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[背景と目的 J Pro-Q Diamond 染色によるリン酸化タン

パク質の解析では、検出桂に Sypro Ruby で二重染色す

る方法が一般的に行われている。 しかし蛍光班長の亜
績が大きいため、 Sypro Ruby 染色桂のゲルで、リン酸

化タンパク質と全タンパク質を検出し分けることはで
きない。 本研究では、 1 枚のグノレ上でリン酷化タンパ

ク質と全タンパク質を検出し分けるためにあらかじめ

蛍光標識したサンプルを樟動し、 日。 Q Diamond 染色桂

にそれそ'れの班長で検出する手法の閥括を目指した。

また、共通の内部標準を用いることで、サンプル聞で

のリン酸化タンパク質比較定量解析をさらに高精度化

することを目指した。 I方法l ①サンプル標識用蛍光試

薬の検討 Pro-Q Diamond とは班長の異なる Cy2 とCy5

で標醸したタンパク質を屯気肱動桂 Pro-Q Diamond 染

色し、各世長で横出し分けることができるか検討した。

②共通内部標準の有効性評価 内部標準を用いたスポ

ットマッチングに慣れたプロメディコ社の画曲解析ソ

フトを使用。全タンパク質量とスポット位置の補正用

内部標準(内部標準りとして細胞抽出タンパク質の混合

物を、リン酸化タンパク質定量補正用内部標準(内部標

準 2 ) としてα case lll を用いて実際に解析が可能であるか
横討した。 (結巣] ①Cy2 の蛍光波長は Pro-Q Diamond 染

色町蛍光班長とは亜植しないが励起艦長との亜複が大き

く、染色桂の検出はできないことが確認されため、サン

プルはCy5 で標識することとした。 ②解析は 2 つの電気

掠動揖作の結果を統合することで行った。 操作 1 で得ら

れた全タンパク質量と位世の補E情報は操作 2 に反映ゐ

操作 2 では Pro-Q DiamOlld により検出されたリン酸化タ

ンパク質量をα casem のスポット強度により補正した。

による補正を行うことが可能となり、ミニゲノレ上で約

2帥0 スポットの比較解析を行うことができた。 さらに、

この手法により前立腺癌細胞の解析を行い、その結果を

ンヨットガン解析による結果と比較したので報告する。


