos-tag SDS-PAGE
を利用することでリン酸化タンパク質を非
リン酸化タンパク質と分離し、マルチ PK 抗
体を用いて PK を特異的かつ幅広く検出でき
る 手 法 を 確 立 し た (Sugiyama et al., 
MethodsX 2, 469 (2015))。 
 
(2)PK の発現およびリン酸化動態のプロファ
イル法の開発 
 上記で説明したリン酸化シグナル解析手
法を用いると、細胞内の多様な PK の発現量
およびリン酸化動態を解析することができ
る。しかし、細胞内の複数の PK がリン酸化
されている場合に、どの PK がリン酸化され
ているかを特定することは困難である。その
ため、PK 全体をプロファイルする手法の開発
が重要である。そこで我々は、一次元目に等
電点電気泳動、二次元目にPhos-tag SDS-PAGE
を用いた二次元電気泳動とマルチ PK 抗体を
組み合わせた PK プロファイル法を新たに開
発した。 
 
(3)抗がん剤耐性に関わる PK の同定 
 ヒト前骨髄性白血病細胞 HL-60 に、米国に
て主にセカンドラインで使用されており
様々な PK を標的としている抗がん剤
(axitinib, cabozantinib, pazopanib, 
vandetanib)を３日間処理した。HL-60 におけ
る PK の発現量およびリン酸化状態の変化を
「リン酸化シグナル解析法」により解析した。
その結果、抗がん剤処理によって、約４種類
のチロシンキナーゼの発現量の変動が確認



された。また、約４種類のチロシンキナーゼ
のリン酸化状態の変化が見られた。さらに、
この中のひとつがチロシンキナーゼのSykで
あることを特異的抗体を用いた解析により
同定した。 
 
(4)細胞分化に関わるPKのプロファイリング 
 HL-60 細胞はホルボールエステル(TPA)で
処理することによってマクロファージ様に
分化することが知られている。そこで我々は
HL-60 細胞に 10 nM TPA を処理して、細胞分
化を促し分化に関与する PK を「PK の発現お
よびリン酸化動態のプロファイル法」により
解析した。その結果、約１２個のスポットが
検出され、その中の４個以上のスポットの発
現とリン酸化がTPA処理の時間に伴って変化
することを明らかとした。 
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