
本報では、チロシンリン酸化タンパク質のプロテオーム解

析に二次元ウェスタンブロッティングを利用した例をご紹介

します。まず、二次元電気泳動後のタンパク質をPVDFメン

ブレンに転写し、イムノブロット解析によりチロシンリン酸

化タンパク質を検出しました。つづいて、このイムノブロッ

ト解析の結果を、蛍光標識二次元ディファレンスゲル電気泳

動解析（2D DIGE）により検出された発現差異データ、およ

びタンデムマス解析（MS/MS）によるタンパク質同定結果と

関連づけて解析しました（図7-4、7-5）。
Ettan DIGEシステムは、内部標準を利用したプロトコール

を用いることで、キトサン処理／未処理 Arabidopsis thaliana

（シロイヌナズナ）抽出サンプルにおいて、リン酸化チロシン

抗体により検出されたタンパク質スポットならびにチロシン

リン酸化されていないタンパク質の発現差異を明らかにしま

す。ウェスタンブロッティングにより検出された87個のタン
パク質をMS/MSによる質量分析のために切り出し、また、発

現差異のみに基づいて92個のタンパク質を選択しました。こ
の結果、4個のチロシンリン酸化タンパク質で発現量に有意
な変動がみられました。

はじめに

32P

PY20 1 4G10

2

2 3

ECL Plus Western Blotting Detection Reagents

2D DIGE Arabidopsis

thaliana

7-5

A. thaliana

130 Mb

A. thaliana

4

2D DIGE Ettan DIGE Differential Gel

Electrophoresis

CyDye 

Cy2 Cy3 Cy5

CyDye

5

A. thaliana

Detection and identification of tyrosine phosphorylated protein

2D DIGE／ECL Plus Western Blottingを使用したチロシンリン酸化タンパク質の検出
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図7-4. 2D DIGE解析のワークフロー
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2D DIGE

使用した製品

2D DIGE専用試薬

CyDye DIGE Fluor Cy2 minimal dye, 25 nmol 問合せ

CyDye DIGE Fluor Cy3 minimal dye, 25 nmol 問合せ

CyDye DIGE Fluor Cy5 minimal dye, 25 nmol 問合せ

Pharmalyte pH 3-10 17-0456-01

Immobiline DryStrip, 18 cm, pH 4-7 17-1233-01

Immobiline DryStrip Reswelling Tray 80-6371-84

Immobiline DryStrip Cover Fluid 17-1335-01

サンプル調製試薬

Urea 17-1319-01

CHAPS 17-1314-01

Dithiothreitol 17-1318-02

Tris 17-1321-01

Sodium Dodecylsulfate (SDS) 17-1313-01

Glycerol 17-1325-01

TEMED 17-1312-01

Ammonium Persulfate 17-1311-01

Agarose 80-1130-07

Glycine 17-1323-01

Bind-Silane 17-1330-01

器具・機器

Multiphor II Electrophoresis System 18-1018-06

SE 600 Standard Vertical Electrophoresis Unit＊1

Dual Gel Caster 80-6175-00

EPS 3501 XL Power Supply 18-1130-05

Glass plates, 18 × 16 cm, low fluorescence 80-6442-14

Ettan Spot Picker 問合せ

Reference Markers 18-1143-34

Ettan DIGEシステム基本パッケージ 問合せ

ウェスタンブロッティング試薬

Hybond-P RPN2020F

ECL Plus Western Blotting Detection Reagents RPN2132

ECL Phosphorylation module RPN2220

Cy5 mono-Reactive Dye Pack PA25001

その他の試薬・機器

SYPRO Ruby protein gel stain (Invitrogen)

Sequencing Grade Modified Trypsin (Promega)

PepMap C18 column (LC Packings) 

Tween (ICI Americas Inc.)

Investigator ProGest (Genomic Solutions)

Q-ToF tandem mass spectrometer

CapLC capillary chromatograph, MaxEnt 3 (Micromass Ltd.)
＊1 SE 600 Standard Vertical Electrophoresis Unitは現在販売してお

りません。同等品としてSE 600 Ruby（80-6479-57）を販売してお
ります。

実験方法

■ 2Ｄ DIGE解析

サンプル調製

A. thaliana 1 6

50 µg/ml

10 24

10 mM Tris-HCl pH 8.8 1 mM

EDTA 2 mM DTT 10,000 g 10

80%

コントロール

①二次元電気泳動
処理サンプル

⑤画像の取込み

⑧DeCyder BVAによる
ブロット-ゲル間マッチング

Cy5染色ブロット
②ゲルから
PVDFメンブレン
への転写

③Cy5-NHSによる
ブロット染色

④ECL Plusによる
免疫検出

⑦DeCyder DIAによる画像解析

HRP標識
抗リン酸化
 チロシン抗体

⑥Cy5／ECL Plus
同時検出

Cy3／Cy5
ゲルイメージ＊

Cy5／ECL Plus
ブロットイメージ

＊ 図１の2D DIGEワークフロー参照

図7-5. チロシンリン酸化タンパク質の解析ワークフロー

チロシンリン酸化タンパク質はHRP標識抗リン酸化チロシン抗体で検出
し、また、ブロット上の全タンパク質をCy5で染色しました。その後、2D
DIGE解析結果と組合わせて解析を行いました。
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-20 1

9 M urea 2 M thiourea 4% CHAPS 30 mM Tris-

HCl pH 8.5 Bradford

サンプルの標識

CyDye DIGE Fluor minimal dye

Dimethylformamide Aldrich 1

nmol/µl 5

50 µg 400 pmol

2 µl 7-3

Cy2 CyDye DIGE

Fluor minimal dye

Cy3 Cy5 30

7 10 mM lysine CyDye DIGE

Fluor minimal dye 400 pmol 1 µl 10

二次元電気泳動

7-3 2

9 M urea 2 M thiourea 4% CHAPS 20 mg/ml DTT

4% Pharmalyt pH 3-10

150 µg 350 µl

Immobiline DryStrip Reswelling Tray Immobiline

DryStrip pH4-7, 18 cm

8

Immobiline DryStrip Cover Fluid

Multiphor II Electrophoresis System

20

1 500 V for 1,000 Vh

2 3,000 Vh gradient from 500 V to 3,500 V

3 70 kVh at 3,500 V

A 6 M urea 2 M thiourea

50 mM Tris pH 8.8 30% glycerol 10% SDS 1% DTT

Immobiline DryStrip 15

B 6 M urea 2 M thiourea 50 mM Tris pH 8.8

30% glycerol 10% SDS 4.8% iodoacetamide 15

Dual Gel Caster 18 16 cm 1

mm 12.5% SDS

Immobiline DryStrip

192 mM

glycine 0.2% [w/v] SDS 25 mM Tris

SE 600 Standard Vertical

Electrophoresis Unit 1 25 mA 30

1 40 mA

画像の取込み

Typhoon 9400

Cy2 488 nm excitation wavelength 520 nm bandpass
(BP) 40 nm (520 BP 40) emission filter

Cy3 532 nm excitation wavelength 580 BP 30 emission
filter

Cy5 633 nm excitation wavelength 670 BP 30 emission
filter

100 µm

60,000 80,000

PMT

ImageQuant Tools version 2.3

画像解析

Ettan DIGE DeCyder Differential

Analysis Software version 4.00

DeCyder

Cy2 Cy3 Cy2 Cy5

表7-3. 2D DIGE によるBVA解析の実験デザイン

ゲル Cy2 CyDye DIGE Fluor minimal dye Cy3 CyDye DIGE Fluor minimal dye Cy5 CyDye DIGE Fluor minimal dye

1 内部標準 10 min control ARA 59＊2 10 min treated ARA 59

2 内部標準 10 min control ARA 57 10 min treated ARA 57

3 内部標準 10 min control ARA 57B 10 min treated ARA 57B

4 内部標準 10 min control ARA 69 10 min treated ARA 69

5 内部標準 24 h control ARA 1 24 h treated ARA 1

6 内部標準 24 h control ARA 3 24 h treated ARA 3

7 内部標準 24 h control ARA 65 24 h treated ARA 65

＊2 ARAの番号は、異なるプレート由来のA. thaliana培養細胞が使用されたことを示します。
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3,500

DeCyder Bio log ica l

Variation Module BVA

Cy2

landmark

Paired Student's t-test

p 0.05

proteins of interest

■ウェスタンブロット解析

二次元ゲルのウェスタンブロット解析

25 mM Tris 200 mM 20% 

Hybond-P

150 µg

30 V 4

7-5 Hoefer TransPhor

units

4

ブロットの染色

monofunctional Cy5 0.1% Tween 20 ICI Americas Inc.

PBS 10 mM , pH 7.4 

PBS-T 1

PBS-T

100% 10 3

Typhoon 9400 633 nm

excitation wavelength 670 BP 30 emission filter

7-5 

抗リン酸化チロシン抗体による免疫検出

TBS-T 10 mM

Tris-HCl pH 7.5 100 mM NaCl 0.1% Tween 20 150 ml

3% BSA 1 4

TBS-T

3% BSA TBS-T 1,000 HRP

PY20 ECL Phosphorylation

module 1

ECL Plus Western Blotting Detection Reagents

Typhoon 9400 Cy5 ECL Plus

ECL Plus 457 nm excitation wavelength 505

nm long-pass filter Cy5 ECL Plus

7-5 

イムノブロットの画像解析

DeCyder

ECL Plus

protein of interest 7-5 

■質量分析とタンパク質同定

A. thaliana 500 µg

Immobiline DryStrip

140 kVh 2D

PlusOne Bind-Silane 2

fluorescent reference marker

SYPRO Ruby Invitrogen

10% 6%

Typhoon 9400 SYPRO Ruby

532 nm excitation wavelength 610 BP 30 emission

filter DeCyder

2

x-y Pick List Ettan Spot

Picker 2 mm

96

9 10 11

Investigator ProGest Genomic Solutions

12 50 mM 

DTT iodoacetamide

Promega 25 mM 

6.5 ng/µl 10 µl

60
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37 1 25 mM 

5% 

0.1%

Micromass CapLC capillary chromatograph

Q-ToF Micromass

MS/MS

0.1% 6 µl PepMap C18 column 300

µm 0.5 cm LC Packings 0.1%

3

1 µl/min

data acquisition

0.1%

5 70% 20

3,500 V 540

1,000 2 3 4

Data-dependent acquisition

MS/MS

collision gas collision voltage

18 45 V

MS/MS

MaxEnt 3, Micromass

SwissProt/TrEMBL

miss cleavages 1

1 initial mass tolerance 50

ppm

MS/MS

NCBI nr BLAST

13

結果と考察

7-3

Cy2

Cy3

Cy5

DeCyder 2D DIGE 3,132

SYPRO Ruby

500 µg 3

3,315

Master

Master

Master

2D DIGE

7

マスターゲル 1,937

10 10-min control/treated

24 24-h control/treated Paired

Student's t-test 10

p 0.05 94

52

24

p 0.05 39

10 24

unpaired p 0.05

25

7-4

表7-4. コントロール／処理サンプル間の発現差異

ゲルの種類 統計解析結果 総数 増加 減少

10-min control/treated Paired < 0.05 52 29 23

24-h control/treated Paired < 0.05 39 11 28

10-min control/24-h control Unpaired < 0.05 25 12 13

Phosphorylated N/A 87 - -
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7-6A Cy3

Cy5

7-6A

7-6B

Cy5-NHS ester HRP

PY20

30 mM 

HRP PY20

10

8

7-7

ECL Plus

ECL

Plus

8 3,420

1,799

Cy5

7-8 Cy5

ECL Plus

DeCyder BVA
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図7-6. A. 処理から10分後のCy3標識非処理コントロール（赤）とCy5標識処
理サンプル（青）のイメージを重ね合わせたもの。B. DeCyder BVA画面。

図A左に、発現が抑制されているスポット（スポットが赤に近い）を拡大表
示しました。拡大図中で点線で囲んだスポットの統計結果をBに示しました。

図7-7. 
A. 全タンパク質のCy5染色の疑似カラーイメージ。キトサン処理から

10分後のサンプルのウェスタンブロットをCy5で染色しました。
B. ECL Plusシグナルの疑似カラーイメージ。Aのウェスタンブロット
でリン酸化チロシンの検出を行った後にECL Plusを検出しました。

C. 全タンパク質染色とイムノブロットイメージの重ね合わせたもの。
D. Cの一部を拡大したもの。

A B

C
Ｄ

A

B
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表7-5.DeCyder BVAにより得られた典型的なタンパク質同定結果およびその統計解析データ

タンパク質名 BVAで検出された変動 p値 チロシンリン酸化の有無

5-methyltetrahydropteroyltriglutamate- 10-min control/treated 0.0049 有 ＊

homocysteine methyltransferase 1.26倍増加

Putative thioredoxin (probable protein 24-h control/treated 0.0047 無

disulfide isomerase 2) 1.20倍増加

Tubulin beta-4 chain 10-min control/treated 0.02 有 ＊

1／1.40倍増加

Adenosine kinase 1 10-min control/treated 0.0067 有 ＊

1／ 1.16倍増加

control 10-min/control 24-h 0.039

1.6倍増加

Translationally controlled tumor 10-min control/treated 1.20 × 10-5 無

protein-like protein 1.28倍増加

Heat shock protein 81-2 control 10-min/control 24-h 0.0028 有 ＊

4.57倍増加

＊図7-9参照。

179

7-4 Q-ToF MS/MS

87 60

図7-8. マスターゲルと免疫検出されたリン酸化チロシンのマッチング

Cy5による全タンパク質染色イメージを重ね合わせることによりマスター
ゲルと免疫検出されたリン酸化チロシンのマッチングを行いました。

マスターゲル Cy5染色ブロット ECL Plus標識ブロット

図7-9. キトサン処理から10分後のコントロール／サンプルのECL Plusウ
ェスタンブロットの検出

キトサン処理

タンパク質の同定例：

a. Glutamine synthetase、
cytosolic isozyme

b. Serine acetyltransferase 

c. Thioredoxin reductase 2

d. Glutathione S-transferase
ERD13

e. Putative epimerase
/dehydratase

f. 複数のタンパク質を含む
スポット

g. 5-methyltetrahydropteroyl-
triglutamatehomocysteine
methyltransferase

h. Tubulin beta-4 chain

i. Adenosine kinase 1

コントロール
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More information can be obtained in the Ettan DIGE system section at：
http://proteomics.amershambiosciences.com/proteomics.
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