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研究成果の概要（和文）： EGF受容体下流シグナル経路のプロテオーム解析により見出された

多数の新規タンパク質の生理機能と、それらのリン酸化など、翻訳後修飾による調節機構を詳

細に解析することで、EGF 受容体下流のシグナル伝達系を網羅的に解明することを目的とし、

これまで４種類のタンパク質、Ymer タンパク質、CFBP タンパク質、CLPABP タンパク質、

GAREM についてそれらの EGF 受容体シグナルにおける役割とリン酸化、ユビキチン化によ

る機能調節機構を明らかにした。  
 
研究成果の概要（英文）：Four novel proteins identified by the phosphoproteomic analysis of 
the EGF receptor mediated signaling pathways were studied for their physiological 
functions.  The proteins include Ymer protein, CFBP, CLPABP (Caldiolipine and 
Phosphatidic Acid Binding Protein) and GAREM (Grb2-associated and regulator of 
Erk/MAPK).  The posttranslational modifications such as phosphorylation and 
ubiquitination were analyzed for their regulatory roles in the EGF receptor signaling. 
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１．研究開始当初の背景 
 
申請者らは、これまで質量分析法を用いた

微量タンパク質構造解析法を主な技術とし
て、多くのタンパク質の翻訳後修飾、特にタ
ンパク質リン酸化と、ミリスチル化のような

アシル化の詳細な解析を構造と機能の両面
から行ってきた。ゲノム解析の進展により、
ゲノム情報を生かした網羅的かつ系統的な
プロテオーム解析が可能となる状況が整い、
細胞におけるシグナル伝達系を大規模に解
析し、ネットワークとして理解する基盤が出
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来つつある状況である。本研究においては、
申請者らのグループにおいて現在進行中の
EGF 受容体下流タンパク質の大規模プロテ
オミクス解析の成果を生かし、新規に見出さ
れた多数の新規タンパク質とそれらの生理
機能解析とリン酸化・ユビキチン化などの翻
訳後修飾の解析をさらに推し進めることで、
EGF受容体下流シグナル伝達系を体系的・網
羅的に明らかにすることを目的とする。申請
者らは既に、EGF刺激した A431細胞から複
数の抗ホスホチロシン抗体を組み合わせる
ことで、従来の報告を遙かに上回る 200余り
の EGF 受容体下流タンパク質を同定してい
る（Konishi et al. J. Biol. Chem. 2006）（図
１）。 
その中で、60 余りのタンパク質は機能未知

タンパク質、あるいは従来 EGF 受容体の下
流にあることが知られていなかったタンパ
ク質である。申請者らは既に、これらのタン
パク質の一部に関して遺伝子を PCR により
クローン化し、動物細胞における発現系を構
築し、また市販の抗体が得られないタンパク
質に関しては大腸菌において組み換えタン
パク質として大量発現させ、それを抗原とし
てポリクローナル抗体を作成している。さら
に数種類のタンパク質に関しては、免疫沈降
による結合タンパク質の解析や免疫蛍光染
色や GFP 融合タンパク質の発現による局在
解析、質量分析法と変異体を用いた修飾部位
の解析などを通じて、それらの生理機能を明
らかにすることが出来た。ひとつは Ymerタ
ンパク質と呼ばれるチロシンリッチタンパ
ク質で、もう一つは CFBP (CIN85/CD2AP 
family binding protein)と名付け、両者は Cbl
を介した EGF 受容体の分解の制御に関わっ
ていた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．A431細胞から抗ホスホチ

ロシン抗体による単離したチロ
シンリン酸化タンパク質。コント
ロール（左）と EGF 刺激した細
胞由来のタンパク質（右）。 
 

 
 

２．研究の目的 
 

本研究においては上述の EGF 受容体下流
タンパク質のプロテオミクスにおいて同定
された新規タンパク質の生理機能解析、特に
EGF受容体の分解の制御という、重要な側面
に関する研究を進めて行くことを目的とす
る。申請者らの“強み”は特に質量分析法に
よる翻訳後修飾の詳細な解析技術を有して
いることで、タンパク質をトリプシンなどの
プロテアーゼにより処理してから、ペプチド
レベルで修飾の種類と部位を解析する従来
の手法に加え、最近導入したフーリエ変換型
質量分析計を用いることで、タンパク質を丸
ごとイオン化し、CID 並びに ECD という二
種類の開裂法を併用することで、タンパク質
を開裂させ、修飾の解析を行う、いわゆる
Top-down プロテオミクスの手法を用いるこ
とで、タンパク質のN末端から C末端まで、
全ての修飾を網羅的に解析することを可能
とする。また、特異的な部位がリン酸化され
て初めて認識する、部位特異的抗リン酸化抗
体の作成も進めており、既に上記の２種類の
タンパク質の EGF 受容体による複数のチロ
シンリン酸化部位や、EGF受容体そのものの
11カ所のチロシンリン酸化部位、またこれま
でに明らかにした新規のリン酸化部位など
に対する抗体を作成中である。本研究におい
ては、さらにこれらの抗リン酸化抗体作成を
継続すると共に、それらを用いたダイナミッ
クなリン酸化の変動を解析し、EGF受容体下
流のネットワークを明らかにして行くこと
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
3-1．機能未知タンパク質の大腸菌における
発現系構築と抗体作成 
 
細胞内局在解析、免疫沈降などに用いる特

異的抗体作成を目的として、抗原を大腸菌に
おける組み換えタンパク質として発現した。
特に、EGF 受容体の下流タンパク質であるこ
とが初めて明らかになったタンパク質に関
して、市販の抗体が得られないもの、得られ
ても効率良く免疫沈降が出来ないものに関
してヒトの cDNA ライブラリーから PCR によ
り遺伝子をクローニングした。抗原タンパク
質としては、全長、100 アミノ酸残基程度の
部分配列に GST タグ、His タグをそれぞれ付
けたもの融合タンパク質を作成し、大腸菌に
おいて発現、アフィニティ精製した。上記で
作成した全長、部分配列タンパク質、さらに
C 末端の部分配列に相当する合成ペプチドを
それぞれ抗原として、ウサギにおいてポリク
ローナル抗体を作成した。基本的には、GST
融合タンパク質を抗原として用い、His タグ
を持つタンパク質をリガンドとして用いて
アフィニティ精製することで、GST 部分に対



 

 

する抗体を除いた抗体作成を行った。 
 
3-2.知タンパク質の動物細胞における発現
系構築 
 
上記で取得した遺伝子クローンを用い、

293T 細胞、COS7 細胞などに GFP 融合タンパ
ク質、あるいは Flag タグ、や HA タグとのダ
ブルタグ付きで発現させ、局在解析や、免疫
沈降による相互作用解析に用いる一過性に
過剰発現する発現系を構築した。また、必要
に応じて安定発現株を取得した。作成した過
剰発現した細胞、或いは A431 細胞を用い、
GFP 融合タンパク質、FLAG タグに対する市販
抗体、上記で作成した特異的抗体などを用い、
共焦点顕微鏡による局在解析を行った。 
 
3-3.修飾の詳細解析 
EGF 刺激した細胞から、機能未知タンパク

質を、タグに対する市販抗体、或いは上記で
作成した特異的抗体を用いて免疫沈降し、ト
リプシンなどによる分解後、キャピラリーＨ
ＰＬＣとエレクトロスプレー質量分析計を
オンライン結合した LC/MS法によりリン酸化
や、ユビキチン化をはじめとするタンパク質
翻訳後修飾の詳細な解析を行った。 
 
3-4.異的抗リン酸化抗体の作成 
 
上記で同定したリン酸化部位に対して、リ

ン酸化部位前後の配列に相当するリン酸化
ペプチドを合成し（外注）、それらをキャリ
アータンパク質と結合したモノを抗原とし
てウサギにおいて部位特異的な抗リン酸化
抗体を作成した。得られた抗体のウェスタン
ブロットによる評価を行うと共に、それらを
用いて EGF刺激下のリン酸化の増減の時間変
化と、リン酸化タンパク質の細胞内局在を解
析することで、これら新規タンパク質の機能
解析を行った。 
 
3-5.抗体を用いたプルダウンによる相互作
用解析 
 
本研究において研究対象としている新規

タンパク質は、一部の既知の機能ドメインを
含むことを除いて、配列の解析からは機能が
推定できないタンパク質である。これらの機
能未知タンパク質の機能解析は、上記の細胞
内局在の解析以外に、相互作用解析による結
合タンパク質の探索と、次項（２）のノック
ダウンによる解析を進める必要がある。具体
的には作成した動物細胞における発現系、
A431 細胞などからタグ或いはタンパク質に
対して作成した特異的抗体を用いて標的タ
ンパク質を免疫沈降し、共沈するタンパク質
をプロテオミクス解析技術により同定する

ことで、相互作用するタンパク質を探索した。 
 

3-6. RNAi による機能解析 
 
新規機能未知タンパク質の機能解析のた

めには、siRNA によるノックダウンが現在最
も簡便で有効な方法である。14 種類の新規タ
ンパク質、及び 50余りの既知タンパク質で、
申請者らの解析により EGF受容体の下流タン
パク質として同定されたタンパク質に関し
てノックダウンによる効果を EGF 刺激下に行
うことで、生理機能の解析を行った。 
 
４．研究成果 
 
4-1. CLPABP の機能解析 
 
新規タンパク質のひとつである PH ドメイ

ンをタンデムに持つタンパク質に関してそ
の生理機能解析を行った。この２つの PH ド
メインはカルジオリピンとホスファチジン
酸に特異的に結合することから CLPABP
（ Cardiolipin and phosphatidic 
acid-binding protein）と名付けた。CLPABP
の PH ドメインは、他の既知の PH ドメインに
比してカルジオリピンなどに特異的な脂質
結合性を示し、これまで知られているタンパ
ク質では Cool/PIX タンパク質のそれに類似
している。蛍光免疫染色により、このタンパ
ク質はミトコンドリアの表面付近に RNA を含
む顆粒として存在することを見出した。また
305 番目と 456 番目のチロシンがリン酸化部
位であることを明らかにした。さらに、免疫
沈降により単離した複合体を質量分析法に
より解析することで、相互作用解析を行い、
また過剰発現、siRNA によるノックダウンな
どにより CLPABP の生理機能を解析した
（Sano他、BBA Mol.Cell.Res.(2008)））。 
 

4-2.GAREM の機能解析 
 
４種類目の新規タンパク質が EGF 受容体

に結合しそのシグナルを伝える上で重要な
役割を果たす Grb2 タンパク質に結合するこ
とを見出し、このタンパク質を GAREM
（ Grb2-associated and regulator of 
Erk/MAPK）と名付けた。875 アミノ酸よりな
る GAREMは分子中央付近に存在するプロリン
リッチ領域を通じて Grb2 と結合するだけで
なく、その少し N 末側に存在する Tyr453 の
リン酸化に依存して Shp2（ SH2-domain 
containing protein tyrosine phosphatase 
2）とも結合する。また、GAREM は Grb2 を通
じて EGF受容体に結合する。さらに、Erk/MAPK
経路の活性化に関わることを明らかにした
（Tsahiro 他、J.Biol.Chem.(2009)）。 
 



 

 

4-3.部位特異的抗リン酸化抗体の作成とそ
の評価 
 

EGF 受容体活性化に伴いチロシンリン酸化
される部位を質量分析法により同定し、ホス
ホチロシンを含むペプチドを化学合成した
（外注）。キャリアータンパク質に結合後、 
ウサギにおいてポリクローナル抗体を作成
した。 
複数の新規タンパク質のチロシンリン酸

化を認識する抗体を得たが、例えば Ymer タ
ンパク質の Tyr145 のリン酸化を認識する抗
体は、Tyr145 の位置にホスホチロシンを含む
合成ペプチドを抗原として得ることができ
た。抗リン酸化抗体はタンパク質全体の抗体
と比較することで、EGF 受容体刺激に伴い、
リン酸化タンパク質が特有の局在を示すこ
とを明らかにした。 
 

 
 
図２．Ymer タンパク質の Tyr145 のリン酸化
を認識する部位特異的抗リン酸化抗体によ
る免疫染色。非刺激（左）と EGF 刺激した細
胞（右）。 
 
 
4-4.その他の研究成果 
 
 EGF 受容体下流のリン酸化プロテオミクス
に平行して、ERK/MAP キナーゼ経路の基質タ
ンパク質の網羅的解析を行い、ヌクレオポリ
ンに依存した核膜輸送が ERK によるリン酸化
により調節されていることを見出した
（Kosako 他、 Nature Struc. Mol. Biol. 
(2009)）。また微小管プラス端集積因子 EB3
のユビキチンリガーゼ SIAH-1 と Aurora キナ
ーゼによる制御機構を解明した（Ban 他、
J.Biol.Chem. (2009)）。その他、プロテオミ
クス解析技術の応用として、自家不和合性を
示すホヤの精子と卵膜のプロテオーム解析
を行い、それらの構成タンパク質のカタログ
を作成し、それにより、ホヤの自家不和合性
に関わるタンパク質分子を同定した（Harada
他、Science (2008)；Yamada 他、J.Biol.Chem. 
(2009)）。また、これらのプロテオミクスの
応用研究を支える技術開発として、内部標準
法に基づく、質量分析装置の取得データの再

キャリブレーション法を開発し、プロテオミ
クスによるタンパク質同定の高精度化に成
功 し た （ Ishino & Taniguchi 、 Rapid 
Commun.Mass Spcetrom. (2008)）。それを用
いて高精度プロテオミクスデータを作成す
ることで、プロテオミクスデータのゲノム配
列へのマッピングを行い、微生物のゲノムア
ノテーションの評価を行った。その結果、新
規遺伝子の同定やこれまでの遺伝子アノテ
ーションのエラーなどを検出することに成
功した（Ishino 他、Proteomics (2007)）。 
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