
１． は じ め に

化学修飾により機能が調節されているタンパク質が多数

存在することは論をまたない．また，タンパク質は存在し

ている場所においてのみ機能するわけだから，その局在は

機能に直結する．つまり，タンパク質の機能の詳細を論ず

るためには，修飾状態と局在との双方を同時に知る必要が

ある．また，生命現象は時間とともに変化しているので，

最終的には，タンパク質の修飾の時間―空間分布の全貌を

把握することが必要になる．本稿では，細胞内シグナル伝

達分子として詳しく解析がなされているMAPキナーゼの

うちの ERK１／２（extracellular signal-regulated kinase１／２）に

関して，生理的なリン酸化を原位置（in situ）で検出する

際の問題点と最適な方法に関して論ずる．以下の内容は簡

単で当たり前のことだが，甘く見ると行く手を阻む予想外

の落とし穴になる場合があるので油断は禁物だ．

２． 抗体を用いたリン酸化タンパク質の検出方法

免疫組織染色法では，実験動物に遺伝子操作等の人為的

な操作を行わずに特定のタンパク質を検出するので，生理

的な局在を正確に反映した検出が期待できる．本稿ではそ

れ以外の方法に関しては論じない．タンパク質のリン酸化

を検出するためには，リン酸化特異抗体を使用する．リン

酸化特異抗体は１９９０年代初頭に開発された１，２）．これは，

リン酸化部位を中心とする１０アミノ酸程度の長さのペプ

チドを抗原にして作成されたもので，リン酸化した部位を

特異的に認識する．このような抗体を用いて免疫組織染色

を行えば，リン酸化した状態の特定のタンパク質を特異的

に検出できる．モノクローナルでもポリクローナルでもよ

い．使用方法は通常の免疫組織染色法と同様である．ただ

し，抗体と反応させるまでのサンプルの調製方法は，通常

の免疫組織染色法と比してより注意深く行う必要がある．

なぜなら，タンパク質のリン酸化状態は容易に変化するか

らである．いくら特異性の高い抗体を用いようとも，実験

操作に起因するアーチファクトを検出したのでは誤った解

釈をまねく．特に，ERK１／２のようにリン酸化と脱リン酸

化の変換速度が速いタンパク質に関しては細心の注意を払

わなければ信頼できる結果は得られない．抗体と反応させ

るまでの操作に関しては，免疫組織染色法の操作とは別個

の，独立した生化学および細胞生物学の実験操作だと考え

るとわかりやすい．リン酸化タンパク質の in situ での検

出の要点はこの部分にあることを以下に記す．

３． タンパク質のリン酸化に影響を与える因子

ERK１／２のリン酸化に関しては多くの報告がなされてい

る．それらによると，還流固定，麻酔，神経損傷，痛み刺

激，ホルマリン暴露などにより，ERK１／２のリン酸化が惹

起される３）．そのため，生理的なリン酸化状態を正確に把

握するためにはこれらの操作を避けなければならない．と

ころが，これらの操作は通常の動物実験において日常的に

行われるものである．さらに複雑なのは，細胞の種類に

よってリン酸化のレスポンスが異なる点である．例えば，

マウスをパラホルムアルデヒドで灌流固定した場合，肝臓

では ERK１／２がリン酸化されて細胞核内に検出されるが，

腎臓においてはリン酸化 ERK１／２は検出されない３）．タン

パク質のリン酸化は，リン酸化酵素と脱リン酸化酵素の働

きのバランスによって規定される．細胞が死ぬと，ATP

の供給が停止してリン酸化反応は減衰して脱リン酸化反応

が優勢になる４）．これらのことから，サンプルの処理は可

能な限り迅速に行わなければならないのは明らかである．

ERK１／２のリン酸化は動的で変化は急速である．多くの

操作によって容易にリン酸化反応が進み，一方では脱リン

酸化反応も進んでいる．ERK１／２のリン酸化状態を解析す
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る際は，常に実験操作と時間変化について厳密に考える必

要がある．これらの概念を図１にまとめた．複雑なのは，

アーチファクトによってリン酸化が過大評価される場合

（図１D，E）と過小評価される場合（図１F）があるという

ことだ．実験条件が厳密さを欠く場合には，リン酸化と脱

リン酸化の双方にアーチファクトが生じ，それぞれが細胞

の種類によって程度が異なる．結果として，空間的に一様

ではなくきわめて複雑にアーチファクトの影響を受けるこ

とになる．それでも，同じ条件で実験を行えば，結果は再

現されるはずだ．しかしながら，高い再現性の実験結果が

得られても，それらが生理的なリン酸化を正確に反映して

いるとは限らないことになる．

４． 最 適 な 方 法

生理的なタンパク質のリン酸化を把握するためには，慎

重を期して「事実上すべての実験操作が ERK１／２のリン酸

化状態を変化させ得る」と考えた方がよいだろう．脱リン

酸化酵素阻害剤などの薬剤の使用は，それ自体が生理的状

態から外れることになるし，均一に作用させることも困難

なので本稿では考慮しない．それではどうすればよいのか

といえば，極力ステップ数を減じたプロトコールにした

がってごく短時間に実験操作を完了するしかない．瞬時に

サンプル中の分子の動きを止めることができればタンパク

質のリン酸化はその瞬間の状態が維持されるが，もちろん

これは実現不可である．しかし，現実的には，液体窒素な

どで急速に冷却して，細胞応答や化学反応の進行速度より

図１ ERK１／２のリン酸化の割合の時間変化
縦軸は一つの細胞内における ERK１／２のリン酸化の割合（１００×リン酸化 ERK１／２の分子数／トータル ERK１／２の分子数），横軸
は時間を示す．生理的刺激，実験操作，屠殺などの ERK１／２のリン酸化に影響を及ぼす事象の発生ポイントを横軸上に矢印で示
した．
（A）刺激を受けない定常状態．実験的にはリン酸化を検出できない場合でも，実際には検出限界以下のレベルでリン酸化が起き
ている．
（B）生理的な一過性のリン酸化．増殖因子などによって引き起こされる生理的なリン酸化．刺激から２時間程度で刺激前のレベ
ルに戻る．
（C）生理的な持続性のリン酸化．増殖因子などによって引き起こされる生理的なリン酸化．リン酸化状態が４時間以上持続する．
（D）人為的な一過性のリン酸化．実験操作に起因する一過性のリン酸化．生理的なリン酸化より高く検出されてしまう領域を「過
大評価領域」として表示した．この部分はアーチファクトである．
（E）人為的な持続性のリン酸化．実験操作に起因する持続性のリン酸化．生理的なリン酸化より高く検出されてしまう領域を「過
大評価領域」として表示した．この部分はアーチファクトである．
（F）人為的な脱リン酸化．実験操作に起因する脱リン酸化．生理的なリン酸化より低く検出されてしまう領域を「過小評価領域」
として表示した．この部分はアーチファクトである．
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も速い速度で凍結すれば，事実上生理的なリン酸化を把握

することができるだろう．このようにして調製した切片

は，光学顕微鏡で観察するには充分な形態を保つ．

我々が用いているプロトコール３）を図２に示す．２から３

のステップにおいては，個々の細胞がまだ生きているので

リン酸化と脱リン酸化の両方のアーチファクトが生じ得

る．また，７から８のステップにおいては，細胞はすでに

死んでいるものの，凍結された状態から一度融解すること

になるので脱リン酸化のアーチファクトが生じ易い．した

がって，特にこれらのステップにおいて迅速な操作を行う

ことが肝要だ．

５． 限 界 と 課 題

図２の方法は，サンプルのサイズが小さい方が適用しや

すい．例えば，小さいモデル実験生物を丸ごと処理する場

合には向いている．逆をいうと，大きいサンンプルでは温

度が下がるまでに時間が長くかかってしまうので，迅速な

処理という原則からはずれやすくなる．また，大きい実験

動物の何らかの器官を調べたい場合には，摘出するための

実験操作が多くなってしまい，場合によっては器官そのも

のを細切しなければならない．これらは極力ステップ数を

減じたプロトコールという原則からはずれてしまう．著者

らは，現在はマウスの胎児を解析の対象にしている．今

後，より大きいモデル生物や器官を調べる場合には，さら

に工夫したプロトコールを適用する必要があるかもしれな

い．

別の意味での重要な課題が，動物実験の倫理に関わる問

題である．現在の一般的な規定では，動物を冷凍によって

死に至らしめてはならないとされている．根拠は，「冷凍

すると氷の結晶ができて痛みを生じる」というものである．

したがって，たとえ小さな動物であっても，断頭などに

よって安楽死させてから凍結しなければならない．あらゆ

る実験操作が ERK１／２のリン酸化に影響を及ぼす可能性が

あることは前述した通りである．

抗体に関しては，リン酸化状態に特異的な抗体が数多く

市販されている．しかしながら，非リン酸化状態に特異的

な抗体はほとんど開発されていない．本来ならば，リン酸

化型と非リン酸化型のタンパク質を分別して局在の時間―

空間変化を動的に捉えることが重要であろう．したがっ

て，非リン酸化型タンパク質の特異的な検出が課題として

残る．

６． お わ り に

プロテオミクス解析の一環として，世界各地でタンパク

質の局在を網羅的に把握するプロジェクトが進行してい

る５～９）．それらの結果は，インターネット経由で閲覧可能

なものが多い．これらのプロジェクトの延長として，いず

れは，すべての器官においてすべてのタンパク質の局在が

明らかにされる日が来るかもしれない．遺伝子産物レベル

ではあるが，マウスの脳においては２万を超えるほとんど

図２ 生理的なタンパク質リン酸化の in situ での検出のプロトコール（文献３より改変）
アーチファクトが生じやすいのが２から３，および７から８のステップなので特に注意して迅速に
行うこと．用いる用具などの詳細に関しては文献３を参照されたい．
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すべての mRNAの三次元分布が調べられている１０）．この

結果も，インターネット経由で公開されている．世界の情

勢，そして本稿で述べてきたことを合わせて考えると，リ

ン酸化を始めとするタンパク質の修飾状態について網羅的

に把握することは今後の重要な課題であり，それを実現す

ることは現時点でもかなりの部分で可能である１１）．タンパ

ク質の局在を網羅的に把握することは，それだけで一つの

ゴールとなる．そして，そのゴールを新たなスタートとし

て次のステップ，例えば病態の解明，へと進むことが可能

になるだろう．ゲノムあるいはエピゲノム解読のプロジェ

クトなどとのアナロジーからすれば明らかと思われる．
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