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プロテオミクス技術により，細胞内シグナル伝達系の動態を解析することは，その構成タンパク質の細胞内含量が
少ないため困難である．それゆえ，目的の成分を濃縮する方法とプロテオミクス技術との組合せが有効である．筆者
らは，ラフトタンパク質の単離と蛍光ディファレンスゲル二次元電気泳動（two-dimensional fluorescence difference gel 
electrophoresis: 2D-DIGE）の組み合せにより，T細胞の初期応答が解析できることを示した．さらに，IMACによるリン
酸化タンパク質の精製法を確立し 2D-DIGEと組み合わせることにより，p38 MAPキナーゼ基質や ERK基質を網羅的に同
定することが可能となった．ERK基質は多様な機能を示すタンパク質群から構成されていた．その中には核膜孔タンパ
ク質が複数含まれており，これらのリン酸化は核輸送タンパク質との相互作用を低下させ，核移行制御機構として関与す
ることが判明した．

1　はじめに

筆者は，長年がん遺伝子産物の機能解析を通して細胞増

殖を制御するシグナル伝達系の研究に従事してきた．その

当時から，シグナル伝達系の解析にプロテオミクス技術を

応用できないかずっと考えていた．すなわち，増殖刺激

に対する細胞の初期応答を，プロテオミクス技術で解析

するシステムを創出することである．しかし，筆者が研

究を開始した 2002年当時は，二次元ゲル電気泳動と液体

クロマトフラフィー－タンデムマス質量分析計（LC-MS/

MS）という二つのプロテオミクス技術は，ともに細胞内

シグナル伝達系解析には充分な解像度と感度を備えてお

らず，解析の対象とする成分を効率よく濃縮する前分画

法（prefractionation）との組合せが必要であると考えられ

た．筆者らは，適切な前分画法と二次元ゲル電気泳動と

の組合せにより，T細胞ラフトにおける抗原刺激時の動態

や，キナーゼ活性化によるリン酸化プロテオームの変化を

解析する方法を確立した．これら一連の研究により，筆者

は 2015年度の日本プロテオーム学会学会賞を拝受する栄

誉に浴した．本総説は受賞講演に基づき，その内容に研究

の経緯，当時の研究背景等を加筆したものである．筆者ら

の研究は，二次元ゲル電気泳動を用いて行われたが，前分

画法とプロテオミクス技術の組合せは，将来においても重

要な研究手法であり，本総説での記述は他の分画法を用い

る場合でも有用であろう．

2　細胞内シグナル伝達系研究の歴史

細胞内シグナル伝達系の研究は，がん研究とともに発展

してきた．1911年のラウス肉腫ウイルスの発見 1），ラウ

ス肉腫ウイルスのがん遺伝子としての srcの発見と細胞相

同遺伝子の発見（1976年）2），Srcがチロシンキナーゼで

あることの証明（1979年）3），ras遺伝子のヒトがんにお

ける活性化（1982年）4）などである．その後，多くのがん

遺伝子の単離とその機能の解明は，細胞増殖を制御するシ

グナル伝達系の全貌を明らかにし，がんが細胞増殖シグナ

ルを制御する系の異常に起因するという概念が確立された．

近年では，細胞内シグナル伝達系の異常ががんにとどま

らず極めて広範な範囲の疾患の原因であることが明らかと

なり，疾患特異的な異常タンパク質を標的とした分子標的

薬が競って開発されている．従来の治療薬が対症療法で

あったのに対し，疾患の原因を直接標的とする分子標的薬

は，高い治療効果とともに副作用の軽減が期待されている．

特にがんを対象とした分子標的薬の開発には瞠目するもの

がある．分子標的薬の標的のほとんどは，タンパク質キ

ナーゼであり，その中で特にチロシンキナーゼがその対象

となっている．

3　がん研究におけるプロテオミクスの敗因とそこからの

スタート

先に述べた通り，筆者は細胞内シグナル伝達系，中でも

がんを対象とした異常なシグナル伝達系を研究していたこ
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法，カラムクロマトグラフィー，中心体や紡錐体などの複

合体の単離，特定の翻訳後修飾を受けたタンパク質の濃縮

などがある．筆者らは，ラフト画分の単離およびリン酸化

タンパク質の精製と二次元ゲル電気泳動とを組合せること

により，従来ウェスタンブロッティングでしか検出するこ

とができなかった細胞内シグナル伝達系因子の動態を，二

次元ゲル電気泳動上のスポットそのものの変動として可視

化できることを示した．プロテオミクス技術の別のアプ

ローチとして，LC-MS/MSがあるが，当時の機器の性能は，

まだ細胞内シグナル伝達系の解析に充分な分解能に達して

いないと判断した（その後の機器性能の驚異的な向上を予

測できなかったという方が適切であるかもしれない）．

5　ラフトにおける T細胞抗原受容体刺激応答の動態

細胞膜ラフトとは，周囲の細胞膜と脂質組成を異にする

スフィンゴミエリン脂質に富む筏状の構造で，増殖因子受

容体，3量体 Gタンパク質，低分子量 Gタンパク質，チ

ロシンキナーゼなどシグナル伝達系の因子が集積している

部位である．そこで，ラフト画分を単離して二次元ゲル電

気泳動で分析することは，細胞外刺激によって誘起される

初期応答を解析する上で有効であると考えた．

ラフト画分は，界面活性剤 Triton X-100不溶性の比重が

軽い膜画分として，ヒト T細胞株 Jurkat細胞抽出液から

ショ糖密度勾配遠心により調製した 7）．ラフト画分には，

細胞抽出液の総タンパク質の 1.8％が回収されるが，ラ

フトに存在するチロシンキナーゼ Lckの 70％が回収され

るので，Lckの比活性は，一回のショ糖密度勾配遠心で

約 35倍に上昇する．T細胞抗原受容体を抗体でクロスリ

ンクすることで細胞を刺激し，未処理の細胞を対照とし

て，両細胞からラフト画分を単離した．二つの試料のタン

パク質を異なる蛍光色素で標識し，混合した後，同一二次

元ゲル電気泳動で分析した．この手法を，two-dimensional 

とから，二次元ゲル電気泳動によるがんと正常組織のプ

ロテオームの比較には，大きな興味を持って注目してい

た．しかし，筆者がプロテオミクス研究を開始した 2002

年までに 2,000を越す研究が発表されたにもかかわらず

（PubMed検索による），二次元ゲル電気泳動を用いてがん

の発症原因に迫る研究は，一つも存在しなかった．

一方で，がんのゲノム DNA断片をマウス正常線維芽細

胞（NIH3T3細胞）に導入することで，体細胞変異を生じ

たがん遺伝子を単離する試みは，ヒト腫瘍細胞株からの変

異 ras遺伝子の単離を端緒として，これまでに 200以上の

がん遺伝子の単離という大きな成功をもたらした．プロテ

オミクス技術により細胞内シグナル伝達系の動態を可視化

するためには，この問題は避けて通れない大きな問題で

あった．

現在では，がんは遺伝子の変異が蓄積することによって

発症する疾患であることが明らかとなっている 5）．その結

果，がん種によって変異が生じる遺伝子は異なっている

が，①細胞の増殖を正に制御する遺伝子の活性化変異（が

ん原遺伝子の活性化変異）と，②細胞増殖を抑制する数種

のがん抑制遺伝子の機能喪失とが同一の細胞に生じること

により発症に至るという概念が確立されている．したがっ

て，がんの原因に迫るには，①がん原遺伝子の変異によっ

て生じた異常なタンパク質を検出できること，②がん抑制

遺伝子産物の消失が検出できること，が必要である．しか

し，従来のプロテオミクス技術によるがん研究は，この二

つの基準を達成できなかったことは明白である．

その原因として，がん原遺伝子産物が構成している細

胞増殖を制御するシグナル伝達系因子の細胞内含量は低

レベルであり，多量に存在するタンパク質に覆い尽くさ

れて，その変化が検出できないことが考えられた．例え

ば，かなり量的に多く存在する ERK（extracellular signal-

regulated kinase）や EGF（epidermal growth factor）受容

体でも，その細胞内含量はタンパク質重量比（w/w）で 1

万分の 1程度であり，Rasタンパク質は数万分の 1であ

る．Rasの調節因子群の細胞内含量はもっと少ない．Ras

の GAP（GTPase-activating protein）である neurofibrominは，

その遺伝子が欠失すると Rasの恒常的活性化をもたらし，

若年性白血病やがんを多発する神経線維腫症を発症するが，

その含量は 10万分の 1以下である．筆者らが精製し，そ

の遺伝子を単離した別の Ras GAPである Gap1mは数十万

分の 1であった 6）．逆に，こうした因子が二次元ゲル電気

泳動で可視化できれば，充分な分解能を備えていると考え

ることができる．そのためには，Fig. 1の虫眼鏡で示した

ような，なんらかの拡大法，すなわち前分画法が必要となる．

4　プロテオミクスと前分画法の組合せ

プロテオミクスに用いられる前分画法として，細胞分画

Fig. 1 Low abundance of signal transduction components

Detection of signaling events using proteomics is tech- 
nically challenging because of the low abundance of 
signaling proteins.



Proteome Letters　2016；1：13

のシグナル伝達系因子の動態を可視化することができたが，

筆者らは同時期にタンパク質リン酸化反応の可視化にも取

り組んでいた．タンパク質リン酸化は，細胞内シグナル伝

達系の上で最も重要な反応の一つであり，酵素活性，タン

パク質間相互作用，細胞内局在，タンパク質分解など，細

胞内のあらゆる反応がタンパク質リン酸化によって制御さ

れている 8）．

タンパク質リン酸化のモデル系として多くの研究報告

がなされていた ERKおよび p38 MAPキナーゼを対象とし，

その基質を網羅的に探索することとした．両キナーゼとも

に，極めて多彩な細胞応答に関与しているにもかかわらず，

既知の基質のみでは，これらの現象をすべて説明すること

が困難であり，未知の基質が多数存在する可能性を想定し

たからである．

6-1　リン酸化タンパク質精製法の開発

はじめに，リン酸化タンパク質の精製法を検討した 9）．

リン酸化タンパク質の精製法は確立されていなかったた

め，リン酸化ペプチドの精製に用いられていた III価のガ

リウムイオンを金属キレートビーズに固相化し，ガリウム

イオンにリン酸基が配位する現象，すなわち IMACを利

用して精製した（Fig. 3A）．pHおよびイオン強度を最適化

fluorescence difference gel electrophoresis （2-D DIGE）と呼

ぶ．

その結果，T細胞抗原受容体刺激にともない，二次元ゲ

ル電気泳動上で変動するスポットとして，Lck，Fyn，Src，

Yes，ITKなどのチロシンキナーゼや，アダプタータンパ

ク質 SWAP70および SLAT，PI3-キナーゼ制御サブユニッ

ト p85，Ras制御因子 Gap1mなどが同定された（Fig. 2A）7）．

これらのタンパク質は，ラフトに移行したもの，ラフト上

で翻訳後修飾を受けたものなどの可能性が考えられる．

SWAP70，SLAT，PI3-キナーゼ p85サブユニットおよび

Gap1mが同定されたスポット周辺の領域に対して，それぞ

れの因子に対する抗体を用いたウェスタンブロッティング

を実施したところ，二次元ゲル電気泳動上の変動を示すス

ポットとウェスタンブロッティングで検出されるスポッ

トがよく一致していた（Fig. 2B）．この結果はラフトでシ

グナル伝達を担う分子の動態が，タンパク質スポットの

変化そのものとして可視化できたことを意味する．Gap1m

は，筆者らがラット脳から 30万倍に精製した因子である．

Gap1mの精製はかなり困難であったが，その因子にゲル上

で再会したことは，ちょっとした感動であった．その後の

実験から，Gap1mは T細胞抗原受容体刺激にともないラ

フトに移行し抗原提示細胞との免疫シナプス間に集積する

こと，さらに等電点シフトを生じる翻訳後修飾を受けるこ

とも明らかとなった．

6　タンパク質リン酸化反応の全体像の可視化

ラフト精製と二次元ゲル電気泳動の組合せにより，多数

Fig. 2 Proteomic comparison of raft proteins from TCR/CD28 
co-stimulated and control Jurkat T-cells

A. Raft proteins from TCR/CD28 co-stimulated Jurkat 
and control cells were respectively labeled with Cy5 and 
Cy3 dyes, mixed and subjected to 2D-DIGE analysis. 
Cy5- and Cy3-images are illustrated using red and green 
pseudo-colors. IPG strips (pI 3-10, nonlinear) were used 
for IEF, and 9% SDS-PAGE for the second dimension. 
B. Western blots for the identified proteins. Cy5-labeled 
raft proteins from stimulated cells were separated by 2-D 
gel, and subjected to western blots for indicated proteins 
(left panels). Signals of ECL-Plus and Cy5-labeled 
proteins are respectively illustrated using red and green 
pseudo-colors. The 2D-DIGE images of corresponding 
areas are shown in right panels. Data are taken from 
reference 8.

Fig. 3 Effect of pH and ionic strength on the purification of 
pERK and pAkt by IMAC

A. A schematic illustration of protein IMAC. B. Lysates 
(100 μg, 1 mg/ml) were diluted with 1 ml of MES buffer 
at varying pH containing 0.5 M NaCl and fractionated by 
IMAC. Aliquots of the lysates, the unbound fractions, 
and the eluates were analyzed by 10% SDS-PAGE 
(stained with silver, upper panel) or by western blots 
with anti-pERK (middle), anti-α-tubulin (middle) and 
anti-pAkt (bottom) antibodies. Data from reference 10.
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胞）および緑（活性抑制細胞）で表示し，これらのパター

ンを重ね合わせると，活性化細胞のみに存在する基質候補

タンパク質のスポットは赤で，3種の細胞で変化しないタ

ンパク質は白で表示される．基質候補スポットを分析した

ところ，Hsp27等既知の p38 MAPキナーゼ基質が同定され，

さらに BAG2（Bcl2-associated athanogene 2）が p38 MAP

キナーゼによってリン酸化されて活性化するMAPKAPK2

（MAP kinase-activated kinase 2）の新規基質であることも

明らかとなった．

Fig. 5は，この論文が掲載された Journal of Biological 

Chemistry誌の表紙であるが，二次元ゲル上のスポットを

星に見立て，闇に浮かび上がる幻想的な地球をイメージす

るイラストと組合わせたデザインを，論文筆頭著者である

植田幸嗣博士が作成したものである．同時期の研究として

は，小田らが開発した SILAC法 12）を応用し，81タンパク

質のチロシンリン酸化の変動を LC-MS/MSにより解析し

た研究がある 13）．この研究は，抗チロシン抗体による免

疫沈降を前分画法としている．

6-3　ERK基質の網羅的探索

このシステムを ERK基質探索にも応用した 14）．ERKを

過剰発現すると，本来の基質以外にもリン酸化反応が生じ

る可能性があるため，ERKの上流のキナーゼである B-Raf

のキナーゼ領域にエストロゲン受容体を融合したタンパク

質を発現させた NIH3T3細胞を用いた（ΔB-Raf：ER細胞）．

この細胞にエストロゲン受容体のアンタゴニスト 4-ヒド

した結果，0.5 M NaCl存在下 pH 5.0–5.5の範囲では，リ

ン酸化 ERK（pERK，Fig. 3B）がほぼ定量的に回収される

のに対し，非リン酸化タンパク質である微小管タンパク質
α-チューブリンは，どの pHにおいてもカラムに結合しな

かった．カラムに結合する総タンパク質量は，添加試料の

10％程度であり，pERKの比活性は 10倍に上昇した．Akt

およびその基質も効率よく精製された．

その後，広島大学の木下らは，リン酸化ペプチドおよび

タンパク質精製用の担体として，リン酸基に対して高い特

異性を有する Phos-tagを開発している 10）．

6-2　2-D DIGE法による細胞内リン酸化の可視化

リン酸化タンパク質精製法の確立を受けて，p38 MAP

キナーゼおよび ERK基質を網羅的に探索した．原理は，

基質を探索したいキナーゼを活性化した細胞と，キナーゼ

阻害剤を加えてその活性を抑制した細胞からそれぞれリン

酸化タンパク質を精製し，そのパターンを 2-D DIGE法で

比較するものである（Fig. 4）．キナーゼ活性化細胞中でリ

ン酸化される基質は，活性抑制細胞にはないスポットとし

て検出される．

p38 MAPキナーゼ基質の探索には，活性化剤としてア

ニソマイシンを，活性抑制細胞ではさらに p38 MAPキナー

ゼ阻害剤 SB203580を添加した 11）．これらの細胞および対

照とした薬剤無処理の細胞よりリン酸化タンパク質を精製

し，2-D DIGE法で解析した．3つの細胞のリン酸化タン

パク質パターンを青（対照細胞），赤（キナーゼ活性化細

Fig. 4 Detection of substrates of a given kinase with a combina-
tion of IMAC and 2D-DIGE

A comparison of phosphoproteome of kinase-activated 
and kinase-suppressed cells by phosphoprotein purifica-
tion and 2-D DIGE enables us to identify substrates of a 
given kinase. See text for details.

Fig. 5 The cover image of The Journal of Biological Chemistry

This cover image was designed by combining our pro- 
teomic data for the identification of p38 MAP kinase 
substrates with a fantastic image of the earth, likening 
the universe.
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なりが，活性化細胞で酸性側にシフトしている．このよう

なパターンから，リン酸化 EPLINの割合が判定でき，さ

らに同一分子上に複数のリン酸化部位があることも推定さ

れる．実際に EPLINには 3つの主要なリン酸化部位と複

数の一部リン酸化される部位とが存在する 15）．

これらのタンパク質は，ERKの直接の基質である可能

性と RSK2など下流で活性化されるキナーゼによりリン酸

化される可能性がある．そこで，14種の組換えタンパク

質を作成し，ERKによるリン酸化反応を検証したところ，

7種が強く，6種が中程度にリン酸化され，リン酸化され

なかったタンパク質は 1種のみであった．したがって，同

定したタンパク質のほとんどが，ERKの基質であること

が明らかとなった．

リン酸化タンパク質精製と二次元ゲル電気泳動によるキ

ナーゼ基質の網羅的同定法は，キナーゼ活性化因子と特異

的阻害剤が利用可能であれば，あらゆるキナーゼに適用で

きる汎用性の高い系である．また，このシステムにより同

定された 38種の基質と，同時期に発表された LC-MS/MS

系による 64種の ERK基質の同定 16）とでは，重複が 10種

のみとかなり少なく，異なる同定法が補完的な関係にある

ことを示唆している．

7　in vitroリン酸化による基質探索

キナーゼ基質を in vitroで探索する方法もいくつか提唱

されている．産業総合研究所の五島らが開発したプロテイ

ンアレイは，完全長のタンパク質を非変性あるいは変性条

件下に基板上に固相化でき，キナーゼ基質探索に適したも

ロキシタモキシフェン（4-HT）を添加すると，B-Rafキナー

ゼ活性を可逆的に活性化することができる．

ERK活性化細胞として 4-HTを添加した細胞を，活性抑

制細胞として B-Rafにより活性化され ERKをリン酸化し

て活性化するMEK（MAPK/ERK kinase）の阻害剤 U0126

を添加した細胞を用い，リン酸化タンパク質パターンを比

較した．その結果，基質候補と考えられる活性化細胞のみ

に認められるスポット数は数十に達し，その中から 38種

のタンパク質を同定することができた（Fig. 6A）．リン酸

化タンパク質精製前の抽出液を同一条件下で比較しても，

赤のスポットはほとんど検出されないことから，リン酸化

タンパク質精製の有効性が確認できる（Fig. 6B）．

同定したタンパク質のうち，既知の基質は 14種であり，

24種は新規基質候補であった．24種の基質の機能は期待

通りの多様性を示し，MEK1/2-ERK1/2-RSK2と連なるキ

ナーゼカスケードを構成する因子の他に，細胞内膜輸送，

タンパク質分解と折りたたみ，mRNAプロセシングと輸

送に関わる因子，核膜孔複合体因子，細胞骨格系因子，そ

の他機能未知の因子などが同定された．

ERKの基質候補タンパク質として同定されたタンパク

質を二次元ウェスタンブロッティングで検証したところ，

試みた 11種すべてのタンパク質のスポットが，ERK活性

化にともない酸性側にシフトしていた．二次元ゲル電気泳

動上のスポット変化と，ウェスタンブロッティングの結果

を統合すると，リン酸化部位および stoichiometryに関す

る豊富な情報を与えてくれる．Fig. 7は，ERK基質 EPLIN

の ERK活性抑制細胞（U: U0126）と活性化細胞（4-HT）

におけるウェスタンブロッティングのパターンを，それぞ

れの細胞の二次元ゲル電気泳動でのパターンと比較したも

のである．活性抑制細胞で認められる緑色のスポットの連

Fig. 6 Detection of ERK pathway components with a combina-
tion of IMAC and 2D-DIGE

ΔB-Raf:ER cells were treated with 20 μM U0126 or 
1 μM 4-HT for 30 min to inhibit or activate the ERK 
pathway, and cell lysates were subjected to IMAC 
followed by 2D-DIGE. Phosphoprotein fractions (A) and 
total lysates (B) from ERK-inhibited or ERK-activated 
cells were labeled with Cy3 or Cy5, respectively. The 2D 
gels were scanned at different wavelengths to visualize 
spot patterns corresponding to proteins labeled with 
Cy3 (shown in green) or Cy5 (shown in red). Data are 
reprinted from reference 14.

Fig. 7 Acidic shifts of EPLIN by ERK phosphorylation

Two-D DIGE pattern of an area containing the spots of 
EPLIN (spot #745, arrow) and 2-D western blotting of 
EPLIN from ERK-inhibited (U) or ERK-activated (HT) 
cells. Data are reprinted from reference 14.
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介したい．

8-1　核膜孔複合体構成因子の ERKによるリン酸化と核

移行の制御

ERK基質の探索から，新規基質として核膜孔複合体構

成因子（ヌクレオポリン）Nup50（nuclear pore complex 

protein 50）を同定した 14）．ヌクレオポリンの細胞分裂時

におけるリン酸化は，核膜孔複合体の崩壊を誘導すること

が示されていたが，ERKが活性化する G0/G1期において

核－細胞質間輸送のリン酸化による制御は知られておらず，

そのリン酸化の意義を解析することとした．

Nup50のリン酸化部位は複数存在したが，いずれも分子

中央部の FGリピート領域（フェニルアラニンとグリシン

に富む配列が繰り返している領域）に存在していた．FG

リピートは複数のヌクレオポリンに共通に認められる領

域であり，核移行時にシャトルとして機能する importin-β

と結合する領域である．そこで，ERKリン酸化が Nup50-

improtin-β相互作用におよぼす影響を調べた結果，その相

互作用が著しく低下することが判明した．importin-βファ

ミリーに属する transportinとの相互作用も，同様に低下し

ていた．Nup50以外の FGリピート領域を有するヌクレオ

ポリンのリン酸化を調べたところ，Nup153および Nup214

が，いずれも ERK活性化にともない Phos-tag電気泳動上

での移動度が顕著に低下し，さらに in vitroでのこれらの

因子の ERKによるリン酸化は，ともに improtin-βとの相

互作用を低下させた．improtin-βは，核移行シグナルを有

するタンパク質の運び手として機能することから，ERK

による核移行制御の可能性を検討した．

ジギトニン処理により，細胞膜に穴をあけたセミイン

タクト細胞に，GFP融合 importin-βタンパク質を取り込

ませ，核移行を調べた．その結果，ERK活性化細胞で

は，対照細胞に比べて GFP融合 importin-βの核移行速度

が低下していた（Fig. 8A）．GFP融合 importin-βの核移行

は，Nup50の siRNAによるノックダウンにより低下したが，

のである 17）．従来のバクテリオファージ中で cDNAライ

ブラリーを発現させたものは，cDNAがランダムに挿入さ

れていたため，偽陽性の危険性が高かったが，非変性タン

パク質を固相化することで，その可能性は低くなっている．

また，キナーゼ－基質相互作用を基質探索に用いる方法

も考案されている．すなわち，キナーゼを固相化したカラ

ムに，細胞抽出液を添加し，結合したタンパク質に対して

当該キナーゼを用いてリン酸化反応を実施し，基質を探索

する方法である．Rhoキナーゼの既知の基質がカラムに結

合することが示され，実際に試験管内でのリン酸化が確認

されている 18）．この技術は PKA，ERK，CDK5など 7種

類のキナーゼにも適用され，各々 100程度もの基質候補が

同定されている 18）．従来は，キナーゼ－基質相互作用は

一過性であり，この方法で基質を探索することは困難と考

えられていた．しかし，プロテオミクス技術の向上が，こ

うした探索法を可能にしたと考えられる．

筆者らは，細胞内の全タンパク質を 1度ホスファターゼ

で脱リン酸化し，その後特定のキナーゼでリン酸化する方

法を検討した 19）．一連の反応により，リン酸化プロテオー

ムの複雑性が低下し，特定のキナーゼ基質の探索が容易に

なることが期待される．

これらの in vitroリン酸化反応によるキナーゼ基質の同

定は，細胞中のキナーゼおよび基質の局在や発現パターン

の時空間的な制御から逸脱した反応を含む可能性があり，

基質候補タンパク質の評価は，細胞中で生理的な条件下で

検証する必要がある．

8　プロテオミクスから細胞生物学へ

プロテオミクス研究を行なう研究者には二通りのタイプ

があり，技術としてのプロテオミクス解析法を極めていく

研究者と，プロテオミクスによる成果を本来研究したい領

域に還元する研究者が存在する．筆者は後者のグループに

属すが，同定した多数のタンパク質の中から，どの因子を

選択し詳細に研究するかという問題が非常に重要となる．

キナーゼ基質のリン酸化による機能調節を解析するには，

最低でも 1–2年はかかり，しかもよい結果が得られるとは

限らない．ERK基質の網羅的探索についても，プロテオ

ミクス的なデータは 2003年頃の研究のごく初期に得られ

ていたが，ERKによる核移行の制御機構を解析し，論文

として刊行できたのは，2009年である．如何に細胞生物

学的な研究に時間がかかるかをよく示している．

しかし，どの因子が面白くなるかは，未知であるからこ

そ楽しいともいえる．筆者の場合は，①労力に値する興味

深い機能を有しているか，②どれくらいの割合でリン酸化

されているか，③リン酸化部位数がどれくらい多いか，な

どを勘案して選択してきた．この中で期待通りに展開した

数少ない例として，ERKによる核移行の制御について紹

Fig. 8 Nuclear migration of importin-β is impaired in ERK-
activated, digitonin-permeabilized cells

ΔB-Raf:ER cells were treated with 20 μM U0126 (A) or 
1 μM 4-HT (B) for 60 min and then permeabilized with 
digitonin. Cell-free transport assay of GFP-importin-β 
was performed for 5 min on ice. Data are reprinted from 
reference 14.
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Detection of signaling events using proteomics is technically challenging because of the low abundance of signal-
ing proteins. To overcome this issue, prefractionation procedures are effective. Isolation of membrane rafts followed 
by two-dimensional fluorescence difference gel electrophoresis (2D-DIGE) enabled us to analyze signaling events 
induced by T-cell stimulation. The combination of phosphoprotein purification and 2-D DIGE was quite effective to 
globally identify substrates of a given kinase such as p38 MAP kinase and ERK. ERK regulates nuclear transport 
through the phosphorylation of multiple nuclear porins.
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