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研究成果の概要（和文）： 

種々の病型の白血病細胞株（25 種程度）およびレトロウィルス感染系を用いてBCR-ABL を導

入したマウス骨髄細胞のトリプシン消化物から、HAMMOC法を用いてリン酸化ペプチドを濃縮し、

LC-MS/MS法によりリン酸化タンパク質の同定ならびにリン酸化部位の同定を行った。その結果、

BCR-ABL陽性細胞において4500以上のリン酸化部位を同定した。BCR-ABL陰性の白血病細胞株を並

べて解析すると、BCR-ABL陽性細胞群から検出したリン酸化蛋白質はクラスターを形成すること

から、BCR-ABLによって特異的なリン酸化シグナル伝達ネットワークが生じることが示唆された

。さらに、BCR-ABL陽性細胞にチロシンキナーゼ阻害薬であるイマチニブを添加すると、①

Ras/MAPK経路の活性化に関与するSHC1蛋白質のリン酸化が抑制されること、②自身の活性化を制

御する転写因子ATF-2のリン酸化が抑制されることが明らかになった。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 

Protein phosphorylation is a crucial regulatory posttranslational modification in 
eukaryotes. Mass spectrometric methods have been improved to obtain a snapshot of the 
phosphoproteomes to pave the way for in-depth mapping of phosphorylation sites. By 
innovating our unique method for phosphopeptide enrichment, we have identified more 
than 4,500 phosphorylated sites through analysis of BCR-ABL-positive cell, K562. Protein 
interaction analysis among the phosphoproteins showed unique cellular signaling network 
in BCR-ABL positive cell. Furthermore, BCR-ABL-positive leukemic cell lines formed a 
phosphopeptide-cluster in parallel analysis of multiple cell lines, suggesting a unique 
signaling phosphorylation pathway commonly expressed in BCR・ABL・positive cells. 
Imatinib induced phosphorylation-status change in BCR-ABL-positive cell, in particular, 
downregulation of phosphorylated SHC1 (Src homology2 domain-containing-transforming 
protein C1) which has a role in activating Ras/MAPK pathway, or downregulation of 
phosphorylated ATF-2 which transcriptional activity is active. In conclusion, our 
phosphoproteomic approach allows us to study cell signaling networks in relatively 
high-throughput mode, and can be adapted for a variety of cancer cells in which aberrant 
phosphorylation signaling is involved. 
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１．研究開始当初の背景 
近年の分子生物学の進歩により、白血病発

症に関わる多くのキメラ遺伝子や遺伝子変
異が同定された。現在白血病をはじめ、がん
の分子標的治療薬として臨床応用されてい
る薬剤はもっぱらシグナル伝達異常を標的
とした薬剤である。タンパク質のリン酸化は
細胞内シグナル伝達において中心的な役割
を果たしており、タンパク質間相互作用の変
化や立体構造の変化を誘導することでタン
パク質の機能の調節を行っている。細胞内シ
グナル伝達は経路毎に独立しているわけで
なく、複数の経路が合流したり分岐したり複
雑に入り組んでおり、また一つのタンパク質
に対して複数のリン酸化サイトが存在し、そ
れぞれが異なった経路を担っている場合も
多い。したがって、白血病細胞内のシグナル
伝達を理解するためには、個々の経路ではな
くネットワーク全体の異常を調べる必要が
あり、またタンパク質単位ではなく、リン酸
化部位単位で解析する必要がある。近年の質
量分析計（MS）やその周辺技術の技術革新
は著しく、それに伴って MS を基盤技術とす
るプロテオーム解析技術も飛躍的に発展し
てきた。その中でも特にリン酸化プロテオミ
クスは、リン酸化ペプチドの特異的濃縮法が
実現したことにより現実的な研究手段とな
りつつある。今回我々は、細胞抽出物の消化
ペプチド混合物から直接リン酸化ペプチド
を 選 択 的 に 濃 縮 す る 方 法 （ hydroxy 
acid-modified metal oxide chromatography: 
HAMMOC 法）を用いて、ハイスループット
なリン酸化プロテオーム解析を白血病研究
に応用する研究の着想に至った。 

 
２．研究の目的 
白血病細胞のシグナル伝達異常を、独自で

開発した世界最高効率のリン酸化プロテオ
ーム計測技術（HAMMOC 法）を用いて解析
し、白血病細胞の自己複製あるいは不死化の
鍵となるシグナル伝達分子を標的とした薬
剤を臨床応用へと展開するための研究基盤
を確立する。 

 
３．研究の方法 
(1)BCR-ABL陽性白血病細胞株 K562から抽出
した蛋白質を Lys-C、トリプシン、アスパラ
ギンで消化後、HAMMOC法を用いてリン酸化ペ
プチドを濃縮。液体クロマトグラフィー-タ
ンデム質量分析 (LC-MS/MS)によって測定さ
れたペプチド断片のスペクトルから Mascot

データベース検索を用いてリン酸化部位を
同定した（図 1）。 
 
図１ 

 
(2)BCR-ABL陽性細胞のリン酸化プロテオー
ムのスナップショットを得るために、STRING
データベースを用いて、物理的および機能的
相互作用を解析した。 
(3)BCR-ABL陽性白血病細胞株と BCR-ABL陰性
白血病細胞株を並べてリン酸化蛋白質のク
ラスター解析を行った。 
(4)イマチニブ添加および非添加の白血病細
胞株 K562から抽出した蛋白質を Lys-C、トリ
プシンで消化後、HAMMOC法とアミノ基の同位
体ジメチルラベル化を用いた定量法を組み
合わせ、リン酸化ペプチドの網羅的定量解析
を検討した（図 2）。 
 
 
 

 
 
 
４．研究成果 
(1)K562から 1901個のリン酸化蛋白質、4550
個のリン酸化部位を同定した。 
(2)BCR-ABLは BCR、ABL、LYN、SHC-1、MAPK1、

図 2 



MAPK3、STAT5A、STAT5B、MYC などとグループ
化された（図 3）。 
 
図 3 

 
(3) BCR-ABL 陽性白血病細胞株である K562、
NOC2 から検出したリン酸化蛋白質はクラス
ターを形成した（図 4）。 
 
図 4 

 
(4)イマチニブによってリン酸化が抑制され
る蛋白質を 15 個（表 1）、誘導される蛋白質
を 17 個（表 2）同定した。 
 
 
 
 
 
表 1 

表 2 

抑制される蛋白質のいくつかは BCR-ABLによ
るリン酸化の標的蛋白質であり（図 5）、
Ras/MAPK 経路の活性化に関与する SHC1 や
BCR-ABL 自身の活性化を制御する転写因子
ATF-2 が含まれた（図 6）。 
図 5 
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