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研究成果の概要（和文）：in vitroリン酸化反応とその後のリン酸化ペプチド濃縮により、タンパク質混合物試料中の
タンパク質組成を自由に操作し、低発現量タンパク質の検出感度を向上させる新規手法を開発し、血清・血漿プロテオ
ミクスに応用することを目的とし、検討を行った。その結果、高発現血清タンパク抗体カラムによる試料前処理と最適
なキナーゼによるin vitroリン酸化反応を組み合わせることにより、ヒト血漿プロテオームデータベースにも同定記録
のない、超低発現サイトカイン類の同定が可能となった。さらに、本法を培養細胞中のリ低発現リン酸化タンパク定量
に適用したところ、通常法では不可能であったリン酸化ペプチド定量に成功した。

研究成果の概要（英文）：We aimed to develop a novel method to enrich low abundant proteins, in which targe
t proteins are labeled with phosphate by in vitro phosphorylation reaction using selected spiked kinases, 
followed by phosphopeptide enrichment, for applying to plasma/serum proteome analysis. As a result, by com
bining the in vitro phosphorylation by optimal kinase with sample treatment by antibody-based serum deplet
ion column, it becomes possible to identify several cytokines with very low expression level in plasma, wh
ich have never been reported to identify from plasma by conventional proteomics approaches due to their lo
w abundance. Furthermore, we successfully quantified low abundant phosphorylated proteins in cultured cell
s by this method, which were not possible by the conventional methods. 
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１．研究開始当初の背景 
血漿中タンパク試料は、高発現タンパクと

低発現タンパクとの濃度差が1012倍も違う最
も難しいプロテオーム解析対象である一方、
バイオマーカー測定試料としては入手しや
すく情報も豊富という点から最も重要な試
料ソースの一つである。今までに国際プロジ
ェクトが組まれて世界中のプロテオミクス
研究者が取り組んできたが、いまだに標準法
の設定ができず、プロテオーム解析の中で最
もチャレンジングな分析対象となっている。 
代表者らは、今までにタンパク質リン酸化

修飾にフォーカスしたリン酸化プロテオミ
クスの新規手法開発に取り組んできたが、そ
の中でリン酸化ペプチド濃縮後に同定され
るタンパクリストには、通常のプロテオーム
解析ではまれにしか見つからないタンパク
を非常に多く含んでいることに気付いた。す
なわちキナーゼによるリン酸化修飾反応を
うまく利用できれば、発現量の低いタンパク
をもっと効率的に同定できるのではないか
と考えた。代表者らが蓄積してきた細胞内ヒ
トリン酸化プロテオーム情報を解析すると、
リン酸化は実に7割以上のタンパク質で起き
ており、これを試験管内で反応させれば、更
に多くのリン酸化修飾を起こさせたり、修飾
率を向上させたりできる可能性がある。HeLa
細胞からの抽出タンパク質混合物に対し、
395 種の組換えキナーゼをそれぞれ別々に試
験管内で反応させ、リン酸化プロテオミクス
の手法で解析したところ、合計 4,076 種のタ
ンパク質が同定され、そのうち 1,745 タンパ
ク質（43％）は通常のプロテオーム解析では
見つかっていない新規同定タンパク質であ
った。更に詳細に結果を解析したところ、い
くつかのキナーゼは同定効率を落とさずに
低発現タンパク質をより選択的に修飾して
いることがわかってきた。そこで本反応を試
料中のタンパク組成操作法として一般化し、
血漿プロテオーム解析の前処理法として適
用することを着想するにいたった。 
 
２．研究の目的 
タンパク質混合試料中のタンパク質組成

を試料前処理過程で自由に操作し、低発現タ
ンパク質の検出感度を向上させる新規手法
を提案する。これは、試験管内におけるキナ
ーゼを用いたアミノ酸配列選択的なリン酸
基導入反応と、チタニアのリン酸基に対する
ケモアフィニティーを用いた濃縮精製法を
組み合わせるものである。本手法を血漿プロ
テオーム解析法に適用する。血漿タンパク質
の網羅的解析は、近年発展の著しいプロテオ
ミクスの最先端手法を用いても困難を極め
ており、世界中で様々な試みがされているが
未だに標準法は確立していない。518 種のプ

ロテインキナーゼが有する様々なリン酸化
モチーフを利用することで、従来の血漿プロ
テオーム解析では困難な低発現プロテオー
ムの検出感度を向上させ、血漿バイオマーカ
ー探索研究を強力に加速させる。 
 

３．研究の方法 
本研究では、最適キナーゼカクテルの選択、

試験管内キナーゼ反応効率を最大化する反
応条件の探索、標準血漿試料への適用等を行
い、血漿プロテオーム解析のための新規前処
理法としての可能性を見極める。入手可能な
約 400 種の組換えキナーゼの中から、高発現
タンパクへのタグ導入率を抑え、低発現タン
パクへの導入効率が高いキナーゼを複数選
択し、その組み合わせや混合比を最適化する。
また、ATP 量、金属塩濃度およびタンパク質
の断片化効果などについて検討し、リン酸基
導入効率を最大化する。これらの検討結果に
基づき最適条件下で血漿試料に適用し、どの
ような低発現タンパクを同定・定量できるか
を検証する。 
 
４．研究成果 
キナーゼ反応条件も含めた種々の前処理条

件の最適化の結果、高発現血清タンパク抗体
カラムによる試料前処理と最適なキナーゼ
による in vitro リン酸化反応を組み合わせる
ことにより、従来法(無処理・強カチオン交換
クロマトグラフィーによる分画)と比較して、
より低発現量領域までタンパク質同定のカ
バー率を向上することができ(図１A)、タンパ
ク質同定数自体を増加させることにも成功
した(図 1B)。興味深いことにプロテオーム解 
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図１ in vitroキナーゼ処理の効果



析で最も汎用されている SCX－逆相系の二
次元分離が、カバー率及び同定数の面でほと
んど効果を示さないのに対し、本法は 1 回の
分析でカバー率及び同定数を大きく向上さ
せており、強力な複雑性軽減効果を有してい
ることが確認できた。 
本法はキナーゼによって基質特異的にリン

酸化されたペプチドのみを濃縮することが
可能なため、従来法で調製された試料とは含
有されるタンパク質の量的プロファイルが
異なることが予想された。そこで、従来法と
本法で調製した試料中に含まれる各タンパ
ク質の量的プロファイルを比較した。その結
果、従来法では上位 5 タンパク質が占める割
合がモル比で 88%であったのに対し、本法で
はそれが 70%に減少していた。これはすなわ
ち、本法では低発現量タンパク質を含む領域
が 2 倍以上に増加していることを示している。
タンパク質の量的プロファイルを操作する
ことが可能ということは、タンパク質濃度ダ
イナミックレンジを変化させることが可能
ということであり、本法がヒト血清のように
広大なタンパク質濃度ダイナミックレンジ
を有する試料から低発現量タンパク質を同
定する上で強力な手段となり得ることを示
している。 
複数のキナーゼを用いて低発現量タンパク

質の同定を試みたところ、ERK2 を用いて調
製した in vitro リン酸化プロテオーム中から、
interleukin 25 (IL25_HUMAN)を同定すること
に成功した(図 2)。 

 
 
Interleukin 類は発現量が極めて低いことが

報告されており、今回同定された interleukin 
25 は現在得られる最大規模の血漿プロテオ
ームデータベース(Human Plasma PeptideAtlas 
2012-08)にも同定された記録が投稿されてい
ない。本手法はヒト血清中から低発現量タン
パク質を効率よく同定する上で強力な手法

である。 
さらに培養細胞中の低発現リン酸化プロテ

オームの定量解析への応用を検討した。細胞
抽出タンパク試料をトリプシン消化し、リン
酸化ペプチド濃縮を行ったのち、ホスファタ
ーゼを用いて脱リン酸化し、任意のキナーゼ
による in vitro リン酸化タグ法により、標的ペ
プチドを濃縮し、LC-MS にて定量した。その
結果、試料の複雑性を大幅に軽減することが
可能であり、従来法ではイオン化抑制のため
検出できなかった低発現リン酸化ペプチド
が多数定量可能となった。図３に一例として
転写因子 FRA2 由来のリン酸化ペプチド
RSpSSSGDQSSDSLNpSPTLLAL の抽出イオ
ンクロマトグラムを示す。 

 
FRA-2 は HeLa 細胞を EGF によって刺激し

た際、C 末端ペプチドが特徴的な経時的リン
酸化量変動を示すことが報告されている。従
来法では試料の複雑性を低減するため、数 10 
mg 以上の細胞を用いて 13 画分に分画した後、
分析を行っている。一方、本法では、各タイ
ムポイントでサンプルとコンロトールにそ
れぞれ 400 μg タンパク質相当のペプチドを
用いているため、必要試料量は 3.2 mg であっ
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た。本法では、LC-MS 分析前に試料を分画す
ることなく対象ペプチドを定量し、経時的リ
ン酸化量変動を解析することに焦点を当て、
p38δ 処理と無処理間で定量性を比較しなが
らデータ解析を行った。その結果、無処理で
は検出が不可能であった FRA-2 由来ペプチ
ドを、p38δ 処理試料から良好な S/N 比で検出
することに成功した。本ペプチドのピークト
ップ（43.5 分）でのマススペクトルを確認し
たところ、無処理ではノイズレベルが高く該
当するピークが観測されないのに対し、p38δ
処理ではコントロール群・EGF 刺激群の両ピ
ークが同位体クラスターを含め完全な形で
観測された。本法を用いることで無処理では
不可能であった経時的リン酸化量変動解析
が可能となった。以上より、本法の試料複雑
性低減効果による定量性向上効果を確認す
ることができた。 
本研究では、測定時間を増大させずに試料

の複雑性を軽減し、低発現量タンパク質を解
析する手法として in vitro リン酸化タグ法を
開発した。本法を血清/血漿プロテオームおよ
び HeLa 細胞リン酸化プロテオームに適用し
たところ、同定効率及び定量性が向上し、低
発現量タンパク質の解析に成功した。本法を
用いることで分析時間を増大させることな
く同定効率及び定量性を向上させることが
可能なため、本法は低発現量タンパク質をハ
イスループットで解析する上で有効であり、
今後創薬やバイオマーカー探索等への応用
が期待できる。 
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