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研究成果の概要（和文）：フォスタグ技術を世界標準のリン酸化プロテオーム解析技術にするこ
とを目的として，(1)蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）を利用したリン酸化ペプチドのフォスフ
ァターゼ反応の解析システム，(2) リン酸化タンパク質のフォスタグ電気泳動システム，(3) リ
ン酸化生体分子の分離カラムシステムなどを開発した．本研究で開発した新しいリン酸化合物
解析法は，今後のリン酸化プロテオーム研究を劇的に促進するものであると確信している． 
 
 
研究成果の概要（英文）： By utilizing the Phos-tag molecule and its derivatives, we have 
developed convenient and reliable methods for the detection and separation of 
phosphorylated peptides and proteins． In this program, we applied the Phos-tag technology 
to (1) FRET system for kinase profiling using Phos-tag, (2) phosphate affinity 
electrophoresis, (3) phosphate affinity column system． We believe that our Phos-tag 
technology will result in great progress in phosphoproteomics． 
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質のリン酸化は，シグナル伝達，

細胞周期の進行，遺伝子発現の制御などの多

様な生命活動に関与している．タンパク質の

リン酸化の異常は，癌，神経疾患，代謝性疾

患など様々な疾患の原因となっていること

が明らかとなり，リン酸化タンパク質の研究

（リン酸化プロテオミクス）は，それらの疾



患の予防や治療にとってますます重要にな

っている．これまでにタンパク質のリン酸化

について調べる様々な手法が開発されてお

り，その中で現在最も汎用されている方法は，

電気泳動法と質量分析法である．電気泳動法

では，放射性リンや抗リン酸化タンパク質抗

体を用いてリン酸化タンパク質を検出する．

放射性リンを使用する場合，「放射性物質を

取扱う特別な設備」が必要である．また，抗

体には，「高価，複雑な製造工程，化学的安

定性が低い，基質特異性の不安定性」などの

欠点がある．一方，ハイスループットなリン

酸化分子の分析には質量分析が優れている

が，測定感度や定量性などのさらなる向上が

求められている． 
 
２．研究の目的 
 研究代表者は，亜鉛イオンを必須とする

酵素（亜鉛酵素）がアニオン性の基質を選

択的に捕捉する機能を持っていることに注

目して，低分子亜鉛化合物の機能に関する

研究を行っている．その研究成果の１つに

「亜鉛二核錯体構造が，アルカリフォスフ

ァターゼ（亜鉛酵素）の基質であるリン酸

モノエステルアニオンを特異的に捕捉する

ために必須である」という発見がある．そ

の科学的事実を基礎として，生理条件下（pH 

7，室温）でリン酸イオンに結合するタグ分

子（フォスタグ）の開発に成功した．フォ

スタグ（二核金属錯体）とリン酸アニオン

との親和性は，カルボン酸イオンの10000

倍以上である．国内外において，リン酸化

合物と金属イオンの溶液内相互作用を化学

的に追求し，その成果を実用的なリン酸化

プロテオーム解析技術へ応用する研究は，

研究代表者らの研究グループ以外ではほと

んど行なわれていない．本研究以前に，研

究代表者は，リン酸化分子を中性pHで選択

的に捕捉する金属錯体化合物群を開発し，

リン酸化分子の質量分析増感剤，リン酸ア

フィニティーアガロースゲル，ビオチン化

リン酸化分子捕捉剤，リン酸アフィニティ

ー電気泳動ポリアクリルアミドゲルを開発

した実績がある．それらはリン酸化物質を

分解することなく濃縮したり，検出したり

できるオリジナルなリン酸化プロテオーム

解析用試薬である．本研究では，フォスタ

グ技術を世界標準のリン酸化プロテオーム

解析技術にすることを目的として，(1)フォ

スタグのリン酸基結合能と生体分子（酵素

や抗体）の特異的機能を組み合わせた分析

法，(2)フォスタグ技術を組み込んだハイス

ループットなリン酸化生体分子の検出法

（リアルタイムリン酸化プロファイリン

グ），(3)リン酸化タンパク質の新しい二次

元電気泳動法，(4)質量分析前処理用の耐圧

性リン酸アフィニティーカラム法，(5)フォ

スタグとリン酸基の結合により誘導される

蛍光共鳴エネルギー移動を利用したリン酸

化反応の分析法の開発を行う． 

 フォスタグは，セリン，チロシン，スレオ

ニンの水酸基に結合したリン酸基に配位結

合する．リン酸化合物とフォスタグの結合は，

生理 pH で平衡論的に極めて安定である．一

方，その複合体に無機リン酸イオンや金属キ

レート剤（EDTA など）を添加すると，数分以

内でリン酸化合物を解離する．このようなフ

ォスタグの可逆的かつ迅速なリン酸化合物

の脱着は，リン酸基がついている物質すべて

に適用できる．リン酸化合物であればすべて

の分子に結合できるという性質は，網羅的な

リン酸化タンパク質の分析には大きな長所

になる．すなわち，フォスタグには，抗リン

酸化タンパク質抗体のようなアミノ酸配列

特異性がない．現在，リン酸基に親和性があ

るフォスタグ以外の金属錯体（チタン，鉄，

またはガドリニュウム錯体）が知られている

が，リン酸化合物に対する選択的な親和性を

得るためには強い酸性やアルカリ性条件が

必要なため，それらのターゲット分子や使用

条件は限定されている．一方，フォスタグ分

子は，生理条件下で使用できる． 

 
３．研究の方法 
 (1)フォスタグの基本骨格にアミノ基やカ

ルボン酸基を一つ結合させた誘導体に生体

高分子や人工高分子ポリマーをアミド結合

により結合させた高分子を合成した．結合す

る生体高分子は，西洋わさびペルオキシダー

ゼ（化学発光触媒），フルオレッセインなど

の蛍光色素で標識した牛血清アルブミン，低

分子結合性タンパク質（ストレプトアビジン，

グルタチオン結合タンパク質）である．以前

に，ビオチン化したフォスタグとストレプト

アビジン-結合型西洋わさびペルオキシダー

ゼを用いた，リン酸化タンパク質の化学発光

検出法を開発しているが，フォスタグと西洋

わさびペルオキシダーゼを直結することで，



より簡単な操作で高感度の化学発光検出が

可能になると考えた．それぞれの誘導体に適

したカルボン酸活性化剤（EDCなど）を用い

て，アミド結合形成反応の条件検討を行った．

生体高分子へのフォスタグの結合量は，紫外

線吸光度分析，液体クロマトグラフィー，電

気泳動法で検討した． 

 (2)高分子担体は，液体クロマトグラフ

ィー用の耐圧性有機ポリマービーズ，カル

ボン酸やアミノ基を有する磁気ビーズ，マ

レイミドなどの活性基を有する96穴プレ

ートである．カルボン酸活性化剤を用いて，

それぞれの誘導体に適したアミド結合形

成反応の条件検討を行った．ポリアクリル

アミド電気泳動ゲル用に開発したアクリ

ルアミド基を有するフォスタグは，マイク

ロゲルやキャピラリー電気泳動用ゲルと

して使用可能な直鎖状ポリマーの合成に

用いた． 

 (3)合成したフォスタグ誘導体の物理化

学的性質（溶液内平衡反応，金属錯体の安

定性，溶解度）について，分光分析，pH

滴定法，電気泳動法，表面プラズモン共鳴

（SPR）分析などにより検討した．さらに，

同様の原理を利用して，リン酸化反応の水

晶発振子マイクロバランス法の検出試薬

や電気泳動のシフト試薬の開発も行った． 

 (4)通常の等電点電気泳動あるいは尿素

変性電気泳動と，フォスタグ-PAGE法（ア

クリルアミド-フォスタグを使用）を組み

合わせた二次元電気泳動法に最適な分析

条件（フォスタグ濃度，pH緩衝系，泳動条

件）を検討した．この方法により，複数の

リン酸化タンパク質と対応する非リン酸

化タンパク質を同時に分析することが可

能となった．さらに，ゲル泳動後にPVDF

膜にタンパク質を転写し，西洋わさびペル

オキシダーゼ結合型フォスタグを用いた

化学発光分析により，網羅的なリン酸化タ

ンパク質の検出を行った． 

 (5)耐圧性リン酸アフィニティー担体は，

カルボン酸基をもつ高分子ビーズ（シリカ

ゲルやトヨパールなど）とアミノ基をもつ

フォスタグの縮合反応により合成した．ス

ピンカラムやステンレスカラムに耐圧性

リン酸アフィニティー担体を充填した．液

体クロマトグラフ装置を用いて，そのカラ

ムのリン酸化分子の分離能やリン酸化分

子に対する選択率を検討した． 

 (6) フルオレッセインを持つリン酸化ペプ

チドと蛍光性クマリン基をもつフォスタグ

誘導体の合成を行った．それらを組み合わせ

ると，蛍光共鳴エネルギー移動を利用した

リアルタイムフォスファターゼプロファイ

リングが可能になる． 

 

４．研究成果 

 (1)フォスタグのリン酸基結合能と抗体や

リン酸化酵素など生体分子の特異的な分子

認識機能を組み合わせた分析法を開発した．

(2)リン酸化タンパク質のプロファイリング

を目的とした新しい二次元電気泳動法を開

発した．一次元目の電気泳動には，従来の電

気泳動法（等電点電気泳動，尿素変性電気泳

動，SDS 変性電気泳動など）を二次元目には

フォスタグ電気泳動を組み合わせている．こ

の手法によりより詳細なリン酸化蛋白質解

析が可能になった．(3)質量分析や電気泳動

の前処理用の耐圧性リン酸アフィニティー

ゲル担体を開発した．リン酸化蛋白質を網羅

的に濃縮精製するこの手法は，従来のリン酸

化プロテオミクスの精度を格段によくする

ものである．(4)フォスタグとリン酸基の結

合により誘導される蛍光共鳴エネルギー移

動を利用したリン酸化反応の分析法を開発

した．蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）を利

用したリン酸化ペプチドのフォスファター

ゼ反応を解析するシステムを構築した．蛍光

分子の組み合わせを検討した結果，基質とな

るリン酸化ペプチドにフルオレッセインを

結合した分子と，アミノクマリンを結合した

フォスタグの組み合わせるとキナーゼ反応

に不可欠な ATP 存在下でも有効な FRET 現象

が起きることが明らかになった．それらの蛍

光分子の組み合わせに，キナーゼを作用させ

ると， FRET 効率の増加を観察することがで

きた．今後，この蛍光分析システムを，様々

なキナーゼ反応の解析に利用することを検

討していく予定である． 
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