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リン酸化解析におけるCCD Imagerのダイナミックレンジの重要性 
 

 
 
タンパク質のリン酸化研究は、さまざまな疾患の原
因究明や Kinase 阻害剤の開発につながるため重要
です。 

リン酸化の解析に現在用いられる方法として、質量
分析計を用いたリン酸化部位の同定や、Western 

Blotting（WB）を用いたリン酸化状態の変動解析な

どがあげられます。 

WB を用いた手法は、リン酸化／非リン酸化の割合
を 解 析 で き る 利 点 が あ り ま す が 、 図 1 左 

Conventional WB のようにリン酸化によりシフトし
たバンドが近接するため、従来の方法では解析が困
難になることが多くありました。

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. Conventional WB（左）と Phos-tag WB（右）によるリン酸化バンドの検出 
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蛍光 WB の多重検出によって評価することも可能
です（図 2）が、蛍光での検出は感度が低く、抗体
の入手が困難（リン酸化体と非リン酸化体に対し、
異なる生物種で作成した抗体が必要）な場合があり、
うまくいかないことが多くあります。 

 

しかし近年開発された Phos-tag SDS-PAGE によって、
リン酸化の解析が容易になりました。この試薬は電

気泳動により、リン酸化レベルに応じてリン酸化／
非リン酸化フォームを分離することができる手法
で、泳動後に WB へ使用することも可能です。
Phos-tag WB は部位の数や位置が異なるフォームも
分離できるほか、通常の泳動に比べバンドシフトが
大きくなるため解析も十分可能です（図 1 右 

Phos-tag WB）。 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

図 2. 蛍光 WB によるリン酸化検出 

試料：Hela 細胞由来のライセート 

UV 照射割合 1 (0％), 2 (25％), 3 (75％), 4-5 

(100％) 

 

一次抗体 

rabbit anti - ERK 
mouse anti - pERK 
 

二次抗体 

goat-α-rabbit IgG-Cy5  
goat-α-mouse IgG-Cy3 

図 3. Phos-tag を利用した Kinase Assay 
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さらに、ターゲットとするタンパク質のリン酸化酵
素の同定（図 3 Kinase Assay）にも利用が可能です。 

このような Phos-tag WB の実験において、分離され
たリン酸化フォームを解析するためには、シフトし
た濃いバンドから薄いバンドまでを同一画像で撮

影することが重要となるため、ダイナミックレンジ
の広い CCD Imager を検出に用いる必要があります。 

 

ダイナミックレンジの重要性は通常の WB におい
ても同様です。

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

たとえば、図 4-4 では薄いバンドを検出するため、 

露光時間を延ばしましたが（93 sec）、濃いバンド
が飽和してしまいました（ピンク色）。 

これに対して、Amersham ImageQuant 800 に搭載さ
れた SNOW（Signal-to-Noise Optimization Watch）モ
ードを用いると、蛍光顕微鏡の画像取得に用いられ
ている加算平均によりノイズが低減されるため、濃
いバンドを飽和させることなく薄いバンドの検出
が可能となります（図 4-3）。 

このように、リン酸化検出など濃いバンドに潰され
ず薄いバンドを検出する例や、病態変動などでタン
パク質量が大きく変わるような例では、ダイナミッ
クレンジの広い CCD Imager を用いることが重要に
なります。 
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図 4. SNOW 検出モードによるノイズ低減例 
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