
リン酸化プロテオミクスによるキナーゼ基
質の大規模解析

１． は じ め に

タンパク質のリン酸化は負電荷と親水性の付与によって

タンパク質の酵素活性，局在，安定性，相互作用などを可

逆的かつダイナミックに制御することが可能であり，真核

生物において最も広範に認められる翻訳後修飾である．こ

のためタンパク質リン酸化酵素（キナーゼ）はヒトの場合

で５００種類以上と数多く存在し，様々な細胞内情報伝達系

で中心的な役割を果たしている．タンパク質キナーゼを

コードする遺伝子の変異は癌・パーキンソン病・ダウン症

候群・心不全などの疾患と深く関連することが知られてい

る．さらに炭疽菌・らい菌・赤痢菌などの多くの病原性細

菌が特定のキナーゼを標的にしていることが最近明らかと

なった．個々のキナーゼの生理的・病理的機能を理解し，

診断・創薬などの応用研究に役立てるためには，複雑で精

緻なリン酸化ネットワークの全貌を解明することが必要で

ある．近年種々のプロテオミクス技術が著しく進歩したこ

とにより，生体内におけるキナーゼの標的基質を大規模に

同定する方法が複数報告されている１）．本稿ではこれらの

リン酸化プロテオーム解析法について概説すると共に，新

たに同定されたキナーゼ基質の機能解析の例についても紹

介したい．

２． リン酸化プロテオーム解析の基本的方法

プロテオーム解析における基盤的技術として，二次元電

気泳動と液体クロマトグラフィー・タンデム質量分析

（LC-MS／MS）の２種類の方法がある．両者ともに複雑な

生体試料中の微量で一過的なリン酸化を多数検出するため

には，リン酸化タンパク質ないしリン酸化ペプチドの精製

や特定のオルガネラの単離などが分析前に必要である．こ

の前分画のステップを特異的かつ再現性よく行うことは極

めて重要であり，様々な手法が報告されている．そして目

的とするキナーゼがリン酸化する標的基質群を同定するた

めには，そのキナーゼが活性化した試料と特異的に阻害さ

れた試料（キナーゼ阻害剤やノックアウトマウスなどが用

いられる）の間でリン酸化量を比較する必要がある．二次

元電気泳動も LC-MS／MSも操作ごとのばらつきがあるた

め，操作を繰り返して統計処理を行うか，比較するサンプ

ルを異なる蛍光色素や安定同位体で標識後に混合して同時

に分析操作する方法が開発されている．

３． 二次元電気泳動を用いたキナーゼ基質の同定

二次元電気泳動は各タンパク質に固有の等電点と分子量

に基づいて分離する分析法である．タンパク質試料を酵素

消化して得られた断片化ペプチドを分析する LC-MS／MS

と異なり，タンパク質をそのまま分離する二次元電気泳動

ではアイソフォームや種々の翻訳後修飾の差異を検出する

ことが容易である．即ち，ゲル上においてこれらの差異は

別個のスポットの連なりとして現れ，泳動後に抗体等で

ウェスタンブロットすることによって検証することができ

る．特にリン酸化はタンパク質の等電点を確実に酸性側に

変化させるため，二次元電気泳動はリン酸化量の変化を検

出するのに適している．近年リン酸化タンパク質に特異的

な染色試薬や特定のリン酸化モチーフを認識する抗体群が

開発されたこともあり，リン酸化プロテオミクスの分野に

おいて二次元電気泳動は改めて注目されつつある．

二次元電気泳動によってキナーゼ基質を同定するために

は，その活性を操作した複数の試料を泳動して比較する必

要があるが，通常の二次元電気泳動ではゲル間のスポット

パターンのばらつきが大きく，煩雑なマッチング操作が必

要となる．蛍光標識二次元ディファレンスゲル電気泳動

（２D-DIGE）は，比較する試料を２または３種類の蛍光色

素で標識した後，混合して同一ゲルで泳動する手法であ

り，高い定量性と再現性を特長とする変動解析技術であ

る２）．私達は以前に，固定化金属イオンアフィニティーク

ロマトグラフィー（IMAC）によってリン酸化タンパク質

を精製してから２D-DIGE解析することにより，ヒト培養

細胞から p３８MAPキナーゼ経路に位置する多数のタンパ

ク質スポットを検出することに成功した３）．そしてこれら

のスポットの一つである BAG２が p３８の下流キナーゼ

MAPKAPK２の新たな標的基質であることを明らかにし

た．またWangらのグループはシロイヌナズナの細胞膜画

分を２D-DIGEすることにより，ステロイドホルモンの受

容体キナーゼの基質となる下流キナーゼファミリーを同定

した４）．このように前分画操作と２D-DIGEの組み合わせ

は，リン酸化シグナル伝達ネットワークの解明に有効なア

プローチの一つである５）．

真核生物に普遍的に存在し，細胞内で多彩かつ重要な役

割を果たす ERK／MAPキナーゼは国内外の多数のグルー

プによって詳細に解析されてきており，その標的基質も転

写因子を中心に数多く報告されている．私達は最近，
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IMACと２D-DIGEの併用に加えて，エストロゲン受容体

との融合によるキナーゼ活性の操作系とリン酸化モチーフ

抗体を取り入れた新たなリン酸化プロテオーム解析法を開

発した（図１）６）．そして新規 ERK基質を１３種類同定し，

その中に含まれていたアクチン架橋タンパク質 EPLINと

核膜孔複合体構成因子（ヌクレオポリン）に注目して機能

解析を行った．その結果，ERKによるリン酸化によって

EPLINのアクチンとの親和性が低下し，ストレスファイ

バーの消失や細胞運動性の上昇が促されることを明らかに

した７）．一方で一部のヌクレオポリンが有する FGリピー

ト領域（疎水的なフェニルアラニン―グリシン配列の繰り

返しと親水性アミノ酸に富むリンカー配列からなるフレキ

シブルな領域）が ERKによってリン酸化されると，輸送

運搬体である importin-βファミリーとの疎水的な相互作用
が抑制されることを見出した６）．核膜孔を介した核―細胞質

間の選択的輸送は，核膜を有する真核生物にとってほぼ全

図１ ２D-DIGEを用いたリン酸化プロテオミクスによる ERK／MAPキナーゼ基質候補の大規模
同定

まず活性型 B-Rafをエストロゲン受容体との融合タンパク質として安定に発現するマウス繊維
芽細胞に対し，MEK阻害剤（U０１２６）またはエストロゲン受容体アンタゴニスト（４-HT）処理
によって Raf-MEK-ERK経路を選択的に阻害または活性化した．そして細胞抽出液を調製し，
IMACによってリン酸化タンパク質を精製した．それぞれのリン酸化タンパク質画分を異なる
蛍光色素で標識した後，混合して同一ゲル上で二次元電気泳動して蛍光パターンを検出・比較
する２D-DIGEを行った．その結果 ERK経路の活性化によってリン酸化されたと思われる変動
スポットを多数検出することができた（白矢頭など）．これらの変動スポットの幾つかは ERK
がリン酸化するコンセンサス配列を認識するリン酸化モチーフ抗体と反応したため，ERKの直
接的な基質と考えられた．質量分析計を用いた解析により，４９個の変動スポットから３８種類
のタンパク質を同定することに成功した６）．
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ての生命現象に関与する重要な細胞内プロセスの一つであ

るが，細胞内シグナル伝達によるこの輸送システムの制御

機構は殆ど明らかにされていない．ごく最近多くのヌクレ

オポリンが DNA損傷や酸化ストレス，ウイルス感染など

によってリン酸化されることが報告されており８），核膜孔

における複数のヌクレオポリンのリン酸化を介して様々な

シグナル伝達キナーゼが核―細胞質間輸送を制御している

可能性がある．

４． LC-MS／MSを用いたキナーゼ基質の同定

リン酸化ペプチドの精製と LC-MS／MS解析により，細

胞内の多数のリン酸化タンパク質とそのリン酸化部位をハ

イスループットに同定することが可能である．様々なリン

酸化ペプチドの精製法が開発されているが，IMACと酸化

金属クロマトグラフィー（MOC）が現在広く用いられて

いる．そして LC-MS／MS解析における定量法には安定同

位体による標識の有無によって大別される．標識せずに定

量する場合，各ペプチドをMS／MS解析した回数やペプチ

ドイオンのMSクロマトグラム上の強度を指標にする．

AhnらのグループはMS／MS解析においてリン酸化ペプチ

ドから PO３が遊離したペプチドイオンの強度を測定する

ことにより，ヒト悪性黒色腫細胞から B-Raf-MEK-ERKシ

グナル系によって制御されるリン酸化部位を９０カ所同定

した９）．そして ERKの新たな標的基質として機能未知タン

パク質であるFam１２９bを同定し，リン酸化されたFam１２９b

が癌細胞の浸潤能を高めることを明らかにした．

安定同位体標識の方法として，安定同位体アミノ酸を含

む培地を用いて代謝的に in vivo で標識する SILAC（stable

isotope labeling by amino acids in cell culture）法と，ペプチ

ドのアミノ基を化学的に in vitro で標識する iTRAQ（iso-

baric tags for relative and absolute quantitation）または TMT

（tandem mass tags）と呼ばれる方法がある．Mannらのグ

ループは SILAC法によるリン酸化プロテオーム解析を開

発・発展させており，ごく最近細胞周期における２万カ所

以上のリン酸化部位の定量を報告した１０）．さらにその中の

５千カ所以上についてはリン酸化の stoichiometry（化学量

論）を測定し，Cdk１などの分裂期キナーゼがその標的基

質群を分裂期にほぼ完全にリン酸化することによって不活

性化している可能性を指摘した．また Cell Signaling Tech-

nology社を中心としたグループは，Akt，RSK，p７０S６キ

ナーゼが共通にリン酸化するモチーフに対する抗体でリン

酸化ペプチドを精製することにより，複数の癌細胞株から

これら三つのキナーゼの基質候補を３００種以上同定し

た１１）．そして様々なキナーゼ阻害剤によるリン酸化の変化

を SILAC法で定量し，受容体型チロシンキナーゼから三

つのキナーゼに至る経路における各基質の位置づけを行っ

た．さらに細胞の生存への影響を各々の基質をノックダウ

ンすることで検討し，リン酸化によって PDGF受容体を

安定化するシャペロンタンパク質を見出した．

５． リン酸化部位の同定と検証

リン酸化ペプチドを LC-MS／MS解析することによって

リン酸化部位を同定することができるが，ペプチド配列中

に複数のセリン，スレオニンまたはチロシン残基がある場

合，どの残基がリン酸化されているか一義的に決定するこ

とは困難な場合が多い．従って質量分析以外の方法によっ

てリン酸化部位を検証することは，キナーゼ基質のリン酸

化による制御機構を明らかにする上で重要である．リン酸

化部位をアラニン残基に置換した変異体と野生型に対し，

対象とするキナーゼがリン酸化するか比較する実験が一般

に行われる．またリン酸化部位特異的抗体は特定部位のリ

ン酸化のみを認識し，さらにその細胞内局在も可視化でき

る有用なツールである６，７）．しかしながら市販のリン酸化部

位特異的抗体の数には限りがあり，その作製にも費用と労

力を要する．

最近開発された Phos-tagはリン酸基を特異的に捕捉する

二核金属錯体であり，Phos-tagを含むゲルで SDS-PAGE

後，標的基質に対する抗体でウェスタンブロットすること

により，基質のリン酸化量を移動度のシフトによって評価

することができる（図２A）１２，１３）．野生型またはアラニン変

異体を発現する細胞の抽出液を Phos-tagウェスタンブロッ

トすることにより，細胞内におけるリン酸化部位を確認す

ることが可能と考えられる（図２B）．

６． リン酸化の機能解析

最新の高性能 LC-MS／MSシステムを用いることにより，

細胞内における３万カ所以上ものリン酸化部位の同定と定

量が報告されるようになった１４）．しかしながらその大部分

はキナーゼと基質の対応関係が明らかになっていないた

め，さらなる解析が必要である．様々なキナーゼがリン酸

化するコンセンサス配列の情報に基づき，特定の基質に対

するキナーゼを予測する検索サイト（ScanSite, NetPhosな

ど）はこの際に有用である．またプロテオミクスや生化

学・細胞分子生物学的手法によって同定されたリン酸化部

位とその関連情報を文献から集めたデータベース（Phos-

phoSitePlus，Phospho.ELMなど）の整備も進んでいる．
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このようなバイオインフォマティクスによって特定のリ

ン酸化部位とそのキナーゼ候補に注目し，リン酸化の機能

的意義を解明することは重要である．即ち，特定のキナー

ゼによるリン酸化を介した標的基質の新たな機能制御機構

を見出してこそ，リン酸化プロテオミクス研究の価値が高

まると考えられる．リン酸化による酵素活性や相互作用の

変化の検討，リン酸化部位特異的抗体による免疫染色，

ノックダウンまたはノックアウト細胞への野生型またはリ

ン酸化部位の変異体の導入など，様々な解析を行うことに

なる．

図２ Phos-tagウェスタンブロットによる細胞内でのリン酸化の検出
（A）HeLa細胞に対し，U０１２６（U）による前処理の有無で TPA刺激を行っ
た．細胞抽出液をMn２＋-Phos-tagを含むゲルと含まないゲルで SDS-PAGE
した後，FGヌクレオポリン，Nup５０および ERK２に対する抗体でウェス
タンブロットした．
（B）野生型（WT）およびアラニン変異体（S２２１A）の Nup５０に Haloタグ
を付加して２９３T細胞に発現させた後，抽出液を調製した．抗 Haloタグ抗
体を用いた Phos-tagウェスタンブロットにより，リン酸化された Haloタ
グ付き Nup５０のバンドが複数検出された．アラニン変異によって消失する
バンド（星印）が認められたことから，２２１番目のセリンがリン酸化部位
の一つであることが判明した．
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７． お わ り に

今回紹介した２D-DIGE，SILAC，および iTRAQ／TMT

を用いたリン酸化プロテオーム解析法の長所と短所を表１

にまとめた．細胞内における膨大なリン酸化部位の約２／３

は機能的に重要でない「ノイズ」だとする報告がある１５）．

従って質量分析装置を駆使したリン酸化部位の大規模同定

と定量に留まらず，バイオインフォマティクスなどを利用

して生理的に重要と推測されるリン酸化を抽出し，その意

義を多角的に機能解析する必要がある１６）．システムバイオ

ロジーの発展により，古典的なシグナル伝達パスウェイか

らクロストークやフィードバック経路を含めた複雑なリン

酸化シグナルネットワークを描き出すことも可能になって

きた１４）．また一般にリン酸化はポリペプチド鎖が大きく揺

らいだ天然変性領域で起こりやすいことが知られている．

このため X線結晶解析だけでなく，X線小角散乱（SAXS）

や分子動力学シミュレーションも用いてリン酸化の働きを

構造レベルで解明しようとする研究がはじまっている．

次世代シーケンサーの普及により，個人の全キナーゼ

（kinome）の配列を取得し，変異に基づく個人に適した診

断・治療が可能になっていくと予想される．キナーゼが関

与する疾患の診断や予測の信頼性を向上させるためには，

細胞や患者間の不均一性の問題を乗り越える必要があり，

キナーゼとその標的基質群を「パスウェイバイオマーカー」

として多数解析することが重要になると考えられる．今回

紹介した様々なアプローチにより，「キナーゼ基質のプロ

ファイリングとそのカタログ化」が整備され，バイオマー

カーや創薬の分子標的の発見につながることが期待され

る．
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表１ 主なリン酸化プロテオーム解析法の長所と短所

方 法 長 所 短 所

２D-DIGE リン酸化の化学量論を測定しやすい
二次元ウェスタンブロットによる検証ができる
シンプルで正確な定量性
幅広いサンプルに適用できる

低いスループット
タンパク質の同定数が比較的少ない
リン酸化部位を同定することが難しい

SILAC 高いスループット
ペプチドとそのリン酸化部位を多数同定できる
正確な定量性

通常培養細胞に限られる
安定同位体アミノ酸が代謝的に相互変換してしまう
リン酸化の化学量論を測定することが難しい

iTRAQ／TMT 高いスループット
ペプチドとそのリン酸化部位を多数同定できる
幅広いサンプルに適用できる

標識するまでの前分画の操作中に誤差を生じやすい
リン酸化の化学量論を測定することが難しい
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ROCOファミリーキナーゼ LRRK１による
EGFR細胞内トラフィックの制御

１． は じ め に

ROCOファミリーキナーゼ LRRK１（leucine-rich repeat

kinase１）は，Rasに似た GTPaseドメインとMAPKKキ

ナーゼに似たキナーゼドメインを持つユニークなタンパク

質である．近年 LRRK１のファミリー分子 LRRK２が，家

族性パーキンソン病原因遺伝子 Park８であることが明らか

となり，ROCOファミリーキナーゼは臨床的にも非常に

注目を集めている１，２）．しかし，現在のところ LRRK１，

LRRK２の細胞内における機能は，ほとんど明らかにされ

ていない．我々は LRRK１の機能を明らかにする目的で，

LRRK１と相互作用する因子の探索を行った．その結果，

LRRK１は上皮成長因子受容体（epidermal growth factor re-

ceptor, EGFR）の下流で機能するアダプター分子 Grb２

（growth factor receptor binding protein２）と相互作用するこ

とを見出した．その後の解析から，LRRK１が Grb２を介し

て活性化した EGFRと複合体を形成し，EGFRの細胞内ト

ラフィックの制御に関与することが明らかになった３）．本

稿では，LRRK１による EGFR細胞内トラフィックの制御

機構について概説する．

２． EGFR細胞内トラフィック

細胞膜上の EGFRはリガンドによって活性化すると，

MAPキナーゼ経路など下流シグナル伝達経路を活性化す

るとともに，自身はエンドサイトーシスによって細胞内に

取り込まれる．細胞内に取り込まれた EGFRは早期エン

ドソームに集められ，ここで細胞膜に戻されリサイクルさ

れるか，多胞体（multivesicular body，MVB）／後期エンド

ソームに運ばれリソソームによって分解されるか，選別さ

れる．この選別には，ESCRT（endosomal sorting complex

required for transport）複合体と呼ばれる一群のタンパク質

が重要な役割を果たしている４）．ESCRT複合体は ESCRT-

０，I，II，IIIの四つの複合体から成り，主に早期エンド

ソーム膜上で EGFRをリソソーム分解経路に選別してい

る（MVB sorting）．この選別にはユビキチンがタグとして

機能しており，ユビキチン化された EGFRは，ESCRT複

合体によって認識されるとエンドソーム内腔へと取り込ま

れる．早期エンドソームは，細胞内を移動しながら内腔小

胞を形成していき，MVB／後期エンドソームへと成熟し

ていく５）．リソソーム分解経路に選別された EGFRは，エ

ンドソームの成熟とともにどんどん内腔小胞に取り込まれ

ていき，最終的にリソソームと融合して分解される（図

１）．我々は，LRRK１が EGFRとともに早期エンドソーム

に局在することを見出したことをきっかけに，EGFR細胞

内トラフィックにおける役割について解析を行った．

３． EGFR細胞内輸送における LRRK１の機能

LRRK１は Grb２と常に結合しており，EGF刺激依存的

に Grb２を介して EGFRと複合体を形成する．その後

LRRK１は，EGFRとともにエンドサイトーシスされ早期

エンドソームに局在する．LRRK１の機能を検討するため，

siRNAを用いて内在性 LRRK１をノックダウンしたとこ

ろ，EGFRは早期エンドソームに蓄積しMVB／後期エン

ドソームへ移行できないことが明らかとなった（図２）．

LRRK１をノックダウンした細胞に野生型 LRRK１を戻す

と，EGFRはMVB／後期エンドソームへ移行できるよう

になるのに対し，キナーゼ活性を欠失した LRRK１変異体

を戻しても EGFRのMVB／後期エンドソーム移行の回復

は見られなかった．このことから，LRRK１はキナーゼ活

性依存的に EGFRの早期エンドソームからMVB／後期エ

ンドソームへの移行を制御していることが明らかとなっ

た．

EGFRの早期エンドソームからMVB／後期エンドソー

ムへの移行には，二つの重要なステップが存在する．一つ

目のステップは，細胞膜近傍から核付近への空間的な移動

である．ほとんどの細胞では，早期エンドソームは細胞膜

近傍あるいは細胞質全体に散在し，MVB／後期エンド

ソーム及びリソソームは核付近に存在している．つまり，

細胞膜から取り込まれ早期エンドソームに局在した EGFR

がリソソームで分解されるためには，細胞膜近傍から核付
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