
1　緒　　　言

ヒトゲノム解析の完了とともにクローズアップされるよ
うになったタンパク質の機能解析（プロテオミクス）の中
でも，リン酸化タンパク質の研究（リン酸化プロテオミク
ス）は大きな課題の一つである．タンパク質のリン酸化反
応は，その機能を制御するための重要な翻訳後修飾といえ
る．ゲノム解析によって，ヒトの遺伝子は 2万数千個存在
することが解明されたが 1），それに対してリン酸化タンパ
ク質は 1万 4千個以上，リン酸化部位としては 10万箇所
以上もが報告されている（Cell Signaling Technology社，
PhosphoSitePlus　＜http://www.phosphosite.org/

homeAction.do＞）．このことからも，リン酸化反応が多
くのタンパク質において最も優位な機能制御の手段となっ
ていることがうかがえる．タンパク質のリン酸化/脱リン
酸化反応を司るのは，518の遺伝子が明らかになっている
プロテインキナーゼ2）3）と，約 150の遺伝子が報告されてい
るプロテインフォスファターゼ4）5）（いずれもヒトにおい
て）である．これらのキナーゼ/フォスファターゼの複雑
で多様なネットワークは，速やかで正確なタンパク質リン
酸化状態の調節を行い，細胞の生命活動の根幹をなす多く
の働きを支えている．このことは同時に，キナーゼ/フォ
スファターゼの協調が乱れることが多くの疾病の原因とな
り得ることを意味する6）．それゆえに，生体内のタンパク
質リン酸化反応の全体像を解明しようとするリン酸化プロ
テオミクスは，様々な生命現象や病気発症メカニズムの解
明，さらには病気の治療法の開発につながる研究として注

目を集めているのである．
近年めざましい発展を遂げる質量分析を基盤とした種々
の技術，また従来からリン酸化タンパク質の研究に用いら
れてきた放射性同位元素の 32Pや抗リン酸化抗体などを用
いた研究技術は，タンパク質リン酸化に関する数々のデー
タを生み出している．しかし，時間的及び空間的に変化す
る極めて動的で複雑なタンパク質リン酸化/脱リン酸化反
応を理解するためには，さらに複数の研究法から得た多く
の知見をもとに全体像を理解する必要がある．実際に，最
新の質量分析装置を用いても，あるタンパク質の生体内に
おける種々のリン酸化状態の存在比や時間的変化を追跡す
ることは難しいのである．したがって，既存の技術に加え
て，それらとは異なる視点でタンパク質リン酸化に関する
情報が得られる画期的な技術が必要である．
著者らの研究グループは，リン酸基を特異的に捕捉する
ことができる機能性分子のフォスタグ（Phos-tag）を用い
て，リン酸化プロテオミクスに有用な新しい原理に基づく
技術（Phos-tagテクノロジー）を開発している．Phos-tag

は二つの金属イオンを持つ二核錯体化合物で，水溶液中で
リン酸モノエステル基を選択的に捕捉する7）．亜鉛 Phos-

tag錯体（Zn2＋－Phos-tag）と様々なアニオン性基質との複
合体形成反応を pH滴定法により調べると，アニオン性基
質との 1 : 1複合体の解離定数は，フェニルリン酸イオン
Kd＝25 nM，酢酸イオン Kd＝0.40 mM，水酸化物イオン
Kd＝63 nM，硫酸イオン Kd＝0.13 mM，塩化物イオン
Kd＝20 mM（25℃，I＝0.10 NaNO3）となる．このこと
から，この Zn2＋－Phos-tagは，リン酸ジアニオンをカルボ
ン酸アニオンよりも約 16000倍も強く捕捉するといえる．
また，生体高分子であるリン酸化タンパク質に対しても，
Phos-tagはリン酸化アミノ酸残基の種類にかかわらず捕捉
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することができる．本稿では，タンパク質のリン酸化状態
の違いを電気泳動法で分析する Phos-tagアクリルアミド
（Fig. 1左），ウェスタンブロット膜上に転写されたリン酸
化タンパク質を化学発光法との併用によって検出するビオ
チン化 Phos-tag（Fig. 1中央），細胞溶解液など雑多なタン
パク質混合試料からリン酸化タンパク質を分離・濃縮する
クロマトグラフィー担体の Phos-tagアガロース，あるいは
Phos-tagトヨパール（Fig. 1右）について概説し，それら
を用いたリン酸化タンパク質研究法の実例を紹介したい．

2　Phos-tag SDS-PAGEによるリン酸化タンパク質の分離

2・1　概　要
Phos-tag SDS-PAGE（SDS-PAGE, sodium dodesyl sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis）は，タンパク質の分子
量に基づく分離に広く利用されている SDS-PAGEを用い
て，リン酸化タンパク質と非リン酸化タンパク質を分離す
る電気泳動法である．リン酸基捕捉分子である Phos-tagア
クリルアミドを分離ゲルに共重合させたゲルを用い，タン
パク質試料の調製法や電気泳動の操作・試薬は，すでに確
立された SDS-PAGE法と全く同じである．リン酸化タンパ
ク質は，ゲルに固定された Phos-tagと可逆的な結合を繰り
返しながら泳動されるため，相当する非リン酸化タンパク
質よりも移動が遅れ，泳動像としては非リン酸化タンパク
質よりもシフトアップする（Fig. 2）．

Phos-tag SDS-PAGEでは，あるタンパク質について，リ
ン酸化されているアミノ酸残基数が同じであってもその部
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Fig. 1    Three kinds of Phos-tag derivatives for Phos-tag technology

Phos-tag acrylamide for phosphate affinity SDS-PAGE (left), biotinylated Phos-tag for Western 
blotting (center), and Phos-tag agarose and Phos-tag TOYOPEARL for phosphate affinity 
chromatography (right).

Fig. 2    Structure of the polyacrylamide-bound M2＋－Phos-tag capturing a phosphorylated 
protein and schematic representation for the principle of Phos-tag SDS-PAGE

The polyacrylamide-bound M2＋－Phos-tag shows preferential trapping of the phosphorylated 
proteins, resulting in the separation of phosphoproteins from their nonphosphorylated 
counterparts.



位が異なる場合には，移動度の異なるバンドとして検出さ
れる．すなわち，リン酸化状態の違いを分析することがで
きる．リン酸化タンパク質と Phos-tagの親和性はリン酸モ
ノエステルイオンと Phos-tagの親和性に基づくので，原理
的にはセリン，スレオニン，チロシンのリン酸化のいずれ
に対しても区別はなく，また，リン酸化数が同じであれば
同じ親和性を示すと考えられる．しかし，実際には個々の
リン酸化タンパク質の高次構造やリン酸基周辺の一次構造
などの影響を受けて，同じリン酸化数の場合もその親和性
に差異が生じる．
著者らは 2006年に，Phos-tagアクリルアミドと広範に利
用されている Laemmliの SDS-PAGE8）を組み合わせた電気
泳動法を発表した9）．Laemmli法では，泳動中のゲルの pH

が 9以上のアルカリ性になるため，その条件下でリン酸基
捕捉能を有するマンガン Phos-tag錯体を使用した（Fig. 2

でのM2＋＝Mn2＋）．この方法は一般的な SDS-PAGEができ
る機器と試薬さえあれば，どの研究室でもすぐに実行でき
るという簡便さゆえ，数年間のうちに多数の研究者に利用
され，数多くの成果が報告された．これについては，
2・2 項の「Laemmliの SDS-PAGE系を用いるMn2＋－Phos-

tag SDS-PAGE」で述べる．一方，Mn2＋－Phos-tag SDS-PAGE

では，いくつかのタンパク質についてリン酸化フォームを
検出できないという事例が生じた．Phos-tagは，元来，亜

鉛錯体として中性水溶液中で最も高いリン酸基捕捉能をも
つ分子であるので，Mn2＋－Phos-tag SDS-PAGEの条件は至
適とは言えなかった．そこで，亜鉛 Phos-tag錯体（Fig. 2

でのM2＋＝Zn2＋）を中性条件で泳動する SDS-PAGE系に適
用させることで問題解決を図った．この改善により多くの
タンパク質において分離能力が顕著に向上し，生体内タン
パク質のリン酸化状態を詳細に解析することが可能になっ
た10）11）．これについては，2・3項「中性 pHの SDS-PAGE系
を用いる Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGE」で述べる．

Phos-tag SDS-PAGEを利用しようとする研究者にとっ
て，マンガン錯体と亜鉛錯体のいずれを適用するかは，研
究目的によって選択することになる．試薬作成などの点に
おいて低コストで簡便なMn2＋－Phos-tag SDS-PAGEは，標
的タンパク質のリン酸化の有無に関する情報を得るための
第一選択肢となるであろう．また，Zn2＋－Phos-tag SDS-

PAGEは，複数のリン酸化フォームの分離など，より詳細
な解析を目的とする場合に有用である．本稿では，それぞ
れの方法によって得たデータを示し，それらの特性を解説
したい．

2・2　Laemmliの SDS-PAGE系を用いる Mn2＋－Phos-tag 

SDS-PAGE9）12）～19）

2・2・1　In vitroチロシンキナーゼ（Abl）反応のモニタリ
ング 9）～リン酸化反応の定量解析～　　Ablは慢性骨髄性
白血病の患者の大半で活性の亢

こう

進がみられるチロシンキ
ナーゼである20）．このAblの in vitroにおける反応をMn2＋－
Phos-tag SDS-PAGEを用いてモニタリングした（Fig. 3a）．
Abl及びその基質となるペプチド（Abltide）とグルタチオ
ン -S -トランスフェラーゼ（GST）の融合タンパク質
（Abltide-GST, H2N-GST -Glu-Ala-Ile-Tyr -Ala-Ala-Pro-Phe-Ala-

Lys-Lys-Lys-COOH）（28 kDa）はいずれもリコンビナント
タンパク質を用いた．通常の SDS-PAGE［12.5％（w/v）ポ
リアクリルアミド］ではキナーゼ反応の時間経過にかかわ
らず 1本のバンドだが，100 μMのMn2＋－Phos-tagを含む
SDS-PAGE［12.5％（w/v）ポリアクリルアミド］では，反
応後に 2本のバンドを検出した．反応経過に伴って，移動
度の小さいバンドの濃度が増え，移動度の大きいバンドは
減少していく．移動度の小さいバンドがリン酸化フォーム
であることは，抗リン酸化チロシン抗体を用いたウェスタ
ン解析により証明された．Mn2＋－Phos-tag SDS-PAGEは，
反応液中にあるリン酸化フォームと非リン酸化フォームの
バンドを同時に検出できるので基質タンパク質の全体量か
らキナーゼ反応の進行を定量的に解析できるという利点が
ある．さらには，キナーゼの酵素反応に伴う基質タンパク
質の分解の有無も電気泳動像から確認できる．Fig. 3aの
Mn2＋－Phos-tag SDS-PAGEのゲル染色像から，Abltideのリ
ン酸化フォームと非リン酸化フォームをデンシトグラ

Fig. 3    In vitro Abl kinase assay by using Mn2＋－Phos-
tag SDS-PAGE

(a) Phosphorylation of Abltide-GST (0.10 μg protein/
lane) by Abl was monitored for 0－60 min in normal 
SDS-PAGE [12.5％ (w/v) polyacrylamide] and in 
M n 2＋－P h o s - t a g  S D S - PA G E  [ 1 2 . 5 ％  ( w / v ) 
polyacrylamide containing 100 μM Mn2＋－Phos-tag].    
The Mn2＋－Phos-tag SDS-PAGE gel was analyzed by 
subsequent immunoblotting with an anti-pTyr 
a n t i b o d y.    ( b )  Q u a n t i t a t i v e  a n a l y s e s  o f 
phosphorylated and nonphosphorylated Abltide-GST 
observed in the CBB-stained Mn2＋－Phos-tag SDS-
PAGE gel (center panel of a).    Reprinted with 
permission from Ref. 9 © (2006) The American 
Society for Biochemistry and Molecular Biology.
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フィーによって定量したものが Fig. 3bである．一方，抗リ
ン酸化チロシン抗体でのウェスタン解析では，バンドの強
度がそこに存在するタンパク質量を反映するわけではなく
定量性に欠けることが分かる．

2・2・2　β-カゼインのリン酸化解析16）～リン酸化部位の
異なるモノリン酸化フォームの分離～　　牛乳のタンパ
ク質成分である β-カゼイン（24 kDa）は 5箇所のセリンが
リン酸化されている．β-カゼインをアルカリフォスファ
ターゼ（AP）で処理すると，時間経過に伴ってリン酸基が
除去されるが，この反応の経過を尿素 PAGEと Mn2＋－
Phos-tag SDS-PAGE（100 μM Mn2＋－Phos-tagを含む）で解
析した（Fig. 4a，b）．尿素 PAGEではリン酸基の電荷の数
が減るほど移動度が小さくなるが，経過時間に伴って五つ
のリン酸基（5P）が脱リン酸化されて，リン酸基のない
β-カゼイン（0P）へと変化してゆく様子が分かる．一方，
Mn2＋－Phos-tag SDS-PAGEでは 30分後に最も多い 7本のバ
ンドが現れ，その後 720分までに最も移動度の大きい 1本
のバンドに収束した．興味深いことに，完全リン酸化 β-カ
ゼイン（5P）よりも部分的に脱リン酸化されたほうが，移
動度が小さくなることがあり，10～40分の間でそのよう
なバンドが 3本観察される．最も移動度の小さいバンド
は，300分まで観察された．このことは，Mn2＋－Phos-tag 

SDS-PAGEが，一分子あたりのリン酸化数に依存せず，そ
のリン酸化部位の違いに基づくリン酸化状態の異なるリン
酸化フォームを分離していることを示している．
β-カゼインのリン酸化数とMn2＋－Phos-tag SDS-PAGEに
おける移動度の関係を，尿素 PAGEを一次元目とした二次
元電気泳動によって解析した（Fig. 4c）．脱リン酸化反応途
中にあるβ-カゼインにおいて，9個のスポットが検出され，
モノリン酸化フォーム（1P）であるスポット 2と 3は，そ
れぞれ，Ser-50と Ser-34がリン酸化されたものであること
を質量分析によって同定した．このように，同じリン酸化
数であってもその部位が異なれば Phos-tag SDS-PAGEにお
いて移動度の異なるバンドとして分離されることは他の電
気泳動法にはない特徴である．

2・3　中性 pHの SDS-PAGE系を用いる Zn2＋－Phos-tag 

SDS-PAGE 10）11）21）

2・3・1　Bis-Tris－HClをゲルバッファーとした Zn2＋－
Phos-tag SDS-PAGE 10）11）　　2・1項で述べように，pH 9以
上の泳動環境になるMn2＋－Phos-tag SDS-PAGEでは，いく
つかのタンパク質においてリン酸化フォームを分離できな
い事例があった．そのため，Bis-Tris－HClをゲルバッ
ファーとする中性 pHの SDS-PAGEシステムと，Phos-tag

の亜鉛錯体を組み合わせた改良型の Phos-tag SDS-PAGE

（Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGE）を開発するに至った10）．Bis-

Tris－HClをゲルバッファーに用いる SDS-PAGEシステム
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Fig. 4    Separation of the phosphorylated species of 
β-casein by urea-PAGE and Mn2＋－Phos-tag SDS-PAGE

(a) Urea-PAGE [4.0 M urea and 6.0 ％ (w/v) 
polyacrylamide].    (b) Mn2＋－Phos-tag SDS-PAGE [10％ 
(w/v) polyacrylamide containing 100 μM Mn2＋－Phos-tag].    
The reaction times with AP were 0 (no treatment of AP), 
10, 30, 40, 90,120, 180, 300, and 720 min.    Lanes of 0 
and 720 min contain the completely phosphorylated and 
dephosphorylated forms of β-casein (1.5 μg), respectively.    
Lanes of 10－300 min contain multiple phosphorylated 
species of β -casein due to differences in the 
phosphorylation status (10, 180, and 300 min :  4.0 μg, 120 
min :  5.0 μg, 30, 40, and 90 min :  7.5 μg).    (c) 2-DE 
coupling urea-PAGE [4.0 M urea and 6.0％ (w/v) 
polyacrylamide] and Mn2＋－Phos-tag SDS-PAGE [10％ 
(w/v) polyacrylamide containing 100 μM Mn2＋－Phos-tag].    
A mixed sample of the completely phosphorylated 
(1.5 μg), completely dephosphorylated (1.5 μg), and 
partially dephosphorylated (treatment of AP for 40 min, 
7.5 μg) forms of β-casein was applied to the first-
dimensional urea-PAGE.    Subsequently, the sample lane 
separated by urea-PAGE was cut and then subjected to 
Mn2＋－Phos-tag SDS-PAGE.    The migration spots on the 
2-DE gel are indicated as #1－#9.    The reclined upper 
panel corresponds to the first-dimensional urea-PAGE.    
The left panel corresponds to the lane of 30 min of (b).    
All gels were subjected to SYPRO Ruby gel staining.    The 
arrowed band is a faint band, which is a contaminant in 
the commercially available β-casein.    The R f value of 1.0 
is defined as the position of the BPB dye.    Reprinted with 
permission from Ref. 16 © (2009) Wiley-VCH Verlag 
GmbH & Co. KGaA, Weinheim.



は近年いくつかのメーカーからプレキャストゲルとして販
売されている．Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGEでは，これらと
類似したゲル組成，泳動バッファーを適用した．分離ゲル
は 357 mM Bis-Tris－HCl（pH 6.8） をゲルバッファーとし，
5～20％（w/v）の範囲のポリアクリルアミドゲル，濃縮
ゲルは同じゲルバッファーとその濃度を用いた 4％（w/v）
ポリアクリルアミドゲルとした．泳動バッファーは 0.10 M 

Tris，0.10 M 3-(N -morpholino)propanesulfonic acid

（MOPS），0.10％（w/v）SDS，5.0 mM sodium bisulfiteと
した．サンプルバッファーはLaemmli法に使用するものと
同じ 65 mM Tris－HCl（pH 6.8），1.0％（w/v）SDS，5.0％
（v/v）2-mercaptoethanol，10％（v/v）glycerol，0.03％
（w/v）BPB（bromophenol blue）とした．Bis-Tris－HClゲ
ルを用いた中性 Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGEでは，従来の
Mn2＋－Phos-tag SDS-PAGEと比較してタンパク質のリン酸
化フォームの分離における顕著な改善が見られた．

2・3・2　卵白アルブミンのリン酸化状態の解析10）21）～分
離能力の改善（1）～　　卵白アルブミン（45 kDa）は 2 箇
所のセリンがリン酸化されることが報告されている．
Native PAGEではリン酸基に基づく電荷の違いによって三
つのバンドが検出され，それぞれ卵白アルブミン A1（2箇
所リン酸化），A2（1箇所リン酸化），A3（非リン酸化）と
名付けられている22）．卵白アルブミンを，Mn2＋－Phos-tag 

SDS-PAGEで分離すると，リン酸化フォーム（AP，－）と
非リン酸化フォーム（AP，＋）の移動度の差は観察できる
が，リン酸化フォームにおける A1と A2を分離することは
できなかった（Fig. 5）．一方，Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGEで

は 3本のリン酸化フォームのバンド（1，2，3）と 1本の
非リン酸化フォームのバンド（4）を検出した．検出された
4種類のバンドの質量分析により，一番移動度の小さいバ
ンド 1が Ser-68と Ser-344がリン酸化されたジリン酸化
フォーム，バンド 2及び 3がそれぞれ Ser-68と Ser-344が
リン酸化されたモノリン酸化フォーム，バンド 4が非リン
酸化フォームであることが分かった．卵白アルブミンの
2 種類のモノリン酸化フォームを分離し，Ser-68のリン酸
化フォームの存在比率が高いことを解明できたのは本法の
特徴を反映した発見であった．また，Mn2＋－Phos-tag SDS-

PAGEと比較してその分離能力が優れていることも明らか
である．

2・3・3　細胞内シグナル伝達分子 β-cateninのリン酸化解
析10）～ 分離能力の改善（2）～　　Zn2＋－Phos-tag SDS-

PAGEの分離能力の改善は，より生体試料に近いタンパク
質試料を用いた解析においても確かめることができた．こ
こではヒト大腸癌

がん

細胞株 SW480の β-cateninのリン酸化状
態を解析した例を示し，前述のMn2＋－Phos-tag SDS-PAGE

との差異について述べる．β-Cateninは細胞内で複数のキ
ナーゼの制御を受け，そのリン酸化状態は多様で常に変化
する．E-カドヘリン結合分子としての細胞骨格系の機能で
は複数のチロシンキナーゼの制御を受け23），Wntシグナル
系の一員としての転写因子の機能では，タンパク質キナー
ゼ A（PKA）や B（AKT）による Ser-552，Ser-675のリン
酸化を受ける24）～26）．Wntシグナルが OFFの時には casein 

kinase IによるSer-45のリン酸化，glycogen synthase kinase 

3βによる Ser-33，Ser-37，Thr-41のリン酸化を引き金とし
て，ポリユビキチン化，プロテアソームによる分解を受け，
細胞質内における量を制御される24）．このように，複数の
機能を担う β-cateninは複数のキナーゼの制御を受け，そ
のリン酸化状態は多様で常に変化する．

85 kDaの β-cateninは通常の Laemmliの SDS-PAGE法と
続く抗 β-catenin抗体（anti-β-catenin）による検出で，プロ
テアーゼによってN末側が切断されたものを含む 4本のバ
ンドとして検出された（Fig. 6aの上段）．図中に示した各
抗リン酸化 β-catenin抗体（anti-p-β-catenin）では 1本のバ
ンドを検出し，それぞれの部位のリン酸化が確認できた．
同じ試料を Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGEで分離し，Mn2＋－
Phos-tag SDS-PAGEと分離パターンを比較した（それぞれ
Fig. 6aの中段と下段）．85 kDaの完全長 β-cateninと分解さ
れたものとを区別するため，一次元目を通常の SDS-PAGE

とした二次元電気泳動を行った（Fig. 6a中段と下段の最も
左の図）．完全長 β-cateninのスポットは Zn2＋－Phos-tag 

SDS-PAGEで 10個，Mn2＋－Phos-tag SDS-PAGEで 6個特定
した．最も移動度の大きいものは，非リン酸化 β-cateninで
ある．完全長の β-cateninのスポット（10個）を，一次元
の Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGEに続くウェスタン解析のバン

Fig. 5    Comparison of the separation patterns of 
ovalbumin in Mn2＋－Phos-tag SDS-PAGE and in Zn2＋－
Phos-tag SDS-PAGE

The left and right lanes contained the AP-untreated 
and AP-treated ovalbumin, respectively.    The gels 
containing 10％ (w/v) polyacrylamide and 100 μM 
Mn2＋－Phos-tag or Zn2＋－Phos-tag were stained with 
CBB.    Four bands (arrowed bands of 1, 2, 3 and 4) 
were excised from the Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGE gel.    
The phosphorylation sites determined by mass 
spectrometry are shown to the right of the Zn2＋－
Phos-tag SDS-PAGE gel.    The R f value of 1.0 is 
defined as the position of the BPB dye.    Reprinted 
with permission from Ref. 21 © (2012) Wiley-VCH 
Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.
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ドと照合したところ（Fig. 6a中段において 10本の横線矢
印で示す），アップシフトバンドはすべていずれかの抗リ
ン酸化抗体によって検出された．そのような部位特異的な
リン酸化フォームの検出数も Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGEの
ほうが多かった．Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGEでは優れた分
離能力により同一タンパク質のリン酸化状態を詳細に解析

できることが示された．
さらに，細胞外からの薬剤刺激によって変化する
β-cateninのリン酸化状態の動態観察についても改良型と
従来の Phos-tag SDS-PAGEの差異が明らかとなった．
SW480細胞をチロシンフォスファターゼ阻害剤である
pervanadateあるいは PKA活性化剤（アデニル酸シクラー
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Fig. 6    Profiling of phosphorylation of intracellular β-catenin

Laemmli’s normal gels using 1-DE and 2-DE consisted of 5.5％ (w/v) and 6.0％ (w/v) polyacrylamide, respectively.    
Each Phos-tag gel consisted of 5.5％ (w/v) polyacrylamide containing 25 μM Phos-tag.    β-Catenin was detected by 
immunoblotting with antibodies shown above each panel.    (a) The lysate was prepared from cells treated without 
drug.    (b) The lysates were prepared from cells treated without any drug (control) and with pervanadate (1.0 mM) 
for 30 min, or with forskolin (10 μM) for 30 min.    The top panels represent the results of analyses by Laemmli’s 
normal 1-D SDS-PAGE.    The center panels represent the results of analyses by Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGE.    The left-
most panel shows 2-DE coupling of Laemmli’s normal SDS-PAGE as the first dimension (1-D, a horizontal arrow) and 
Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGE as the second dimension (2-D, a vertical arrow).    The bottom panels represent the results 
of analyses by Mn2＋－Phos-tag SDS-PAGE.    The left-most panel shows 2-DE coupling of Laemmli’s normal SDS-PAGE 
as the first dimension (1-D, a horizontal arrow) and Mn2＋－Phos-tag SDS-PAGE as the second dimension (2-D, a 
vertical arrow).    The R f value of 1.0 is defined as the position of the BPB dye.    Reprinted with permission from 
Ref. 10 © (2010) Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.



ゼ活性化剤）である forskolinで処理したとき，Zn2＋－Phos-

tag SDS-PAGEでは，特定のリン酸化 β-cateninのバンドが
増大したが，Mn2＋－Phos-tag SDS-PAGEでは，差異がほと
んど見られなかった（Fig. 6b，中段と下段）．Pervanadate

処理（過酸化水素・バナジン酸処理）によっては，Tyr-142，
Tyr-489，Tyr-654などのリン酸化亢進，forskolin処理によっ
ては Ser-552，Ser-675のリン酸化亢進が予想される．
Pervanadate処理サンプルの Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGEに
おいて増大したバンドは，抗リン酸化 β-catenin抗体
（pY489と pY654）によって検出された．また，Ser-552と
Ser-675については Fig. 6aの抗リン酸化 β-catenin抗体
（pS552と pS675）によって検出されたバンドと照合するこ
とによって，それらのリン酸化が亢進していることが分か
る．このように，Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGEではリン酸化
フォームを詳細に分離できた結果，薬剤刺激によるリン酸
化状態の変化を高感度に捉えることができるようになっ
た．

2・3・4　DNA損傷応答タンパク質 ATM（350 kDa）の解
析11）18）19）～200 kDa以上の高分子解析のためのTris－AcOH

バッファー系～　　一般に 200 kDa以上の高分子量タン
パク質を SDS-PAGEで分離する場合は，4％（w/v）以下の
低濃度のポリアクリルアミドゲルや，2％（w/v）を最低濃
度とする濃度勾配ゲルを用いる．しかしながら，Bis-Tris－
HClをゲルバッファーに用いた中性 pHの Zn2＋－Phos-tag 

SDS-PAGEでは，そのような低濃度のポリアクリルアミド
ゲルを作成することができず，200 kDa以上の高分子量タ
ンパク質のリン酸化解析は不可能である．なぜなら，三級
アミンである Bis-Trisは，N ,N ,N ',N ',-テトラメチルエチレ
ンジアミン（TEMED）と過硫酸アンモニウムによるアク
リルアミドモノマーの重合反応の際に，TEMEDと同様に
ラジカル種となり，アクリルアミドの重合反応に対してラ
ジカルクエンチャーとしての機能を示すからである27）．
よって，4％（w/v）以下の低濃度アクリルアミドを重合さ
せようとする場合，その影響が特に大きくなり，十分な分
子篩

ふる

い効果を持つゲルを作成することはできない．そこ
で，三級アミン以外の中性 pHのゲルバッファーである
Tris－AcOHを用いたSDS-PAGEシステム28）を適用すること
によって，高分子量タンパク質のリン酸化解析に利用でき
る Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGEを開発した．これを用いて
DNA損傷刺激に伴うHeLa細胞内の毛細血管拡張性運動失
調症の原因遺伝子産物である ATM（ataxia telangiectasia-

mutated kinase，350 kDa）のリン酸化状態の変化を解析し
た例を示す11）．ATMは DNA損傷刺激における細胞内シグ
ナル伝達の上流に位置するタンパク質キナーゼであり，刺
激を受けると Ser-367，Ser-1893，Ser-1981，及び Ser-2996

を自己リン酸化することが報告されている29）30）．自己リン
酸化により活性化した ATMは，基質となる他の DNA損傷

応答タンパク質をリン酸化する．DNA損傷刺激剤として
DNA依存性 RNAポリメラーゼ阻害剤である actinomycin D

（2 μM，5時間処理）を用いた．200 mM Tris－AcOH（pH 

7.0） をゲルバッファーとし，3％（w/v）のポリアクリルア
ミドゲルを作成したが，一般に 5％（w/v）以下のゲルは
柔軟で扱いにくいため，アガロースゲルを最終濃度が
0.5％（w/v）になるように混合して補強した18）19）．濃縮ゲ
ルは作成しなかった．泳動バッファーは 50 mM Tris，
50 mM Tricine，0.10 ％（w/v）SDS，5.0 mM sodium 

bisulfiteとした．サンプルバッファーは Laemmli法に使用
するものと同じ 65 mM Tris－HCl（pH 6.8），1.0％（w/v）SDS，
5.0％（v/v）2-mercaptoethanol，10％（v/v）glycerol，
0.03％（w/v）BPBとした．20 μMの Phos-tagを含むゲル
に actinomycin D処理（＋）及び無処理（－）の細胞溶解
試料を 1レーン当たり 20 μgタンパク質になるようにアプ
ライした．泳動に続く抗 ATM抗体によるウェスタン解析
で，actinomycin D処理後の試料では ATMの自己リン酸化
に伴う三つのアップシフトバンドが確認できた（Fig. 7）．
一方，2・2項で述べた Mn2＋－Phos-tag SDS-PAGE［0.5％
（w/v）アガロースを含む 3％（w/v）ポリアクリルアミド
ゲル］では 2本のアップシフトバンドしか検出されない．
このことから，200 kDa以上の高分子タンパク質のリン酸
化解析においても Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGEの優位性が示
された．Tris－AcOH系ゲルバッファーの SDS-PAGEシステ
ムを Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGEに適用することによって，
4％（w/v）以下の中性ポリアクリルアミドゲルを作成する
際の Bis-Tris－HCl系ゲルバッファーの欠点を補完し，広い
分子量範囲の Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGEによるリン酸化解
析を可能にすることができた．

2・3・5　二次元蛍光ディファレンシャル法と組み合わせ
た細胞内タンパク質のリン酸化状態の差異解析11）～Bis-

Tris－HCl系と Tris－AcOH系ゲルバッファーの特性比較
（1）～　　疾患プロテオミクスにおいて，検体間の翻訳後
修飾の違いを見分ける手法として，二次元蛍光ディファレ
ンシャル法（2D-DIGE）は非常に有用である31）．一次元目
に通常の SDS-PAGE，二次元目にZn2＋－Phos-tag SDS-PAGE

を用いた2D-DIGEによって，二つの検体間のリン酸化状態
の差異を解析した例を示す．またこの実験例では，200 

kDa以下のできるだけ多くのタンパク質における Bis-Tris－
HCl系と Tris－AcOH系での分離能力についての比較も
行った．二次元目の泳動像は，ゲル平面に対して対角線状
のスポットの配置となるが，複数のリン酸化状態が存在す
るタンパク質については，その対角線からシフトアップし
たスポットが検出される．リン酸化状態の差異が顕著な二
つの検体として，Ser/Thrフォスファターゼ阻害剤である
calyculin Aを処理したもの，あるいは未処理の HeLa細胞
のタンパク質抽出溶液を調製した．泳動像におけるスポッ
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トの複雑性を軽減するために，タンパク質分画を行い，不
溶性タンパク質の画分について解析した．GEヘルスケア
社 の CyDye DIGE Fluor, minimal labelling kit を 用 い て
calyculin A処理試料は Cy5標識，未処理の試料は Cy3標識
し，両者を混合して一次元目の SDS-PAGE［8～12％（w/v） 
ポリアクリルアミド濃度勾配ゲル，ゲル長 30 cm］にアプ
ライした．一次元目のゲルは，10～30 kDa，30～50 kDa，
50～200 kDaの三領域に切り分け，それぞれ，二次元目の
50 μM Zn2＋－Phos-tagを含むポリアクリルアミドゲルにア
プライした（Fig. 8a）．Cy5と Cy3をスキャンして得られた
画像はそれぞれ緑とピンクであらわし，両者を重ね合わせ
たとき，重なるスポットを白であらわしている．Fig. 8aの
上段は Bis-Tris－HCl系，下段は Tris－AcOH系で泳動した
結果である．分子量範囲に対して適当なゲル濃度を選んで
用いたが，その濃度は各図の下部に記載した．Bis-Tris－
HCl系では緑あるいはピンクのスポットが多く検出され，

calyculin A処理の有無による両検体のリン酸化状態の違い
が明らかとなった．緑とピンクのスポットで，縦方向に並
ぶものは，同一のタンパク質の複数のリン酸化フォームで
ある．それらのうち図中に番号で示した六つのスポットに
ついて質量分析による解析を行ったところ，#1は histone 

H3（15 kDa），#2は keratin 18（47 kDa），#3は keratin 8

（53 kDa），#4 は vimentin（54 kDa），#5 は lamin A/C

（74/65 kDa），#6は elongation factor 2（95 kDa）と同定
された．Histone H3 についてウェスタン解析でも，
2D-DIGEの結果と同様に，calyculin A処理後の試料におい
て 3本のシフトアップバンドを検出することができた
（Fig. 8b左端パネル）．さらに，Thr-3，Ser-10，Thr-11，
Ser-28に対するそれぞれの抗リン酸化抗体によって，3本
の各バンドに含まれるリン酸化アミノ酸残基が同定され
た．一方，Tris－AcOH系では白いスポットが多く，それら
の分離度も小さく狭い範囲に密集している．スポット #1

の histone H3と #6の elongation factor 2では，複数のリ
ン酸化フォームの分離がほとんど見られない．このことか
ら，200 kDa以下の多くのタンパク質において，Bis-Tris－
HCl系の Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGEの方がより詳細なリン
酸化状態を解析できると考えられる．しかしながら，Tris－
AcOH系は，200 kDa以上のタンパク質のリン酸化解析に
おいて Bis-Tris－HCl系よりも優位であることを，ここに改
めて強調し，述べておく．

2・3・6　細胞外シグナル調節キナーゼ Erkのリン酸化解
析11）～Bis-Tris－HCl系と Tris－AcOH系ゲルバッファーの
特性比較（2）～　　前項の 2D-DIGEに加えて，200 kDa以
下のタンパク質解析における Bis-Tris－HCl系と Tris－
AcOH系ゲルバッファーの特性の違いを，Erkのリン酸化
解析の例を示して解説したい．ErkはMAPK（分裂促進因
子活性化タンパク質キナーゼ）ファミリーの一つであり，
細胞外からの刺激に応答して核へと情報を伝達するMAPK

カスケードの一員として，そのリン酸化に関する多くの研
究がなされている．Erkの活性化は上流のキナーゼである
MEK（MAPKキナーゼ）によって Thrと Tyr［Erk1（44 

kDa）では Thr-202と Tyr-204，Erk2（42 kDa）では Thr-

183と Tyr-185］が同時にリン酸化されることによって行わ
れる32）33）．Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGEとそれに続くウェス
タン解析によって，EGF（上皮成長因子）の刺激後のヒト
扁
へん

平上皮癌細胞株 A431の Erk1/2を検出したところ，EGF

刺激後には，Bis-Tris－HCl系と Tris－AcOH系のいずれの
Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGEにおいても 3本のシフトアップ
バンドが検出された（Fig. 9a）．一次元目を通常の SDS-

PAGE，二次元目を Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGEとした二次元
電気泳動で，各バンドは Erk1と Erk2のそれぞれから派生
したものが二つ重なったものであることが分かった．次
に，EGF刺激後の時間経過とリン酸化状態の変化を追跡し
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Fig. 7    Comparison of mobility of phosphorylated 
ATM in Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGE and in Mn2＋－Phos-
tag SDS-PAGE

The cells (107 cells) were treated with 0 μM (－) or 
2 μM actinomycin D (＋) for 2 h.    The lysates were 
subjected to Phos-tag SDS-PAGE on 3.0％ (w/v) 
polyacrylamide gel strengthened with 0.5％ (w/v) 
agarose containing 20 μM Phos-tag, followed by 
immunoblotting with an anti-ATM antibody.    The 
Tris－AcOH buffer system and Laemmli’s buffer system 
were used in Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGE (left panel) 
and in Mn2＋－Phos-tag SDS-PAGE (right panel), 
respectively.    Each lane contained 10 μg proteins.    
The R f value of 1.0 is defined as the position of the 
BPB dye.    Reprinted with permission from Ref. 11 © 
(2012) Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, 
Weinheim.



た（Fig. 9b）．活性型 Erk1/2に対する抗体である抗リン酸
化 Erk1/2（pT202/pY204）抗体によって，Bis-Tris－HCl系
では一番上，Tris－AcOH系では上から二番目のバンドが活
性型であることが分かった．活性型 Erk1/2は 2～10分で
最大に達する．活性型以外の二本のバンドは，Thr-202と

Tyr-204のそれぞれのリン酸化を認識する抗リン酸化抗体
によってそのリン酸化部位を同定した．Bis-Tris－HCl系で
は上から二番目のバンドが Tyr-204，一番下のバンドが
Thr-202を含むモノリン酸化フォームであることが分かっ
た（Fig. 9c左）．一方，Tris－AcOH系では，一番上のバン

　　　　　　　　   　

Fig. 8    Phosphate affinity 2-D DIGE analysis of cellular proteins

(a) A mixture of HeLa lysate (50 μg proteins) labeled with Cy3 and lysate from calyculin A-treated HeLa cells (50 μg 
proteins) labeled with Cy5 was subjected to normal SDS-PAGE [8－12％ (w/v) gradient polyacrylamide gel] as the 
first dimension.    The separated sample lane was cut into three parts corresponding to 10－30 kDa, 30－50 kDa, and 
50－200 kDa, and then subjected to Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGE (50 μM Zn2＋－Phos-tag) as the second dimension.    
The upper and lower panels are differential migration images of 2-DE Phos-tag gels with buffering by Bis-Tris－HCl 
and Tris－AcOH, respectively.    Apparent molecular weights, measured in 1-DE gel by using colored markers, are 
indicated at the top of the panels.    (b) Phosphorylation profiling of histone H3 using Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGE 
with the Bis-Tris－HCl system followed by immunoblotting analysis.    HeLa whole lysate (－, 10 μg proteins) and 
calyculin A-treated cell lysate (＋, 10 μg proteins) were subjected to Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGE [12％ (w/v) 
polyacrylamide containing 25 μM Zn2＋－Phos-tag].    The R f value of 1.0 is defined as the position of the BPB dye.    
Reprinted with permission from Ref. 11 © (2012) Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.
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Fig. 9    Comparison of mobility of phosphorylated Erk between the Bis-Tris－HCl buffer system and Tris－AcOH 
buffer system

(a) A431 whole lysate (－, 10 μg proteins) and lysate from EGF-stimulated cells (＋, 10 μg proteins) were subjected to 
Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGE [8.0％ (w/v) polyacrylamide containing 25 μM Zn2＋－Phos-tag] with buffering by Bis-Tris－
HCl or Tris－AcOH.    The gels were analyzed by Western blotting with an anti-Erk1/2 antibody.    The lysate from the 
EGF-stimulated cells (10 μg proteins) was analyzed by 2-DE consisting of normal SDS-PAGE [8.0％ (w/v) 
polyacrylamide] as the first dimension and Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGE [8.0％ (w/v) polyacrylamide containing 25 μM 
Zn2＋－Phos-tag] as the second dimension.    The R f value of 1.0 is defined as the position of the BPB dye.    (b) The 
time-course of phosphorylation of Erk1/2 after stimulation with EGF (250 ng/mL) was analyzed by Zn2＋－Phos-tag 
SDS-PAGE [8.0％ (w/v) polyacrylamide containing 25 μM Zn2＋－Phos-tag] with buffering by Bis-Tris－HCl or Tris－
AcOH.    Each lane contains 10 μg of proteins.    The gels were analyzed by Western blotting with an anti-pT202/
Y204 antibody, and then the same blot was re-probed with the anti-Erk1/2 antibody.    (c) A431 whole lysate (control, 
10 μg proteins) and lysate from EGF-stimulated cells (10 μg proteins, 250 ng/mL of EGF for 5 min) were subjected 
to Zn2＋－Phos-tag SDS-PAGE [8.0％ (w/v) polyacrylamide containing 25 μM Zn2＋－Phos-tag] with buffering by Bis-
Tris－HCl or Tris－AcOH, followed by immunoblotting with an anti-pT202 antibody or an anti-pY204 antibody (left 
and center panels, respectively, in both systems).    Lysates from EGF-stimulated cells (10 μg proteins, 250 ng/mL of 
EGF for 5 min) pretreated with calyculin A (100 nM, 30 min), pervanadate (1.0 mM, 30 min), or PD98059 (100 μM, 
60 min) were similarly analyzed with the anti-Erk1/2 antibody (right panels in the both systems).    Reprinted with 
permission from Ref. 11 © (2012) Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.



ドが Tyr-204，一番下のバンドが Thr-202を含むモノリン酸
化フォームであった（Fig. 9c右）．二つのゲルバッファー
系において，Erkのリン酸化部位と移動度の関係が一致し
ないことは，Zn2＋－Phos-tagとリン酸化タンパク質の結合
がゲル pH以外の要因（バッファーの種類，leading ionや
trailing ion）の影響を受けることを示唆している．
観察されたモノリン酸化フォームの Erk1/2は，活性化

過程ではなく不活性化過程で生じるものであると考えられ
る．なぜなら，MEKは Erk1/2の活性化過程において Thr-

202とTyr-204を同時にリン酸化するという反応機構（プロ
セッシブモード）が提唱されているからである34）．リン酸
化 Erk1/2に対するフォスファターゼは 10種以上が報告さ
れているが 35），Tyrフォスファターゼ阻害剤である per-

vanadate，あるいは Ser/Thrフォスファターゼ阻害剤であ
る calyculin Aの存在下で EGF刺激を与えたところ，それ
ぞれリン酸化 Thr-202，リン酸化 Tyr-204を含むバンドが特
異的に消失した（Fig. 9c）．このことから，モノリン酸化
フォームの Erk1/2は，フォスファターゼによる不活性化
の過程において生じていることが裏付けられる．なお，
MEKの阻害剤である PD98059 36）の存在下では，いずれの
リン酸化 Erk1/2のバンドも検出されないことから，これ
らはMEK依存的なリン酸化フォームであることも証明さ
れた．このように，本法を用いることで連続的に進行する
キナーゼ/フォスファターゼ反応を一枚のゲルで詳細に分
析することができる．

3　ビオチン化 Phos-tagによるリン酸化タンパク質
の検出

3・1　概　要
リン酸化タンパク質の研究において抗リン酸化抗体は欠
かせないツールといえるだろう．網羅的なリン酸化タンパ
ク質の解析にあたっては，抗リン酸化チロシン抗体の
pY20や 4G10クローンなどの優れたモノクローナル抗体が
販売されている．しかしながら，セリンやスレオニン残基
がリン酸化されたタンパク質を一網打尽に解析するための
抗体に関しては，特異性や感度について満足できない場合
が多い．一方，Phos-tagはチロシン，セリン，スレオニン
のいずれのリン酸基にもほとんど同じ親和性をもち，小分
子であるため抗体よりもリン酸化部位の周囲の構造に影響
されにくい利点を有す．著者らは，Phos-tagを抗体に替わ
る網羅的リン酸化タンパク質解析ツールとしてビオチン化
Phos-tagを開発した．
ビオチン化 Phos-tagは，ウェスタンブロット膜である

PVDF（polyvinylidene fluoride）膜上のリン酸化タンパク
質を特異的に検出できる分子である．この検出法の概要を
Fig. 10に示す．ビオチン化 Phos-tagを，あらかじめ市販品
の HRP（horseradish peroxidase，西洋ワサビペルオキシ
ダーゼ）結合ストレプトアビジンと 4 : 1の複合体を形成さ
せておき，PVDF膜をプロービングする．膜上のリン酸化
タンパク質と特異的に結合したビオチン化 Phos-tagは，市
販の化学発光基質（GEヘルスケア社の ECLキットなど）
とHRPの反応によって検出される．これは，一般的なウェ
スタン解析法に準じたものであり，使用するバッファー，
試薬などは特別なものではなく，抗体をビオチン化 Phos-

tagに替えただけの簡便な方法である．また，通常ウェス
タン解析では，PVDF膜と抗体の非特異的な結合を防止す
る目的でブロッキング操作を行うが，この方法はそれを必
要としない．さらに二次抗体によるプロービングの段階が
不要であるので時間と手間を節約できる．

3・2　In vitroキナーゼ・フォスファターゼ反応の解析 9）

タンパク質のリン酸化及び脱リン酸化反応を検出するた
めのウェスタン解析にビオチン化Phos-tagを応用した例を
Fig. 11に示す．サンプルは，Ablの基質である Abltide-GST

で，この基質中のチロシンがリン酸化・脱リン酸化される
様子を Phos-tagによって視覚化した．キナーゼ及びフォス
ファターゼはリコンビナントの AblとTC-PTP（T-cell protein 

tyrosine phosphatase）をそれぞれ用いた．上段のブロットが
Phos-tagで検出したもので，基質が時間経過に伴って，リン
酸化・脱リン酸化されている様子が分かる．これらの反応
は，既存の方法である抗リン酸化チロシン抗体（Anti-pTyr）
を用いた解析によっても，確認することができた（下段）．

Fig. 10    Schematic representation of ECL detection 
of phosphorylated proteins on PVDF membrane by 
using biotinylated Phos-tag

The protein-blotting PVDF membrane was probed 
with the complex of the biotinylated Phos-tag and 
HRP-conjugated streptavidin, and then the Phos-tag-
bound phosphorylated proteins were detected by an 
ECL system.
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3・3　細胞内タンパク質のリン酸化状態の解析 9）

次に，A431細胞抽出液のリン酸化タンパク質の解析を
Fig. 12に示す．Fig. 12aの SDS-PAGEの各レーンには，分
子量マーカー（M），EGF刺激前後の細胞抽出液，EGF刺
激後の細胞抽出液を APで処理したものを左のレーンから
順にアプライした．市販のタンパク質蛍光ゲル染色剤であ
る SYPRO Rubyとリン酸化タンパク質特異的蛍光ゲル染色
剤である Pro-Q Diamond を用いたゲル染色の結果，
SYPRO Rubyによる総タンパク質のゲル染色（a）から各
レーンのタンパク質量が等しいことが分かり，Pro-Q 

Diamondによるリン酸化タンパク質のゲル染色（b）で，
細胞のリン酸化状態が変化していることが各レーンの染色
度合いから推測できた．一方，ビオチン化 Phos-tagによる
検出（c）では，分子量マーカーの卵白アルブミンが特異的
に染色されており，またリン酸化状態の変化が Pro-Q 

Diamondよりもはっきりと観察できる．このように EGF

刺激によって ECL（enhanced chemiluminescence）シグナ
ルが増加し，AP処理によって著しく減少することから，
Phos-tagによって検出されたタンパク質はリン酸化タンパ
ク質であるといえる．Pro-Q Diamondによる染色像とビオ
チン化 Phos-tagによる検出像を比較すると，観察されるタ
ンパク質バンドの位置や濃度が異なることが分かる．その
理由としては，各タンパク質に対する Pro-Q Diamondと
Phos-tagの親和性や選択性の違いなどが考えられる．特
に，Pro-Q Diamondは，リン酸化の有無にかかわらず酸性
タンパク質に対して強い染色性を示し，逆に，リン酸化さ
れているにもかかわらずアルカリ性タンパク質に対しては
染色性が弱い40）．ビオチン化 Phos-tagと複合体を形成して
いない HRP-ストレプトアビジンのみ（d）では，いくつか
のバンドが検出されるが，ビオチン含有タンパク質の存在
や非特異的な結合によるものと考えられる．複合体形成の

際に過剰のビオチン化 Phos-tagを HRP-ストレプトアビジ
ンと混合することによって，これらの偽陽性バンドの検出
を抑止することができる（ただし，複合体形成後には，加
えた過剰のビオチン化Phos-tagを遠心沪過ユニット等で排
除する必要がある）．また，ビオチン化 Phos-tagと HRP-ス
トレプトアビジンの複合体をプロービングで使用する際に
亜鉛のキレート剤である EDTAを共存させると，全くシグ
ナルが観察されなくなる（e）．この結果は，ビオチン化
Phos-tagが亜鉛錯体として機能していることを示してい
る．ビオチン化 Phos-tagによって明瞭に検出された細胞内
タンパク質のリン酸化状態の変化は，抗リン酸化チロシン
抗体（f, Anti-pTyr）や抗リン酸化セリン抗体（g, Anti-pSer）
によっても確認された．
さらに，EGF刺激前後の A431細胞抽出液を二次元電気
泳動した後に，PVDF膜に転写してビオチン化 Phos-tagに
よるリン酸化タンパク質の変動の解析を行った結果が
Fig. 12h, iである．刺激後には検出されるスポットの数が
顕著に増加していることが分かる．同じブロット膜を抗リ
ン酸化チロシン抗体，及び抗リン酸化セリン抗体でリプ
ロービングした図がそれぞれ jと kである．Fig. 12iの図中
の破線の部分を拡大し，ビオチン化 Phos-tagによる検出像
とそれぞれの抗体による検出像を重ね合わせた像がそれぞ
れ lとmである．Phos-tagによって検出されたスポットを
緑，それぞれの抗体によって検出されたスポットをピン
ク，両者の重なったスポットを白で表示したところ，多く
の重なるスポットが確認できた．重ならないスポットもあ
ることについては，各タンパク質に対する抗体と Phos-tag

の親和性の違いや，抗体の非特異的結合及び認識部位周辺
のアミノ酸配列に起因する各タンパク質への親和性の違い
などが原因として考えられる．このことは，Phos-tagによ
る解析と抗体による解析を行うことで，どちらか一方のみ
の解析から得られる情報よりも多くの情報を得られる可能
性があることを示している．

4　Phos-tagを用いたリン酸基親和性クロマトグラ
フィー

4・1　概　要
生体内に存在するリン酸化タンパク質は，ダイナミック
に変化するキナーゼ/フォスファターゼ反応によって刻一
刻とリン酸化と脱リン酸化を繰り返しており，実際にリン
酸化状態にあるのは極微量である可能性が高い．そのよう
なリン酸化タンパク質を研究する上で，リン酸化タンパク
質を生体内の環境に近い条件で分離，濃縮することは非常
に有効な手法である．著者らは生理的 pHでリン酸基を捕
捉するというPhos-tagの特性を利用したリン酸基親和性ク
ロマトグラフィー担体，Phos-tagアガロース37）～39）と Phos-

tagトヨパール40）を合成し，リン酸化タンパク質の分離・
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Fig. 11    Western blotting analysis of in vitro kinase 
and phosphatase reactions

Abltide-GST (0.13 μg protein/lane) was incubated 
with a tyrosine kinase, Abl (left panels), and the 
phosphorylated Abltide-GST (50 ng proteins/lane) 
was incubated with a tyrosine phosphatase, TC-PTP 
(right panels).    The incubation time is shown above 
each lane.    The protein-blotting PVDF membranes 
were probed with biotinylated Phos-tag (upper 
panels), and then the same membranes were 
reprobed with the anti-pTyr antibody (bottom panels).    
Reprinted with permission from Ref. 9 © (2006) The 
American Society for Biochemistry and Molecular 
Biology.



Fig. 12    Comparison of different detection methods for 1-D SDS-PAGE (a－g) and 2-D IEF/SDS-PAGE (h－m) of 
A431 cell lysate

(a) Fluorescent gel staining with SYPRO Ruby (i.e., staining of all proteins).    (b) Fluorescent gel staining with Pro-Q 
Diamond (i.e., staining of the phosphorylated protein).    (c) ECL detection using the complex of the biotinylated 
Phos-tag and HRP－streptavidin.    (d) ECL detection using the HRP－streptavidin only.    (e) ECL detection using a 
complex of the biotinylated Phos-tag ligand and HRP－streptavidin in the presence of 1 mM EDTA.    (f) ECL 
detection using the anti-pTyr antibody.    (g) ECL detection using an anti-pSer antibody.    Each lane (a－g) contains 
7.5 μg protein of the A431 cell lysate before (lane 1) and after (lane 2) EGF stimulation or 7.5 μg protein of the 
AP-treated lysate of EGF-stimulated A431 cells (lane 3).    The molecular weight standards [MW :  205, 116, 97, 80, 
66, 55, 45 (ovalbumin), 30, 21, and 14 kDa from the top] are shown in lane M. 2-DE (IEF/SDS-PAGE) analysis 
followed by ECL detection of the proteins of the A431 cells before (h) and after (i) EGF stimulation (50 μg proteins) 
using the complex of the biotinylated Phos-tag and HRP-streptavidin.    The blotting membrane was subsequently 
probed with the anti-pTyr ( j) and anti-pSer antibody (k).    Superimposed images of the area surrounded with a 
dotted square in i :  (l) using the biotinylated Phos-tag (green) and anti-pTyr antibody (magenta), (m) using the 
biotinylated Phos-tag (green) and anti-pSer antibody (magenta).    Proteins detected by both methods appear as 
white spots in l and m.    Reprinted with permission from Ref. 9 © (2006) The American Society for Biochemistry 
and Molecular Biology.

総合論文　 481木下，木下，小池  :  リン酸化プロテオミクスのための Phos-tagテクノロジー



濃縮法の開発を行った．これらの担体ではリン酸化ペプチ
ド及びリン酸化タンパク質の分離，濃縮，精製が可能で，
その能力や使用方法に差異はほとんどないが，トヨパール
は耐圧性に優れたクロマト担体であることから，圧力をか
けて送液するクロマト機器への適用に向けたプロトコール
を開発中である．本稿では，Phos-tagトヨパールを用いた
細胞抽出液中のリン酸化タンパク質の分離・濃縮（4・2項）
と，Phos-tagアガロースを用いたウェスタン解析のサンプ
ル前処理を目的としたリン酸化タンパク質の分離法（4・3

項）について述べる．

4・2　Phos-tagトヨパールを用いた細胞抽出液中のリン
酸化タンパク質の分離・濃縮 40）

培養細胞から調製したタンパク質試料は，様々な性質の
タンパク質が含まれるだけではなく，脂質や低分子化合物
などの種々の生体成分が混在する．このような複雑な試料
からリン酸化タンパク質のみを分離・精製する際の問題点
は，目的としない生体分子（特に，非リン酸化タンパク質）
がカラムに非特異的に吸着してしまうことと，結合したリ
ン酸化タンパク質が溶出困難なことである．非特異的結合
の原因として，亜鉛 Phos-tag錯体と酸性タンパク質のカル
ボン酸基との親和性や，アガロース本体とタンパク質の静
電気的相互作用が考えられる．これに対しては，酢酸ナト
リウムを結合バッファーに添加することによって，酢酸イ
オンによるカルボン酸基との結合阻害及びイオン強度増大
による静電気的相互作用の緩和の両方の効果を得ることが
できたため，結合バッファーは 0.10 M Tris－AcOH（pH 

7.4） に 0.50 M酢酸ナトリウムを添加したものに決定した．
溶出においては，亜鉛 Phos-tag錯体とリン酸基の結合を無
機リン酸の添加によって競合的に解離させるが，タンパク
質サンプルの場合，タンパク質とカラム担体との静電気的
相互作用を解除するような適切な塩を添加する必要があ
る．塩化ナトリウムで高い溶出効果が得られたため，溶出
バッファーは 0.10 M Tris－AcOH（pH 7.4） に 10 mMのリ
ン酸バッファー（pH 7.4） と 1.0 Mの塩化ナトリウムを添
加したものに決定した．カラム操作の流れとしては，カラ
ム容器に Phos-tagトヨパールを充填し，結合バッファーで
の平衡化，サンプルの添加，非結合物質の結合バッファー
による洗浄，溶出バッファーでの溶出の各ステップを経
る．得られた画分は，遠心沪過ユニット等を用いて脱塩・
濃縮を行い，電気泳動など次のアプリケーションに用い
る．
ここでは，細胞内タンパク質リン酸化反応がよく研究さ
れている EGF刺激後の A431細胞の抽出液をサンプルと
し，リン酸化タンパク質を分離・濃縮した例を示す
（Fig. 13）．EGF刺激した A431細胞（107個，直径 10 cmの
シャーレ 1枚分）を，TBS（Tris-buffered saline）で洗浄後，

0.5 mLの細胞溶解液［50 mM Tris－HCl（pH 7.4），0.15 M

塩化ナトリウム，0.25％ デオキシコール酸ナトリウム，
1.0％（v/v）Nonidet P-40，1.0 mM EDTA，1.0 mM PMSF

（phenylmethylsulfonyl fluoride），各1.0 μg/mLアプロチニ
ン，ロイペプチン，ペプスタチン，1.0 mMバナジン酸ナ
トリウム，1.0 mMフッ化ナトリウム］で溶解し，2.0 

mg/mLのタンパク質濃度の抽出液を 1 mL調製した．この
抽出液のうち，0.25 mL，0.50 mgタンパク質を 1 mLの
Phos-tagトヨパール（実質体積）を使用し，オープンカラ
ム法にて分離・精製した．上記の細胞溶解液には，亜鉛
Phos-tag錯体とリン酸基の結合を阻害する可能性のある試
薬（EDTA，陰イオン性界面活性剤，バナジン酸等）が含
まれる場合が多いが，細胞抽出液に対して 4倍量の結合
バッファーを試料に混合することで，本実験で使用した試
薬の有意な影響は確認されなかった．最終的に，1 mLの
Phos-tagトヨパールカラムには計 1.25 mLの試料溶液を添
加した．リン酸化タンパク質の濃縮効果は，分離前の細胞
抽出液（レーン 1），分離後の溶出画分（レーン 2），及び
素通り・洗浄画分（レーン 3）のそれぞれを，1レーン当
たり 6.0 μgのタンパク質量に調製して SDS-PAGEし，様々
な細胞内リン酸化タンパク質に対する抗体を用いたウェス
タン解析によって検証した．CBB（Coomassie Brilliant 

Blue-R250）染色像（a）では，これら三つの画分はバンド
パターンが異なり，それぞれに異なる種類や濃度のタンパ
ク質が存在することが示された．また，ビオチン化 Phos-

tag（b，3項参照）と抗リン酸化セリン抗体（c）による解
析で，多くの細胞内リン酸化タンパク質が溶出画分に濃縮
されたことが確認できた．さらに，EGF刺激によってリン
酸化されるタンパク質に対する 4種の抗リン酸化抗体によ
る解析では，それぞれが溶出画分に明瞭なバンドとして検
出された（d–g）．

4・3　リン酸化タンパク質のウェスタン解析のためのサ
ンプル前処理法 39）

前項ではPhos-tagトヨパールを用いたリン酸化タンパク
質の分離・濃縮について述べたが，著者らはこれまでに
Phos-tagアガロースを使用した同様の実験例も報告してい
るので，それについては，文献 37，38を参照していただ
ければ幸いである．ここでは，Phos-tagアガロースのさら
なる適用法として，抗リン酸化抗体によるイムノブロッ
ティングの特異的シグナルを増感させるための，細胞抽出
液の前処理カラムとしての利用法を紹介する．特定のタン
パク質の細胞内でのリン酸化状態を抗リン酸化抗体による
イムノブロッティングで解析しようとするとき，様々なタ
ンパク質が混在する試料においては，目的バンドのシグナ
ルが微弱であったり，非特異的なシグナルが多かったりし
て，目的タンパク質のリン酸化状態が判断できないという
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トラブルに多々遭遇する．抗体は，タンパク質研究にとっ
てとても有用なツールであり，高価な試薬でもある．ゆえ
に，それを用いてできる限りの正確なデータを得ることが
望まれる．細胞からの試料調製法を変える，あるいはイム
ノブロッティングにおけるブロッキング剤を変えることに
よって，結果が改善することもあるため，条件検討に時間
を費やすことも有意義ではある．一方，リン酸化タンパク
質のイムノブロッティングにおいては，リン酸化タンパク
質だけをPhos-tagアガロースで分取した試料を用いること
により劇的な結果の改善が見られる．ここでは，マイクロ
チューブを使って作製できる簡易的なスピンカラムを用
い，Phos-tagアガロースで細胞抽出液を前処理する方法に
ついて述べる．

Phos-tagアガロースはサンプル量や解析の目的に応じ
て，スピンカラム法（スモールスケール）とオープンカラ
ム法（比較的大量のサンプル量に対応）を選択できる．イ
ムノブロッティングに用いる細胞抽出液などの試料は，

SDS-PAGEのサンプルウエルにアプライする量，すなわち
10～50 μgの総タンパク質量，10～20 μLの容量と，カラ
ム操作に供するタンパク質試料としては微量である．した
がって，本法では，0.5 mLと 1.5 mLのマイクロチューブ
を組み合わせて少容量の簡易スピンカラムを作製し，
20 μLの Phos-tagアガロース（保存液に懸濁した担体の容
量では 40 μL）を充填する．簡易スピンカラム作製，操作
の流れの概略を，Fig. 14に示した．
まず，0.5 mLのチューブの底に，注射針（21G）で Phos-

tagアガロースが漏れない程度の小さな穴をあける．それ
を，フタを切り落とした 1.5 mLのチューブに重ね，簡易
スピンカラムとする．0.5 mLのチューブに 40 μLの Phos-tag

アガロースを入れ，卓上遠心機でスピンダウン（2000 g，
20秒）し，1.5 mLのチューブに落ちた保存液は捨てる．次
に結合バッファーによる平衡化，20 μgのタンパク質を含
む 10 μLの細胞抽出液の添加，結合バッファーによるカラ
ム洗浄を行う．結合バッファーと細胞溶解液の各組成は，

Fig. 13    Comparisons of the relative amounts of phosphoproteins from an 
EGF-stimulated A431 cell lysate before and after phosphate affinity 
chromatography

The EGF-stimulated A431 cell lysate before loading on the column (lane 1), 
the eluting fraction (lane 2), and flowthrough/washing fraction (lane 3) 
were subjected to SDS-PAGE.    Each lane contains 6 μg proteins.    The 
proteins in SDS-PAGE gels were electrotransferred to PVDF membranes, and 
visualized by CBB staining (a), and Western blotting with biotinylated Phos-
tag (b), anti-pSer (c), anti-pErk substrate (PTXT) antibody (d), anti-pErk1/2 
(e), anti-pShc (f), and anti-pErbB-2/HER-2 (g) antibodies.    Reprinted with 
permission from Ref. 40 © (2011) Proteomass 2010.
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Phos-tagトヨパールの項に記載したものとほぼ同じである
が，結合バッファーの酢酸ナトリウムの濃度が 1.0 Mであ
る点が異なる．この時点で，Phos-tagアガロースにはリン
酸化タンパク質が結合しているが，結合したタンパク質を
ロスなくすべてイムノブロッティングに使用するために，
Phos-tagアガロースごとすべてを SDS-PAGEにアプライす
る．そのために必要なステップとして，まず 0.5 mLの
チューブにあるPhos-tagアガロースビーズのすべてを蒸留
水で十分に懸濁（ピペッティング）して新しいチューブに
移し，それをスピンダウンして蒸留水を捨てる．この操作
によって，結合バッファーに含まれていた酢酸ナトリウム
が排除され，SDS-PAGEの泳動の乱れが軽減される．Phos-

tagアガロースに結合したリン酸化タンパク質が水に溶出
することはない．次に，10 μLの SDS-PAGE用のサンプル
バッファーを添加して，95℃，5分間の熱処理を行い，
Phos-tagアガロースを含む全量を SDS-PAGEのサンプルウ
エルにアプライする．Phos-tagアガロースが残存するよう
であれば，適宜サンプルバッファーを追加して全量アプラ
イする．

Fig. 15に，Phos-tagアガロース簡易カラム処理前の抽出
液と，処理後のPhos-tagアガロース画分を Shc及びErk1/2

の抗リン酸化抗体を用いてイムノブロッティングした結果
を示す．Phos-tagアガロース未処理の細胞抽出液ではシグ
ナルが弱い，または非特異的シグナルが多いために，Shc

及び Erk1/2の EGF刺激によるリン酸化が判断できない．
一方，Phos-tagアガロースで前処理した試料は，シグナル
が明瞭に検出でき，EGF刺激によって Shc及び Erk1/2の
リン酸化量が増加していることが分かる．Phos-tagアガ
ロース簡易カラムによる細胞抽出液の前処理によって，抗
リン酸化抗体を用いたリン酸化タンパク質のイムノブロッ
ティングの結果が劇的に改善されることを示した．Phos-

tagアガロース簡易カラムが，抗リン酸化抗体を用いて，よ
り正確なデータを得たいと望む研究者のための援助ツール
になることを期待している．

5　結　　　言

本研究は，二核金属錯体である Phos-tagとリン酸基の溶
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Fig. 14    Scheme of Phos-tag agarose spin column 
methods for purification of phosphoproteins in 
cellular extract

Reprinted with permission from Ref. 39 © (2009) 
Elsevier Inc.

Fig. 15    Evaluation of the utility of the pretreatment 
procedure using Phos-tag agarose for immunoblotting

The A431 cell lysates (20 μg proteins) with or without 
pretreatment using Phos-tag agarose were subjected to 
SDS-PAGE [8％ (w/v) polyacrylamide] followed by 
immunoblotting with an anti-pShc (pY317) antibody 
or an anti-pErk1/2 (pT202/pY204) antibody.    The 
A431 cells (107 cells) were stimulated with 0 ng/mL 
(－) or 50 ng/mL (＋) EGF for 5 min and lyzed in an 
RIPA buffer.    The concentration of the solubilized 
proteins was adjusted to 2.0 mg/mL.    The positions 
of three Shc isoforms (66, 52, and 46 kDa) and two 
Erk isoforms (44 and 42 kDa) were independently 
determined by using an anti-Shc antibody and an anti-
Erk1/2 antibody, respectively.    Reprinted with 
permission from Ref. 39 © (2009) Elsevier Inc.



液内相互作用を化学的に追求し，その成果を実用的な技術
へ応用展開させたものである．その例として，ここでは，
既に実用化に成功した三種類のPhos-tag誘導体を用いたリ
ン酸化タンパク質研究法を紹介した．

Phos-tag SDS-PAGEは，同一タンパク質内のリン酸化状
態の異なる複数のタンパク質フォームを泳動度の異なるバ
ンドとして分離する全く新しい原理に基づく電気泳動法で
ある．従来のMn2＋－Phos-tag SDS-PAGEに改良を加え，亜
鉛錯体としての Phos-tagを中性条件下で行う Bis-Tris－HCl

ゲルや Tris－AcOHゲルの SDS-PAGEシステムに適用する
ことによって，今までに分離・検出が不可能であったタン
パク質のリン酸化について解析することが可能になった．
解析できるタンパク質の数は飛躍的に増加し，研究対象の
タンパク質の多くをカバーできるであろう．また，Zn2＋－
Phos-tag SDS-PAGEではタンパク質のリン酸化状態（複数
のリン酸化フォーム）を優れた分離能力によって一つ一つ
ゲル上で分析することができる．そうして得られた泳動像
は，リン酸化状態の存在比率や，その変化を可視化させ，
特定のタンパク質で起こっているリン酸化反応を全体的に
捉えることができるものである．また，2D-DIGEへの応用
により，細胞内タンパク質群のリン酸化フォームに関する
詳細な網羅的分析も益々発展することが予想される．この
ような他に類のない特徴を持つ Phos-tag SDS-PAGEを用い
て，今後，多くの生体内のタンパク質のキナーゼ/フォス
ファターゼ依存的なダイナミクスがより詳細に解析される
ことを期待している．
ビオチン化 Phos-tagを応用した PVDF膜上でのリン酸化
タンパク質の検出法は，一般的なウェスタン解析法とほと
んど同じ操作で行える利便性がある．リン酸化アミノ酸残
基の種類にかかわらず網羅的にリン酸化タンパク質を検出
できるので，従来の方法では得られなかった新しいリン酸
化タンパク質の情報をもたらす可能性を秘めている．ま
た，PVDF膜は抗体でのリプロービングが可能なので，イ
ムノブロッティング解析との併用は非常に貴重な情報を与
えてくれることであろう．ごく最近では，新たな改良型の
ビオチン化 Phos-tag誘導体の開発も進められており41），
ウェスタン解析だけではなく，ペプチドマイクロアレイを
用いた分析など幅広いアプリケーションが生み出されつつ
ある．今後のさらなる進展に期待される．

Phos-tagアガロースや Phos-tagトヨパールを用いたリン
酸基親和性クロマトグラフィーは，Phos-tagのリン酸基捕
捉条件（生理的 pHでの迅速な吸脱着）を活かし，試料の
調製からカラムとの結合・溶出までを中性 pHで行うこ
と，各操作に長時間のインキュベーションを要しないこと
が特徴である．このようにタンパク質を生理環境に近い条
件で迅速に分離・濃縮した試料は，その後に続く多様な解
析法に適用させることができる．市販されているカラムな

ど，既存のリン酸基親和性クロマトグラフィーではタンパ
ク質を変性させてしまう条件を用いるためにその後に適用
できる解析法が限られたが，本法はその問題点を補完する
技術である．また，この Phos-tagクロマトビーズを用いた
簡易カラムによる細胞溶解液の前処理によって，抗リン酸
化抗体を用いたリン酸化タンパク質のウェスタンブロッ
ティング検出の結果が劇的に改善されることを紹介した．
検出に諦めて研究室のフリーザーに埋もれてしまっている
高価な抗リン酸化抗体があれば，是非，このサンプル前処
理法をお試しいただきたい．
以上のように，著者らの開発した Phos-tagテクノロジー
が，リン酸化プロテオミクスを行う世界中の研究者にとっ
て，使いやすく，そして，確かな情報を与えるものとして
貢献することを期待してやまない．

文　　　献

 1) L. D. Stein :  Nature, 431, 915 (2004).
 2) G. Manning, D. B. Whyte, R. Martinez, T. Hunter, S. 

Sudarsanam :  Science, 298, 1912 (2002).
 3) S. A. Johnson, T. Hunter :  Nat. Methods, 2, 17 

(2005).
 4) A. Alonso, J. Sasin, N. Bottini, I. Friedberg, I. 

Friedberg, A. Osterman, A. Godzik, T. Hunter, J. 
Dixon, Y. Masterin :  Cell, 117, 699 (2004).

 5) D. Kerk, G. Templeton, G. B. Moorhead :  Plant 
Physiol., 146, 351 (2008).

 6) J. Brognard, T. Hunter :  Curr. Opin. Genet. Dev., 21, 
4 (2011).

 7) E. Kinoshita, M. Takahashi, H. Takeda, M. Shiro, T. 
Koike :  Dalton Trans., 2004, 1189.

 8) U. K. Laemmli :  Nature, 227, 680 (1970).
 9) E. Kinoshita, E. Kinoshita-Kikuta, K. Takiyama, T. 

Koike :  Mol. Cell. Proteomics, 5, 749 (2006).
 10) E. Kinoshita, E. Kinoshita-Kikuta :  Proteomics, 11, 

319 (2011).
 11) E. Kinoshita, E. Kinoshita-Kikuta, T. Koike :  

Proteomics, 12, 192 (2012).
 12) S. Yamada, H. Nakamura, E. Kinoshita, E. Kinoshita-

Kikuta, T. Koike, Y. Shiro :  Anal. Biochem., 360, 160 
(2007).

 13) E. Kinoshita-Kikuta, Y. Aoki, E. Kinoshita, T. Koike :  
Mol. Cell. Proteomics, 6, 356 (2007).

 14) E. Kinoshita, E. Kinoshita-Kikuta, M. Matsubara, S. 
Yamada, H. Nakamura, Y. Shiro, Y. Aoki, K. Okita, T. 
Koike :  Proteomics, 8, 2994 (2008).

 15) M. Ishiai, H. Kitao, A. Smogorzewska, J. Tomida, A. 
Kinomura, E. Uchida, A. Saberi, E. Kinoshita, E. 
Kinoshita-Kikuta, T. Koike, S. Tashiro, S. J. Elledge, 
M. Takata :  Nat. Struct. Mol. Biol., 15, 1138 (2008).

 16) E. Kinoshita, E. Kinoshita-Kikuta, M. Matsubara, Y. 
Aoki, S. Ohie, Y. Mouri, T. Koike :  Electrophoresis, 30, 
550 (2009).

 17) E. Kinoshita, E. Kinoshita-Kikuta, T. Koike :  Curr. 
Proteomics, 6, 104 (2009).

 18) E. Kinoshita, E. Kinoshita-Kikuta, H. Ujihara, T. 
Koike :  Proteomics, 9, 4098 (2009).

 19) E. Kinoshita, E. Kinoshita-Kikuta, T. Koike :  Nat. 
Protoc., 9, 1513 (2009).

総合論文　 485木下，木下，小池  :  リン酸化プロテオミクスのための Phos-tagテクノロジー



 20) S. Li, A. D. Couvillon, B. B., Brasher, R. A. Van 
Etten :  EMBO J., 20, 6793 (2001).

 21) E. Kinoshita-Kikuta, E. Kinoshita, T. Koike :  
Electrophoresis, 33, 849 (2012).

 22) N. Kitabatake, A. Ishida, E. Doi :  Agric. Biol. Chem., 
52, 967 (1988).

 23) J. Lilien, J. Balsamo :  Curr. Opin. Cell Biol., 17, 459 
(2005).

 24) A. Kikuchi :  Cancer Sci., 94, 225 (2003).
 25) S. Taurin, N. Sandbo, Y. Qin, D. Browning, N. O. 

Dulin :  J. Biol. Chem., 281, 9971 (2006).
 26) D. Fang, D. Hawke, Y. Zheng, Y. Xia, J . 

Meisenhelder, H. Nika, G. B. Mills, R. Kobayashi, T. 
Hunter, A. Lu :  J. Biol. Chem., 282, 11221 (2007).

 27) P. Sepulveda, J. G. P. Binner :  Chem. Mater., 13, 
4065 (2001).

 28) M. Cubillos-Rojas, F. Amair-Pinedo, I. Tato, R. 
Bartrons, F. Ventura, J. L. Rosa :  Electrophoresis, 31, 
1318 (2010).

 29) S. V. Kozlov, M. E. Graham, C. Peng, P. Chen, P. J. 
Robinson, M. F. Lavin :  EMBO J., 25, 3504 (2006).

 30) S. V. Kozlov, M. E. Graham, B. Jakob, F. Tobias, A. W. 
kijas, M. Tanuji, P. Chen, P. J. Robinson, G. Taucher-
Scholz. K. Suziku, S. So, D. Chen, M. F. Lavin :  J. 
Biol. Chem., 286, 9107 (2011).

 31) T. Kondo, S. Hirohashi :  Nat. Protoc., 1, 2940 (2006).
 32) C. M. Crews, A. Alessandrini, R. L. Erikson :  Science, 

258, 478 (1992).
 33) R. Seger, N. G. Ahn, J. Posada, E. S. Munar, A. M. 

Jensen, J. A. Cooper, M. H. Cobb, E. G. Krebs :  J. 
Biol. Chem., 267, 14373 (1992).

 34) K. Aoki, M. Yamada, K. Kunida, S. Yasuda, M. 
Matsuda :  Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 108, 12675 
(2011).

 35) M. K. Stephen :  Curr. Opin. Cell Biol., 12, 186 
(2000).

 36) D. R. Alessi, A. Cuenda, P. Choen, D. T. Dudley, A. R. 
Saltiel :  J. Biol. Chem., 270, 27489 (1995).

 37) E. Kinoshita, A. Yamada, H. Takeda, E. Kinoshita-
Kikuta, T. Koike :  J. Sep. Sci., 28, 155 (2005).

 38) E. Kinoshita-Kikuta, E. Kinoshita, A. Yamada, M. 
Endo, T. Koike :  Proteomics, 6, 5088 (2006).

 39) E. Kinoshita-Kikuta, E. Kinoshita, T. Koike :  Anal. 
Biochem., 389, 83 (2009).

 40) E. Kinoshita-Kikuta, A. Yamada, C. Inoue, E. 
Kinoshita, T. Koike :  J. Integrated OMICS, 1, 157 
(2011).

 41) E. Kinoshita, E. Kinoshita-Kikuta, Y. Sugiyama, Y. 
Fukada, T, Ozeki, T. Koike :  Proteomics, 12, 932 
(2012).

486 B U N S E K I　K A G A K U  Vol.  61  （2012）

                



Phos-tag Technology for Phosphoproteomics

Eiji KINOSHITA
Ⓡ1,  Emiko KINOSHITA-KIKUTA

1 and Tohru KOIKE
1

Ⓡ E-mail :  kinoeiji@hiroshima-u.ac.jp
 1 Department of Functional Molecular Science, Institute of Biomedical & Health Sciences, Hiroshima 

University, 1-2-3, Kasumi, Minami-ku, Hiroshima-shi, Hiroshima 734-8553

(Received December 7, 2011 ; Accepted April 5, 2012)

Reversible protein phosphorylation is a key signaling mechanism for modulating the 
functional properties of proteins in various cellular processes.    More than 500 protein kinases 
and more than 100 protein phosphatases are known or predicted in the human proteome 
alone.    The numbers clearly reflect the importance of protein phosphorylation.    In fact, 
abnormal phosphorylation by perturbation of the balance of these enzyme reactions is deeply 
related to a wide range of human diseases, including cancer, diabetes mellitus, 
neurodegeneration, and immune/inflammatory disorders.    Methods for the determination of 
the phosphorylation status of a certain protein are thus very important with respect to 
evaluating the basis for understanding the molecular origins of diseases, and for drug design.    
Recently, we found that a dinuclear metal complex (Phos-tag) of 1,3-bis[bis(pyridin-2-ylmethyl)-
amino]propan-2-olato acts as a novel phosphate-binding tag molecule in an aqueous solution 
under physiological conditions.    Phos-tag has a vacancy on two metal ions, which is suitable 
for the access of a phosphomonoester dianion (R -OPO3

2－) as a bridging ligand.    A dinuclear 
zinc(II) complex (Zn2＋－Phos-tag) strongly binds to phenyl phosphate dianion (Kd＝2.5×
10－8 M) at a neutral pH.    The anion selectivity indexes against SO4

2－, CH3COO－, Cl－, and 
the bisphenyl phosphate monoanion at 25℃ are 5.2×103, 1.6×104, 8.0×105, and＞2×106, 
respectively.    By utilizing the Phos-tag molecule and its derivatives, we developed three major 
Phos-tag technologies, and put them into practical use for a phosphoproteome study.    Herein, 
we describe convenient and reliable methods for the detection of phosphorylated proteins, 
such as affinity electrophoresis using Phos-tag acrylamide, Western blotting using biotinylated 
Phos-tag, and affinity chromatography using Phos-tag agarose or Phos-tag TOYOPEARL.

Keywords  :  affinity chromatography ; affinity electrophoresis ; phosphoproteomics ; Phos-tag ; 
Western blotting.
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