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研究成果の概要（和文）：　本研究では、チロシン残基のリン酸化の解析に焦点を当てて、リン酸化チロシン含有ペプ
チドを選択的に濃縮する手法を開発し、細胞内で起きているチロシンリン酸化の大規模解析およびそのデータに基づく
シグナル伝達ネットワーク解析を行った。
　従来のリン酸化ペプチド濃縮法である酸化金属クロマトグラフィー法と抗リン酸化チロシン抗体による免疫沈降、あ
るいは組み換えチロシンキナーゼを用いたin vitroリン酸化を組み合わせた方法の開発により、生体試料における大規
模なリン酸化チロシンの同定に成功した。これらの方法を用いて、がんの分子標的薬の作用評価を行い、薬物処理によ
って変動するリン酸化部位の同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, a highly selective method for phosphotyrosine (pY)-containing 
peptides was developed to comprehensively identify pYs and analyze cellular signaling networks based on 
the data.
By a combination use of metal oxide chromatography and immunoprecipitation using anti-pY antibody or in 
vitro kinase reaction with recombinant tyrosine kinases, phosphotyrosines in biological samples were 
successfully identified in large scale. Using this approach, molecular-targeting agents of a cancer were 
evaluated and regulated phosphorylated sites were determined.

研究分野：プロテオミクス

キーワード： プロテオーム　シグナル伝達　リン酸化プロテオミクス
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１．研究開始当初の背景 
プロテインキナーゼやホスファターゼによ
るタンパク質の可逆的リン酸化反応は、細胞
内のシグナル伝達において重要な役割を果
たしている。キナーゼの過剰発現や調節損失
によるシグナル伝達の異常な活性化は、多く
の疾患に関連しており、タンパク質のリン酸
化を介したシグナル伝達のメカニズムを観
測することは生命現象の理解のみならず、疾
患の診断や治療、創薬研究を行う上でも非常
に有用である。 
近年、質量分析計を用いたタンパク質のリン
酸化の大規模解析によるシグナル伝達解析
が様々な研究で用いられるようになった。一
つのタンパク質のリン酸化の挙動だけでは
なく、細胞内の全リン酸化タンパク質（リン
酸化プロテオーム）を同時に観測することに
より、新規なシグナル伝達経路や制御機構の
発見といった知見が得られている。 
このようなリン酸化タンパク質の大規模計
測を可能とした要素の一つに、リン酸化タン
パク質やペプチドの選択的濃縮法の開発が
挙げられる。化学量論的に見て、リン酸化修
飾されたタンパク質は非修飾タンパク質と
比較して極めて少ないことから、大規模なリ
ン酸化プロテオーム情報を効率よく取得す
る為には、あらかじめリン酸化タンパク質/
ペプチドを選択的に濃縮する必要がある。リ
ン酸化ペプチド濃縮法として、抗体を用いた
免疫沈降、金属イオンや酸化金属を用いたア
フィニティークロマトグラフィー法がリン
酸化プロテオーム解析に広く用いられてい
る。 
研究代表者らはこれまでにヒドロキシ酸共
存化で酸化金属クロマトグラフィーを行う
手法（Hydroxy Acid Modified Metal Oxide 
Chromatography; HAMMOC 法）を開発し
ている（図１左上）。大過剰のヒドロキシ酸
が競合剤として働く事で非リン酸化ペプチ
ドの吸着を抑制することができ、既存の手法
と比較してリン酸化ペプチドに対する選択
性や回収率において大幅な向上が見られた。
HAMMOC法を用いて、世界で初めて生体試
料から前分画を行わずに数千個のリン酸化
ペプチドを同定することに成功した。また、
ヒトの全キナーゼの約 70％に相当する 354
キナーゼについて、組替え体キナーゼを用い
て in vitro反応試験を行った。HAMMOC法
によりリン酸化された基質タンパク質及び
その部位を同定し、各キナーゼのリン酸化モ
チーフ情報を取得している。 
 
２．研究の目的 
本研究では、(１)リン酸化チロシン含有ペ
プチドを選択的に濃縮する手法の開発と、そ
の手法を用いて、(２)細胞内で起きているチ
ロシンリン酸化の大規模計測およびシグナ
ル伝達ネットワーク解析を行う。 

(１)リン酸化チロシン含有ペプチド濃縮法
の開発 

免疫沈降法、酸化金属を用いたアフィニテ
ィークロマトグラフィー法、化学反応による
リン酸化セリン/スレオニンの選択的脱リン
酸化法を組み合わせて、リン酸化チロシン含
有ペプチドを選択的に濃縮する手法を開発
する。現在、HAMMOC 法を用いることで、
100μｇのタンパク質に相当する細胞抽出物
から、約 10,000 種類のリン酸化ペプチドの
同定が可能となっている。しかし、その内、
リン酸化チロシン含有ペプチドの同定数は
わずか数百個程度である。予備的な検討とし
て、HAMMOC法と抗リン酸化チロシン抗体
を用いた免疫沈降法を併用した結果、単独使
用時と比べてリン酸化チロシン含有ペプチ
ドに対して 10倍以上の濃縮効率が得られた。
本研究では、強塩基処理によるリン酸化セリ
ン/スレオニンのβ-脱離の併用や濃縮条件の
最適化を行うことにより、リン酸化チロシン
含有ペプチドの同定数をさらに向上させる。
具体的には無刺激状態の細胞に対して 1,000
個以上のリン酸化チロシンサイトの同定を
目標とする。 
 (２)リン酸化チロシンの大規模計測および
シグナル伝達ネットワーク解析 
開発したリン酸化チロシン含有ペプチド
濃縮法を用いて、培養細胞中の大規模なリン
酸化チロシン解析を行い、情報を取得する。
同時に従来のリン酸化プロテオーム解析手
法によりリン酸化セリン/スレオニンの情報
も取得する。様々な摂動実験後のリン酸化プ
ロテオームデータとこれまでに得ているキ
ナーゼのリン酸化モチーフ情報を用いた責
任キナーゼ予測からシグナル伝達ネットワ
ークの構築を行う。 
 
３．研究の方法 
(１) リン酸化チロシン含有ペプチド濃縮法
の開発 
酸化金属クロマトグラフィーによるリン
酸化ペプチド全般の高選択的濃縮、免疫沈降
法によるリン酸化チロシン含有ペプチドの
濃縮、およびβ脱離によるリン酸化セリン/
スレオニンの脱リン酸化を組み合わせて、リ
ン酸化チロシン含有ペプチドを高選択的に
濃縮する手法を開発する。セリン、スレオニ
ン、またはチロシンがリン酸化されている短
鎖のペプチドの配列の一部をランダマイズ
した合成リン酸化ペプチドを試料として、
様々な条件下で酸化金属クロマトグラフィ
ーにより濃縮実験を行う。 
(２)リン酸化チロシンの大規模計測および
シグナル伝達ネットワーク解析 
様々な摂動実験におけるリン酸化プロテ
オーム解析の集積と予測キナーゼ-基質間情
報から、シグナル伝達ネットワークの構築を
行う。これまでの研究で取得した、ヒトキナ
ーゼの in vitro 反応試験における基質情報
を用いて、キナーゼ-基質間情報の予測を行
い、予測リン酸化ネットワークと上記の摂動
実験におけるリン酸化プロテオーム解析結



果から、連動して変動が見られるリン酸化ネ
ットワークを抽出することで有意性の高い
リン酸化ネットワークを構築する。 
 
４．研究成果 
(１) リン酸化チロシン含有ペプチド濃縮法
の開発 
最初に、酸化金属クロマトグラフィーを用
いたリン酸化ペプチド濃縮によって、リン酸
化チロシンを含むペプチドを選択的に濃縮
することが可能な方法の開発を行った。吸着、
溶出時の溶媒の種類や pH を変えて検討した
が、有意な選択性の変化は観測されなかった、
一方、リン酸化ペプチド濃縮字に用いる酸化
チタニウムや酸化ジルコニウムを別の酸化
金属や金属化合物に変えて評価したところ、
リン酸化チロシンに対する選択性が向上し
た担体が見いだされたが、リン酸化ペプチド
の回収率が低下した。現時点では、酸化金属
クロマトグラフィー単独でチロシンリン酸
化を大規模に同定するための効率的な方法
の確立に至っていない。 
 別法として、抗リン酸化チロシン抗体によ
る免疫沈降と酸化金属クロマトグラフィー
を組み合わせた方法によるリン酸化チロシ
ン含有ペプチドの濃縮を行った（図１）。ま
た、酸化金属クロマトグラフィーによるリン
酸化ペプチド濃縮後に強塩基処理によるリ
ン酸基のβ脱離を行うことで、セリン、スレ
オニンを脱リン酸化し、リン酸化チロシンを
選択的に濃縮する方法も行った。これらの手
法を用いることで、培養細胞から数千サイト
以上のリン酸化チロシンの同定に成功した。
また、濃縮したリン酸化ペプチドを脱リン酸
化処理後にチロシンキナーゼ組換え体の添
加による再リン酸化を行うモチーフターゲ
ット法を開発し、生理的にリン酸化されてい
たと考えられるリン酸化チロシンの大規模
同定に成功した。さらにモチーフターゲット
法に最適なチロシンキナーゼの組み合わせ
の検討を行い、3 種の基質特異性が異なるキ
ナーゼを用いた in vitro 反応試験を行うこ
とで、細胞破砕物から 1,000 個以上のリン酸
化チロシンの同定に成功した。 
 

 
図１ リン酸化チロシンの濃縮 

(２)リン酸化チロシンの大規模計測および
シグナル伝達ネットワーク解析 
 
 上述の免疫沈降と酸化金属クロマトグラ
フィーを組み合わせた方法を用いて、マウス
由来の 13 種の組織について、リン酸化チロ
シンを含むリン酸化プロテオームデータを
取得した。50個のチロシンキナーゼ自身のリ
ン酸化を含む計1,123個のリン酸化チロシン
を同定した（各組織につき数百～500 部位）。
特に脳において、組織特異的なリン酸化部位
が多く観測された。 
 また、リン酸化チロシン濃縮法と従来のリ
ン酸化プロテオーム解析法を用いて、キナー
ゼ阻害薬処理を行ったヒト培養細胞と未処
理の細胞におけるリン酸化タンパク質の定
量解析を行い、薬物処理によってリン酸化レ
ベルが変動するリン酸化チロシンおよびセ
リン、スレオニンを同定した（図２）。8種の
キナーゼ阻害薬について評価を行い、それぞ
れの薬物においてプロテインキナーゼやホ
スファターゼの活性制御に重要と考えられ
ているリン酸化部位が特徴的に変動してい
ることの観測に成功した。 
 

図２ 薬物処理によるリン酸化の変動 
 
次にヒトキナーゼ組換え体を用いた in 
vitro 試験で同定されたキナーゼ基質及び、
タンパク質間相互作用情報（ STRING; 
http://string-db.org/）から生理的条件下
におけるキナーゼ-基質間情報の予測を行っ
た。薬物処理によって不活性化されたキナー
ゼ群の予測を行い、クラスタリングを行った。
その結果、標的キナーゼが同一であるキナー
ゼ阻害薬間に高い相同性が見られた。 
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