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論 文 要 旨  

 

質量分析装置によるリン酸化ペプチドの測定法の開発および 

応用に関する研究 

 

 

群馬パース大学大学院 保健科学研究科  

20R101 井野 洋子 

 

 タンパク質のリン酸化は、細胞内シグナル伝達などの重要な生命現

象に関わる翻訳後修飾として、古くから研究されてきた。近年は、リン酸

化タンパク質/ペプチド濃縮技術と高性能質量分析装置の発展に伴い、リン

酸化タンパク質解析（リン酸化プロテオミクス）は世間一般に浸透してい

る。しかし、非リン酸化タンパク質に比べてリン酸化タンパク質の割合は

低く、質量分析前のリン酸化ペプチド濃縮操作は必要不可欠である。濃縮

操作の精度がリン酸化プロテオミクスの結果に影響を及ぼすことから、サ

ンプルに適した濃縮手法を選択することは大変重要なことである。 

私たちは 4 種類のリン酸化ペプチド濃縮ビーズを比較し、様々なサ

ンプルに対する最適な濃縮方法を調べた。この研究により Phos - t ag 磁気ビ

ーズを用いた手法は、血清消化物などの非リン酸化ペプチドを多く含むサ

ンプル中からのリン酸化ペプチド濃縮に適していることが明らかとなっ

た。そのため応用実験として、血清同様に非リン酸化ペプチドを多く含む

細胞培養上清からの SARS -CoV-2 のリン酸化ペプチド濃縮に Phos - t ag 磁

気ビーズ手法を活用した。その結果、ヌクレオカプシドタンパク質の

Ser79 のリン酸化が Pin1 との結合に重要であることを明らかにした。さら

に、その相互作用がウイルス粒子の安定性と感染性に寄与している可能性

が示唆された。 

 

キーワード：プロテオミクス、リン酸化修飾、Phos - t ag、SARS -CoV2 
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第 1 章．序論  

 

1-1 .  生体内におけるタンパク質のリン酸化とシグナル伝達系  

生体内で合成されるタンパク質のほとんどは、翻訳中あるいは翻訳後に

なんらかの修飾を受ける。同じ遺伝子に由来するタンパク質であっても、

修飾の違いにより、その機能や局在などが異なることから、翻訳後の修飾

はタンパク質の活性を調節する役割を持つと思われる ( 1 )。特に、リン酸化

修飾は、細胞内シグナル伝達機構を制御しており、最も広く研究されてい

る翻訳後の修飾として認識されている ( 2 )。また、タンパク質のリン酸化修

飾は、リン酸化酵素  （キナーゼ；k inas e）により、ATP からリン酸基が転

移される反応で、真核細胞では主にセリン、スレオニンあるいはチロシン

残基に生じる ( 3 )。リン酸化される主なアミノ酸残基は、セリンが 86.4%、

スレオニンが 11 .8%、次いでチロシンが 1 .8%であることが推定されている

( 4 )。一方で、リン酸基の脱離は、脱リン酸化酵素  （フォスファターゼ；

phospha tase）によって生じる ( 5 )。このように、可逆的なリン酸化修飾は、

タンパク質分子の機能において、スイッチのオン・オフに例えることがで

き、細胞内シグナル伝達系において主要な役割を担っている ( 6 ,  7 )。例えば、

多くの細胞増殖因子あるいはサイトカイン受容体タンパク質は、チロシン

キナーゼ活性を持っており、受容体自身ならびに細胞内の標的タンパク質

のチロシン残基をリン酸化することで、細胞内にシグナルを伝達している

( 8 )。 代 表 的 な シ グ ナ ル 伝 達 経 路 と し て 、MAPK （mi togen -ac t iva t ed  

p ro t e in  k inase）群があり、3 種類のキナーゼ  [MAPK、MAPKK （MAPK 

k inase）ならびに MAPKKK  （MAPK k i nase  k inase） ]によりカスケードを

構成している ( 9 )。また、EGF  （ep iderm al  g rowth  fac to r）などの細胞増殖

因子の刺激により活性化したチロシンキナーゼである EGFR  （EGF 

recep to r）は、RAS  （ ra t  s a rcoma）を活性化する ( 1 0 )。活性化 RAS は

MAPKKK をリン酸化し、MAPKKK は、さらに MAPKK （MAPK キナー

ゼ）を、MAPKK は MAPK をリン酸化する ( 9 )。リン酸化 MAPK は転写因子

である Elk -1  （E26  t rans fo rmat ion -spec i f i c  s equence  l i ke -1  p ro t e in）な

どを活性化し、AP - 1  （ac t iva to r  p ro t e in  1）複合体の転写活性を増加させ

ることで、最終的に細胞の増殖と分化を引き起こす ( 1 1 )。また、Pro te in  

phospha tase  2A により脱リン酸化された hea t  shock  f ac to r  1 は、細胞増殖

やストレス応答に関連する遺伝子の発現を調節することが報告されている

( 1 2 )。その他にも、NF-B （nuc lea r  f ac to r -kappa  B）シグナル系、Smad  
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（SMA and  MAD f ami ly）シグナル系あるいは Wnt /  （Wingles s  and  In t -

1） -カテニンシグナル系などのようなシグナル伝達系においてもリン酸化

修飾は重要な調節機能を担っている ( 1 3 - 1 5 )。  

1-2 .リン酸化タンパク質解析の重要性  

リン酸化修飾やシグナル伝達経路の異常は、数多くの疾患に関与するこ

とが報告されている ( 1 6 )。例えば、関節リウマチでは NF-B の恒常的な活性

化が起こっている ( 1 7 )。また、アルツハイマー病は、キナーゼの一種である

GSK-3により過剰にリン酸化された Tau タンパク質が神経細胞内で蓄積す

ることで引き起こされる ( 1 8 )。そのような数々の疾患の中でも、特にシグナ

ル伝達経路の異常と関連が深いものが、がんであると考えられている ( 1 9 )。

がんは、遺伝子変異などの原因により、正常細胞の分化や増殖機構に異常

が生じた疾患と考えられている ( 2 0 )。原因となる遺伝子変異の代表例には、

RAS 遺 伝 子 変 異 ( 2 1 )、BRAF  （v- ra f  mur ine  sa r coma v i ra l  oncogene  

homolog  B）遺伝子変異 ( 2 2 )あるいは EGFR 遺伝子変異 ( 2 3 )などが挙げられ

る。これら遺伝子変異は、細胞分化や増殖に関与する種々のシグナル伝達

経路に変化をもたらし、結果的に細胞の悪性化や異常増殖を引き起こす ( 2 4 )。

細胞増殖や分化を誘導する主要なシグナル伝達分子の多くはチロシンキナ

ーゼ群と考えられている ( 8 )。よって、肺がんをはじめとする悪性腫瘍細胞

の増殖を抑制するチロシンキナーゼ阻害剤は、がん治療のための分子標的

薬として期待されており ( 2 5 ,  2 6 )、実際、すでに複数のチロシンキナーゼ標的

治療薬が各国で承認・使用されている ( 2 7 )。今まで開発されたチロシンキナ

ーゼ標的治療薬は、細胞内のシグナル伝達分子に作用する低分子阻害剤と

細胞外のリガンドや膜上受容体に作用するモノクローナル抗体薬に大きく

分類できる ( 2 8 )。低分子阻害剤には、EGFR を標的にしたゲフィチニブやエ

ルロチニブ、HER2  （human  ep idermal  g rowth  fac to r  r e cep to r  2）を標的

にしたラパチニブやネラチニブ、ALK （anap las t i c  l ymphoma k inase）お

よび ROS1  （c- ros  oncogene  1）を標的にしたクリゾチニブなどがある ( 2 9 )。

モノクローナル抗体薬には、EGFR を標的にしたセツキシマブやパニツム

マブ、HER2 を標的にしたトラスツズマブ、ペルツズマブなどがある ( 2 8 )。

これらの治療薬の標的であるチロシンキナーゼのシグナル伝達制御には、

タンパク質のリン酸化修飾が大きな役割を果たす。リン酸化修飾の変化は、

タンパク質の安定性や局在に変化を与え、その結果として、シグナル伝達

や複合体形成などの細胞内の重要な過程に影響すると考えられる ( 3 0 - 3 2 )。よ

って、タンパク質のリン酸化状態の変化は、がんをはじめとする様々な疾
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患の病態と深く関与していることが示唆されている ( 3 3 - 3 5 )。したがって、リ

ン酸化タンパク質の網羅的解析  （リン酸化プロテオミクス解析）は、種々

の疾患に対する原因究明や治療標的の探索において重要であると思われる

( 3 6 )。  

1-3 .リン酸化タンパク質の解析技術  

リン酸化タンパク質の解析技術は、電気泳動法により分離後に解析する電

気泳動法と、タンパク質をペプチド化した後に質量分析装置で測定するシ

ョットガン法に大別可能である ( 3 7 )。電気泳動法に対し、ショットガン法で

は、金属アフィニティビーズによりリン酸化ペプチドの濃縮を行った後、

質量分析装置で測定・同定を行うため、網羅的かつ高速化合物評価系とし

て優れていると考えられている ( 3 8 )。金属アフィニティ精製法においては、

固定化金属アフィニティクロマトグラフィー  （ IMAC； immobi l i zed  meta l  

a ff in i ty  ch romatography）といわれる鉄イオンやガリウムイオンなどの金

属を使用した手法やヒドロキシ酸修飾酸化金属クロマトグラフィー  

（HAMMOC；hydroxy  ac id -modi f i ed  meta l  oxide  ch roma tography）と呼

称される酸化チタン  （TiO 2）などを用いた手法が使用されている ( 3 9 - 4 1 )。

HAMMOC 法は、 IMAC 法と同様にリン酸基と金属のアフィニティを利用し

たリン酸化ペプチド濃縮方法であり、ヒドロキシ酸処理した酸化金属を用

いることで、非リン酸化ペプチドの非特異的吸着を低減させることが可能

である ( 4 2 )。さらに、近年開発された Phos - t ag 法は、亜鉛イオンを結合させ

ることで、網羅的なリン酸化ペプチドの濃縮に使用されている ( 4 3 ,  4 4 )。現在、

IMAC 法、HAMMO C 法ならびに Phos - t ag 法とも、チップフィルターに搭

載あるいはカラム充填が可能なビーズとして市販されており、ペプチド溶

液と混合することでリン酸化ペプチドを捕捉できる ( 4 5 - 4 7 )。また、洗浄後に

リン酸緩衝液やアルカリ性溶液で溶出することで、リン酸化ペプチドの精

製と濃縮が可能である。現在、これらの濃縮手法と高性能質量分析装置を

組み合わせることで、一度の測定で数千種類のリン酸化ペプチドを解析す

ることが可能であり、本法はプロテオミクスの分野において主流となって

いる ( 4 8 )。  

1-4 .リン酸化タンパク質解析技術における課題  

上述したように、質量分析装置と金属アフィニティ精製によるリン酸化

ペプチド濃縮技術の融合による解析は、リン酸化プロテオミクス研究領域

に大きな飛躍を生み出した ( 4 9 )。しかし、リン酸化タンパク質は、非リン酸

化タンパク質に比し、細胞内における存在量が極めて少ないことが予想さ
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れるため、質量分析前の濃縮操作が必要不可欠と考えられる ( 5 0 )。したがっ

て、リン酸化ペプチド濃縮操作の効率や精度は、リン酸化プロテオミクス

解析において極めて重要であると考えられている ( 5 1 )。そのため、様々な疾

患の原因究明や新規治療標的の探索において、リン酸化プロテオミクス解

析技術を有効に活用するためには、各種リン酸化ペプチドの濃縮技術の特

徴を十分に理解し、試料や目的に応じて使い分けることが必須である ( 5 2 ,  5 3 )。  

1-5 .本研究の目的  

本研究は、リン酸化プロテオミクス解析に汎用されている種々のリン酸

化ペプチド濃縮手法を細胞抽出物や血清などに適用し、得られた結果を基

に各濃縮法の有用性を解析・評価することを目的とした。次に、本研究で

用いた各濃縮法の中で、リン酸化プロテオミクス解析法に最も適合すると

思われる Phos - t ag システムを用い、新型コロナウイルス  （sever e  acu te  

resp i ra to ry  syndrome co ronav i rus  type  2 :  SARS -CoV-2）のヌクレオカプ

シドタンパク質（NP;  nuc leocaps id  p r o t e in）の機能的なリン酸化を明らか

にするとともに本法の有用性を評価することを目的とした研究を行った。  
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第 2 章 . 質量分析装置を用いたプロテオミクスのためのリン酸化ペプチド濃縮

手法の評価  

 

2-1.緒言  

質量分析のためのリン酸化ペプチド濃縮には、様々な手法が提案されている

(52)。その中で、現在、TiO2 粒子を用いた HAMMOC 法が汎用されていると思

われる (42,  54) 。また、TiO2 粒子を乳酸で前処理することで、本粒子への非リン

酸化ペプチドの非特異的結合を低減し、リン酸化ペプチドの濃縮効率を上げる

ことができる (42)。よって、TiO2 粒子は、リン酸化ペプチド濃縮法の一つであ

る IMAC 法と比較して、ペプチド混合物から選択的にリン酸化ペプチドを濃縮

することが可能である (55,  56)。一方、近年開発された Phos-tag リガンドは、中

性付近の水溶液中でリン酸基を選択的に捕捉可能なアルコキシド架橋型二核金

属錯体である (57,  58)。また、Phos-tag リガンドは、様々な化合物やビーズ、色

素などに結合させることができるため、リン酸化プロテオミクスの様々な技術

に応用される (59)。例えば、アクリルアミドを結合させた Phos-tag アクリルア

ミドをポリアクリルアミドゲル電気泳動に適用することでリン酸化タンパク質

を分離可能な Phos-tag SDS-PAGE を行うことができる (60)。このようなことか

ら、リン酸化ペプチド濃縮技術において、亜鉛イオンを結合した Phos-tag アガ

ロースビーズは IMAC の代用法となりつつある (59)。さらに、TiO2 粒子や Phos-

tag アガロースを用いたチップカラム法は、高速化合物評価系として、網羅的

リン酸化プロテオミクス解析に非常に有用であると思われる (42,  44)。また、

TiO2磁気ビーズと Phos-tag 磁気ビーズなどの磁気ビーズを基盤とする手法もリ

ン酸化ペプチド濃縮に用いられてきた (61)。このように、様々な濃縮手法が開

発・応用されている一方で、種々のタンパク質消化物（ペプチド混合物）から、

リン酸化ペプチドを濃縮する際、各手法の差異に関する科学的根拠は十分に得

られていないと思われる (62)。    

本研究では、このような背景から、ゲル内消化物または様々なタンパク質溶

液消化物からのリン酸化ペプチドの濃縮において、TiO2 粒子、TiO2 磁気ビーズ、

Phos-tag アガロースあるいは Phos-tag 磁気ビーズを用いた 4 種類の手法の選択

性と効率性に関する研究を行った (63)。 
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2-2.材料と方法  

2-2-1 リン酸化オボアルブミンの Phos-tag SDS-PAGE による分離とゲル内消化  

まず、アルカリフォスファターゼ （New England Biolabs, Ipswich, MA, USA）

処理または未処理のリン酸化オボアルブミン  （GE Healthcare, Chicago, IL, 

USA）を材料とした。この材料を 50 μM Phos-tag アクリルアミドを含む 12.5%

ポリアクリルアミドゲル （SuperSep Phos-tag; Wako Pure Chemical Industr ies, 

Osaka, Japan）を用いた電気泳動により分離後、Oriole 蛍光染色 （Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA）により検出した。オボアルブミンのバンドは、メスによ

り切り出し後、キレート溶液 [10 mM EDTA, 50 mM 重炭酸アンモニウム, 50%

アセトニトリル （ACN；acetonitrile）]に浸漬し、15 分間 37℃でインキュベー

トした。その後、ゲル片を脱色溶液 （50 mM 重炭酸アンモニウム, 50% ACN）

に浸漬し、30 分間 37℃で 2 回、脱色・洗浄した。ゲル片は、乾固後、氷上で

トリプシン溶液にて膨潤させ、37℃で 16 時間消化処理を行った。 

2-2-2 血清と細胞溶解液の溶液中消化  

正常ヒト血清 200 μL （Kohjin Bio, Saitama, Japan）あるいは HEK293 の細

胞溶解液 100 g を 2 M 尿素およびフォスファターゼ阻害剤  （Sigma‐Aldrich, 

St. Louis, MO, USA）を含む 50 mM 重炭酸アンモニウム水溶液に溶解した。そ

の後、最終濃度 10 mM のジチオトレイトール （DTT；dithiothreitol）と最終

濃度 25 mM のヨードアセトアミド （IAA；iodoacetamide）により還元アルキ

ル化した。次に、タンパク質溶液にトリプシンを添加し、37℃で 16 時間消化

処理を行った。 

2-2-3 アフィニティビーズによるリン酸化ペプチド濃縮  

ゲル内消化物、血清消化物あるいは細胞溶解液消化物は脱塩後、それぞれの

手法によりリン酸化ペプチド濃縮処理を行った。実験手順と使用した溶液組成

の詳細は図 2-1 と表 2-1 に記した。手順の概要は以下のとおりである。まず、

TiO2 粒子による濃縮には、Titansphere Phos-TiO Kit （GL Sciences, Tokyo, 

Japan）の溶液を用い、自作の TiO2-C8 チップカラムにて実施した (64)。自作の

TiO2-C8 チップカラムは、200 L 低吸着チップ （D200; Gilson, Middleton, WI, 

USA）に C8 ディスクフィルター （Empore C8; 3M Corporation, St.Paul, MN, 

USA）を充填し、その上に 3 mg の TiO2 粒子 （GL Sciences）を重層した (64)。
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TiO2 磁気ビーズによる濃縮には、TiO2 Mag Sepharose  （GE Healthcare）を使

用した (65)。また、Phos-tag agarose ビーズによる濃縮は、200 L ピペットチッ

プに C18 ディスクフィルターを充填し、その上に Phos-tag agarose ビーズ  

（Wako Pure Chemical Industries） 15 L を重層した Phos-tag agarose-C18 チ

ップカラムで実施した (44)。Phos-tag 磁気ビーズによる濃縮は、株式会社ナード

研究所または広島大学から提供された Phos-tag 磁気ビーズ 10 L を用いて実施

した (61)。 

2-2-4 質量分析とタンパク質の同定  

濃縮リン酸化ペプチドは、UltiMate 3000 LC system  （Thermo Fisher 

Scientific, Bremen, Germany）に連結した Q Exactive mass spectrometer  

（Thermo Fisher Scientific）により測定した (66)。分析条件は以下の通り行っ

た: Nano HPLC capillary column =75 m × 125 mm, C18, 3 m  （Nikkyo 

Technos, Tokyo, Japan）; 移動相 = （A） 0.1% ギ酸, 2% ACN （B） 0.1% ギ

酸, 95% ACN。また、ペプチド溶出のグラジエント条件は、オボアルブミンで

は 5–41%B for 25 min at a flow rate of 350 nL/min、細胞溶解液および血清で

はでは 5–33%B for 115 min at a flow rate of 300 nL/min とした。 Proteome 

Discoverer ソフトウェア   （version 2.2, Thermo Fisher Scientific）によってピ

ークリストを作成し、UniProt Knowledgebase  （UniProtKB/ SwissProt, 

version Jul 2014）を用いた MASCOT サーチエンジン （version 2.5.1; Matrix 

Science, London, UK）または Proteome Discoverer の ptmRS ツールによりペプ

チドの同定を行った。基本的な検索条件は以下の通りである：trypsin 

digestion with two missed cleavages permitted; peptide mass tolerance, ±5  ppm; 

fragment mass tolerance, ±0.05 Da; usual variable modifications, oxidation of 

methionine, and phosphorylation of serine, threonine, and tyrosine。ゲル内消化

物の場合は、以下の条件を追加した： variable modification, 

carbamidomethylation of cysteine。さらに、血清消化物の場合は以下の条件を

追加した：variable modification, N-terminal carbamylation。細胞溶解液消化物

の場合は以下の条件を追加した：variable modification, carbamidomethylation 

of cysteine and protein N-terminal acetylation/carbamylation。なお、MASCOT 

database による同定では、偽陽性率  （FDR；false discovery rate）は 1%未
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満、ペプチドスコア≧30 を信頼できる同定の許容基準として使用した。

Proteome Discoverer による同定では、ptmRS site probability≧75 を同定基準

とした (67)。プロテオミクスデータは、jPOST partner repository 

（https://jpostdb.org/）を介して ProteomeXchange Consortium （PXD026295, 

http://www.proteomexchange.org/） に登録した。リン酸化ペプチドの濃縮効率

は、同定された全ペプチド数の平均 （n=3）でリン酸化ペプチド数の平均 

（n=3）を割り、100 を掛けて算出した。同定されたリン酸化ペプチドのアミ

ノ酸配列に基づく理論分子量 （Mw；molecular weight）と理論等電点  （pI；

isoelectric point）は、ExPASy Compute pI/Mw ツールを用いて算出した 

（https://web.expasy.org/compute_pi/） (68)。リン酸化モチーフ予測は、motif-x 

algorithm  (https://github.com/omarwagih/rmotifx） (69)と ggseqlogo  

（https://github.com/omarwagih/ggseqlogo） (70)を用いた R パッケージにより行

った。実験手技のばらつきを補うため、それぞれの試料調製法について同じ実

験を 3 回ずつ繰り返して各々分析を行い （technical replicates）、Progenesis 

QI for proteomics ソフトウェア  （version 2.0; Nonlinear Dynamics, Newcastle, 

UK)により、質量分析データの定量解析を実施した。濃縮効率の比較における

統計解析には GraphPad Prism 7 ソフトウェアを用いた。 

 

2-3. 結果  

2-3-1 ゲル内タンパク質消化物のリン酸化プロテオミクス解析結果の比較  

Phos-tag SDS-PAGE は、タンパク質のリン酸化状態を解析する上で重要な手

法の一つであると考えられている (60,  71 ,  72)。一般に、Phos-tag SDS-PAGE ゲル

中で、標的タンパク質は、リン酸化状態の違いによって移動度が異なる (60)。そ

こで、まず本研究においてはリン酸化オボアルブミンを Phos-tag SDS-PAGE で

分離したゲル内消化物（図 2-2）から、リン酸化ペプチドを濃縮するための手

法に関する評価を行った。その結果、Phos-tag アガロースを用いたチップカラ

ム手法では、ゲル内消化物から多くのリン酸化ペプチドを濃縮することができ

たが、多くの非特異的吸着もみられた（表 2-2 および表 2-3）。しかし、同じチ

ップカラムでも、TiO2 粒子を用いた手法では、リン酸化ペプチドは 1 つしか検

出されなかった。一方、TiO2 磁気ビーズと Phos-tag 磁気ビーズを基盤とした手
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法では、チップカラムを用いた場合よりも選択的にゲル内消化物からリン酸化

ペプチドを濃縮することが可能であった。 

2-3-2 血清タンパク質消化物のリン酸化プロテオミクス解析結果の比較  

一般に、血清消化物においては、リン酸化ペプチドは、非リン酸化ペプチド

よりもはるかに少ないため、質量分析で血清中のリン酸化ペプチドを網羅的に

解析することは困難であると考えられている (73)。そこで、本研究においては、

血清消化物から効率的にリン酸化ペプチドを濃縮可能な手法を評価するために、

4 種類のビーズを用い、血清リン酸化ペプチド濃縮を行った。その結果、4 種類

全てのビーズにおいて、リン酸化ペプチドの濃縮効率は極めて悪く、かつ非特

異的吸着が多いため、同定されたリン酸化ペプチドの数は少なかった （表 2-4）。

しかし、同表に示したように Phos-tag アガロース（5.9±0.7%）、TiO2 粒子 

（12.7±0.6%）、TiO2 磁気ビーズ（1.9±0.2%）に比し、Phos-tag 磁気ビーズで

は比較的高い濃縮効率（16.5±1.6%）が得られた。さらに、血清消化物濃縮に

おいては Phos-tag 磁気ビーズは非特異的吸着が比較的少ないことから、血清消

化物の初期量を増やすことで、同定されるリン酸化ペプチド数と濃縮効率が増

加した（表 2-4）。濃縮のスタートペプチド量を 100 g から 500 g に増やすこ

とで、同定されたリン酸化ペプチド数は 34 個から 147 個に増加した。 

2-3-3 細胞内タンパク質消化物のリン酸化プロテオミクス解析結果の比較  

細胞内においては、内在するタンパク質の様々なアミノ酸残基がリン酸化さ

れている可能性がある (74)。そこで、本研究においては、全細胞抽出物の網羅的

なリン酸化プロテオミクスに適した手法を評価するため、4 種類のビーズを用

い、細胞溶解液に消化処理を加えた試料のペプチド濃縮を行った。評価基準は、

各手法により同定された全ペプチド数とリン酸化ペプチドの数との割合により

算出された濃縮効率（%）に基づいている （表 2-5）  (75)。実験は、全て 3 回行

い、その平均値を用いた。その結果、同定されたリン酸化ペプチド数と濃縮効

率は、Phos-tag アガロースでは 2,978 ペプチド （濃縮効率 82.7±2.7%）、TiO2

粒子では 2,611 ペプチド （濃縮効率 91.0±1.0%）、Phos-tag 磁気ビーズでは

1,959 ペプチド（濃縮効率 71.5±1.7%）ならびに TiO2 磁気ビーズでは 1,792 ペ

プチド （濃縮効率 51.2±4.0%）であり、TiO2 粒子を使ったチップカラム手法

が最も高い濃縮効率と選択性を示すことがわかった（図 2-3）。また、3 回の測
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定間で重複検出したリン酸化ペプチド数は 、1,707 ペプチド（Phos-tag アガロ

ース）、1,502 ペプチド（TiO2 粒子）、1,157 ペプチド（Phos-tag 磁気ビーズ）、

860 ペプチド（TiO2 磁気ビーズ）であった（図 2-4）。それぞれの手法で独自に

同定されたリン酸化ペプチド数は、Phos-tag アガロースでは 603 ペプチド、

TiO2 粒子では 297 ペプチド、Phos-tag 磁気ビーズでは 221 ペプチドならびに

TiO2 磁気ビーズでは 105 ペプチドであった（図 2-5A）。リン酸化ペプチド同定

数においては、Phos-tag アガロースによるチップカラム濃縮法は、他の手法に

比し、全細胞抽出物からリン酸化ペプチドを多く同定することが可能であった。

一方、磁気ビーズを使った手法では非特異吸着が多く、その結果、質量分析で

同定されたリン酸化ペプチド数は少なかった。しかし、リン酸化ペプチド全体

を占めるマルチリン酸化ペプチドの割合は Phos-tag 磁気ビーズで、2 リン酸化

ペプチドが 25.2%、3 リン酸化ペプチドが 1.8%であり、他の手法に比べて高か

った（図 2-5B）。また、本研究で同定されたリン酸化ペプチドのうち、濃縮手

法と分子量（図 2-6A）およびリン酸化モチーフの特徴（図 2-6B）との間には、

特に大きな差はみられなかったが、Phos-tag 磁気ビーズにおいては若干、酸性

ペプチド（pI 2-6）の割合が高く、90.1%であった（図 2-6A）。さらに、同定さ

れたリン酸化ペプチドの特性を ptmRS ツールによるスコアリングを行った場合

と行わなかった場合で比較した。本ツールは、同定された修飾位置の確からし

さを評価するものであり、そのサイトが本当に修飾されている確率を推定した

値をスコアとして算出する (76)。得られた数値が 75％以上を示した場合、リン

酸化ペプチドが有する特性の信頼度が高いと判断されるため、本研究でもその

基準を採用した (67)。実際、本ツールのスコアリングを用いた結果では、リン酸

化ペプチドの総数と濃縮効率（%）は、若干低下したものの、ツールを使わな

かった結果に比し、大きな差異はみられなかった（図 2-7、表 2-4 ならびに表

2-5）。 

2-3-4 TiO2 および Phos-tag によるリン酸化ペプチド選択性の比較検討  

さらに、本研究においては、TiO2 粒子および Phos-tag アガロースを用いて細

胞溶解液のリン酸化プロテオミクス解析を行った前項（2-3-3）のデータを用

い、2 つのアフィニティ担体で濃縮されるリン酸化ペプチドの比較を行った。

その結果、TiO2 粒子および Phos-tag アガロースチップカラムを用いた選択的濃
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縮手法により、全細胞抽出物から、計 2,326 のリン酸化ペプチドが同定された。

そのうち、883 ペプチドが重複しており、それぞれの手法に独自なリン酸化ペ

プチドは TiO2 粒子では 619、Phos-tag アガロースでは 824 であった （図 2-8A）。

また、2 つのチップカラム濃縮法で同定されたリン酸化ペプチドには違いがみ

られたが、その一方、アガロースで 51.7%、TiO2 粒子では 58.8%が重複してい

た。さらに、これらの質量分析データを用いて、比較定量解析を実施した結果、

共通して同定された 883 のリン酸化ペプチドのうち、定量値のついた 855 のリ

ン酸化ペプチドの存在量は、両手法間で高い相関がみられた（図 2-8B）。くわ

えて、両濃縮法の異なるリン酸化ペプチドに選択性を示すために、両手法によ

って全細胞溶解物から濃縮されたリン酸化ペプチド間の相補性を調べた。すな

わち、Phos-tag アガロースにより濃縮されたリン酸化ペプチドをさらに、TiO2

粒子によって濃縮した（図 2-9）。その結果、最初の濃縮で同定されたリン酸化

ペプチドのうち、平均 78.5%が Phos-tag アガロース特異的であり、ビーズの種

類によって濃縮されるリン酸化ペプチドの類似点と相違点が示された。一般に、

リン酸基の選択的捕捉は、Phos-tag リガンドでは中性 pH の水溶液中で (57,  58)、

TiO2 粒子は低 pH の水溶液中で行われる (42)。この pH 条件の違いが、それぞれ

の濃縮手法による結果の違いに関与している可能性がある。一方、TiO2 粒子で

さらに濃縮を行った場合、同定されたリン酸化ペプチドの約 30％が最初の

Phos-tag アガロース精製では同定されなかったものであった（図 2-9）。これは、

TiO2 粒子の高いリン酸化ペプチド濃縮効率が、非特異的吸着を抑制し、低濃度

のリン酸化ペプチドの検出に影響を与えていることを示唆している。  

 

2-4.考察  

細胞内のシグナル伝達経路に関わるタンパク質のリン酸化修飾を網羅的に解

析するリン酸化プロテオミクス解析において、質量分析前のリン酸化ペプチド

濃縮は非常に重要で必要不可欠な操作である。そこで本研究では、より効率的

なリン酸化プロテオミクス解析を実施するために、試料の種類に応じた最適な

濃縮手法を調べることを目的とした。 

スピンチップタイプである Phos-tag アガロースと TiO2 粒子、磁気ビーズタ

イプである Phos-tag 磁気ビーズならびに TiO2 磁気ビーズの 4 つを使った手法
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により、ゲル内消化物、血清消化物および細胞消化物からリン酸化ペプチドを

濃縮した。その結果、濃縮効率や濃縮されるリン酸化ペプチドには違いがあり、

それぞれのビーズに特異性があることがわかった。また、ゲル内消化物では、

Phos-tag アガロースを用いたチップカラム手法で多くのリン酸化ペプチドを濃

縮したが、非リン酸化ペプチドも多く同定された。しかし、同じチップカラム

タイプの TiO2粒子を用いた手法では、リン酸化ペプチドはほとんど濃縮できな

かった。一方、TiO2 磁気ビーズと Phos-tag 磁気ビーズでは、チップカラムを用

いた場合よりも選択的にゲル内消化物からリン酸化ペプチドが濃縮可能であっ

た。このような濃縮性能の差異は、4 種類のビーズのリン酸基捕捉位置の違い

によると考えられる (58,  61 ,  77 ,  78)。特に、Phos-tag アガロースのリン酸基捕捉部

位は、架橋したアガロース網の内側と外側の両方に共有結合しているため、繊

維状のペプチドがゲル内でからまり、非リン酸化ペプチドの検出につながった

可能性がある (79)。また、Phos-tag 磁気ビーズを用いた手法においては、過剰量

の酢酸アニオンを含む洗浄バッファーを使用するため、タンパク質のカルボキ

シル基と Phos-tag リガンドとの非特異的結合を競合的に低減させている可能性

がある (80)。以上のことから、検証を行った手法の中では磁気ビーズを用いた濃

縮法が電気泳動されたリン酸化タンパク質の分析には最も有効であることが示

唆された。 

次に、血清においては、全体的にリン酸化ペプチド濃縮効率が低い中、

Phos-tag 磁気ビーズでは比較的高い濃縮効率を示し、血清のリン酸化プロテオ

ミクス解析に適していることが示唆された。血清中には、非リン酸化タンパク

質であるアルブミンなどが高い濃度で含まれていることなどから、質量分析に

よるリン酸化ペプチドの網羅的解析が困難であるとされている (73)。我々の知見

は、血清や血清同様に非リン酸化タンパク質を高濃度に含有する試料中のリン

酸化プロテオミクス解析において、Phos-tag 磁気ビーズを用いた方法が有用で

あることを明らかにした。すでに、リン酸化ペプチドとビーズの比率はリン酸

化ペプチドの濃縮効率の重要な決定因子となることが報告されているが (75)、血

清などのような、リン酸化ペプチドが非常に低濃度であることが予想される複

雑な消化物の場合、リン酸化ペプチドとビーズの比率を最適化することは実質

的に困難であると思われる (81)。一方、Phos-tag 磁気ビーズを用いる手法におい
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ては、非特異的吸着が抑制されているために、非リン酸化ペプチドの割合が非

常に高い血清消化物においても効率的にリン酸化ペプチド濃縮が可能であると

考えられる。最近、標的分子に対して非常に高い特異性を持つ特殊なビーズ

（分子インプリントポリマー；MIPs）が開発され、このビーズにより、磁性酸

化チタン表面に高い特異性でリン酸化ペプチド捕捉する技術も報告されている

(82)。また、本ビーズを用い、血清や尿に含まれるリン酸化リゾチームを選択的

に濃縮することにも成功している (83)。現在、このビーズは市販されていないが、

市販後は Phos-tag 磁気ビーズによる手法と組み合わせ、改良型の新規リン酸化

ペプチド濃縮技術も開発可能と思われる。本法の応用により、血清中リン酸化

ペプチドの網羅的解析に、より良い結果をもたらす可能性がある。  

さらに、本研究において、細胞消化物では Phos-tag アガロースと TiO2 粒子

のスピンチップタイプの手法により、含有タンパクのリン酸化に関する良好な

解析結果を得ることができた。細胞内では、多くのタンパク質に含まれる様々

なアミノ酸残基がリン酸化されていることが推察され (74)、リン酸化プロテオミ

クス解析においても細胞溶解液は頻繁に使用される試料である。このような試

料においては、Phos-tag アガロースと TiO2 粒子の両方を使った手法の活用が推

奨される。現在、TiO2 粒子上のリン酸塩結合構造はよくわかっていないが、弱

酸性条件下ではリン酸塩アニオンがチタンイオンに単座配位している可能性が

ある (84)。無機物である酸化チタンは水にも有機溶媒にも溶けにくいため、リン

酸化ペプチドは表面に露出したチタンイオンにのみ結合する。一方、Phos-tag

上の亜鉛イオン二核錯体は、中性 pH において、リン酸ジアニオンの配位部位

が 2 つあることがよく知られている。このような TiO2 と Phos-tag という 2 種

類のリン酸捕捉材料の化学的特性が、リン酸化ペプチド濃縮における性能の違

いにつながっていると考えられる。一方、2 種類の Phos-tag 濃縮ビーズ （アガ

ロースおよび磁気ビーズ）による細胞溶解液消化物からのリン酸化ペプチドの

濃縮効率および同定数には、Phos-tag リガンドの固定化量の違い  （Phos-tag 磁

気ビーズは 1.0 mol/mL-bead、Phos-tag アガロースは 3.0-5.0 mol/mL-bead）

も影響していると考えられる。 

以上のことより、上述したビーズにはそれぞれ特異性があることがわかった。

このことは異なるビーズを用いた手法を併せて使用することで、リン酸化ペプ
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チド同定の網羅性を改善することができることも示している。特に、細胞消化

物においては TiO2 粒子と Phos-tag アガロースともに良好な結果を得ることが

できたが、濃縮されたリン酸化ペプチドの大半は重複しておらず、両方の結果

を併せることで同定数が増えた。つまり、TiO2 粒子と Phos-tag アガロースによ

るマルチエンリッチメントアプローチがリン酸化プロテオミクス解析の網羅性

を向上させるために有効であることを示唆している。したがって、試料量が十

分にあり、リン酸化ペプチドを網羅的に解析・同定するための研究においては、

TiO2 粒子と Phos-tag アガロースの両チップカラムを併用することが望まれる。 

 

2-5.結語  

本研究では、細胞抽出物や血清の消化物から、リン酸化ペプチドを濃縮する

ための 4 つの手法の選択性ならびに効率性などを評価した。結果として、Phos-

tag アガロースを用いたチップカラムは、細胞溶解液中の濃縮において、最も

多くのリン酸化ペプチドを同定することが可能であった。一方、ゲル内消化物

では、多くの非リン酸化ペプチドも吸着してしまうことがわかった。一方で、

Phos-tag 磁気ビーズは、細胞内リン酸化ペプチドの網羅的な同定には不向きで

あるが、ゲル内消化物および血清消化物については、4 手法のうち最適である

と考えられた。また、TiO2 粒子を用いたチップカラムは、細胞溶解液中の濃縮

において、最も高い濃縮率でリン酸化ペプチドを同定することができたが、ゲ

ル内消化物ではほとんどリン酸化ペプチドを濃縮することができず、不向きで

あると思われた。さらに、TiO2 磁気ビーズは、Phos-tag 磁気ビーズ同様に細胞

内リン酸化ペプチドの網羅的な同定には向かないが、ゲル内消化物からのリン

酸化ペプチド濃縮には適していると考えられた。 

さらに、細胞内リン酸化ペプチドの網羅的な解析では、TiO2 粒子と Phos-tag

アガロースを用いたチップカラムによるリン酸化ペプチドの濃縮と同定の効率

は、磁気ビーズを用いた手法より高かった。くわえて、両チップカラムによる

マルチエンリッチメントアプローチがリン酸化プロテオミクスの網羅性を向上

させるために有効であることが示唆された。以上のことから、質量分析装置を

用いたリン酸化プロテオミクスでは、試料の状態に応じて最適な濃縮方法を選

択することが重要であると思われた。 



19 

 

表 2-1.  リン酸化ペプチド濃縮のための 4 つの手法で使用する溶液組成 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

buffer I 0.1 M Tris-AcOH (pH7.4)

buffer II 0.1 M Tris-AcOH (pH7.4), 20 µM zinc acetate

buffer III 0.1 M Tris-AcOH (pH7.4), 40% ACN

buffer IV 0.1 M Tris-AcOH (pH7.4), 65% ACN

buffer V 25 mM Tris- AcOH (pH7.4), 80% ACN

buffer VI 0.2M sodium dihydrogen phosphate (pH7.5)

Elution buffer 0.1% TFA, 80% ACN

[Procedures]

solution A * included in commercial kit

solution B * included in commercial kit

elution buffer 1 5% ammonium hydroxide buffer

elution buffer 2 5% pyrrolidine buffer

[Procedures]

  200 µl of buffer IV, twice

Phos-tag agarose

[Compositions]

Equilibration

  200 µl of buffer I

  200 µl of buffer II

  200 µl of buffer I

Binding

  Lyophilized peptides were dissolved in 200 µl of buffer III and loaded onto the tip

Wash

  200 µl of buffer III

  20 µl of solution B

  200 µl of buffer V, 5 times

Elution from Phos-tag and binding to C18

  200 µl of buffer VI, 3 times

Wash

  200 µl of 0.1% TFA, 3 times

Elution from C18

  100 µl of elution buffer

TiO 2  particles

[Compositions]

Equilibration

  20 µl of solution A

Binding

  Lyophilized peptides were dissolved in 50 µl of 0.1% TFA and diluted with 100 µl of solution B

  Diluted peptides were loaded onto the tip

Wash

  20 µl of solution B

  20 µl of solution A, twice

Elution

  50 µl of elution buffer 1

  50 µl of elution buffer 2
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（続き）  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

wash buffer 0.1 M Bis-Tris-AcOH (pH 7.0), 0.2 M sodium acetate

activation buffer 0.1 M Bis-Tris-AcOH (pH 7.0), 0.1 M zinc acetate

elution buffer 0.1 M sodium phosphate-AcOH (pH7.0)

[Procedures]

binding buffer 1M glycolic acid, 80% ACN, 5% TFA

wash buffer 80% ACN, 1% TFA

elution buffer 5% ammonium hydroxide solution

[Procedures]

Equilibration

Phos-tag magnet

[Compositions]

[Compositions]

  100 µl of wash buffer, 30 sec, twice

  100 µl of activation buffer, 3 min

  100 µl of wash buffer, 30 sec, twice

Binding

  Lyophilized peptides were dissolved in 20 µl of wash buffer and applied to beads, 3min

Wash

  500 µl of wash buffer, 30 sec, 5 times

  1 ml of distillated water

Elution

  100 µl of elution buffer, 3 min

TiO 2  magnet

  500 µl of wash buffer, twice

Elution

  50 µl of elution buffer, 5min

Equilibration

  500 µl of binding buffer

Binding

  Lyophilized peptides were dissolved in 100 µl of binding buffer and applied to beads, 30min

Wash

  500 µl of binding buffer
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表 2-2.オボアルブミンのゲル内消化物のリン酸化ペプチド濃縮効率 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

The number of peptides

identified

The number of

phosphopeptides

identified

 Enrichment efficiency

of phosphopeptides (%)

Phos-tag agarose 22.3 8.0 35.8

TiO2 particles 4.7 0.7 14.3

Phos-tag magnet 4.0 2.7 66.7

TiO2 magnet 3.7 2.3 63.6



22 

 

表 2-3.ゲル内消化物から濃縮されたペプチドの検出頻度 

 

pS および pT は、リン酸化 Ser および Thr を示す。pS*または pT*はあいまいな

同定を示す。oxM および prC は、酸化 Met およびプロピオンアミド化 Cys を示

す。 

 

 

 

 

 

 

particles magnet agarose magnet

 Phosphorylated peptides

EVVGpSAEAGVDAASVSEEFR 2 2 3 2

FDKLPGFGDSIEAQprCGpT*pS*VNVHSSLR 1

FDKLPGFGDpSIEAQCGpTSVNVHSSLR 1

FDKLPGFGDpSIEAQprCGTSVNVHSSLR 2 3 3

GGLEPINFQpTAADQAR 3

ISQAVHAAHAEINEAGREVVGpSAEAGVDAASVSEEFR 2 3 1

IpSQAVHAAHAEINEAGREVVGSAEAGVDAASVSEEFR 1

LPGFGDpSIEAQprCGTSVNVHSSLR 3 2

LTEWTSpSNVMEER 1

LTEWTSpSNVoxMEER 3

VVRFDKLPGFGDpSIEAQprCGTSVNVHSSLR 2

 Non-phosphorylated peptides

AFKDEDTQAMPFR 1 3

AFKDEDTQAoxMPFR 3 1 3

DEDTQAMPFR 1

DEDTQAoxMPFR 3

DILNQITKPNDVYSFSLASR 2

ELYRGGLEPINFQTAADQAR 2

GGLEPINFQTAADQAR 1 3

HIATNAVLFFGR 3

ISQAVHAAHAEINEAGR 2 1 3

LTEWTSSNVMEER 3

LTEWTSSNVoxMEER 3 3

LTEWTSSNVMEERK 1

LTEWTSSNVoxMEERK 2

NVLQPSSVDSQTAoxMVLVNAIVFK 3

TQINKVVR 3 3

VTEQESKPVQMoxMYQIGLFR 3

VTEQESKPVQoxMMYQIGLFR 3

VTEQESKPVQoxMoxMYQIGLFR 1 3

Peptide sequence

TiO2 Phos-tag
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表 2-4.血清消化物の溶液中からのリン酸化ペプチドの濃縮効率（100, 250, 500 

g）  

 

括弧内は、Proteome Discoverer の ptmRS ツールで同定されたペプチド数

（ptmRS site probability≧75）と、リン酸化ペプチド濃縮効率を示す。  

a 100 g の溶液中血清消化物から各方法で濃縮されたペプチドの 10%（10 g に

相当）を質量分析した結果。     

b 100, 250, 500 g の溶液中血清消化物から各方法で濃縮されたペプチドの 50% 

（50, 125, 250 g に相当）を質量分析した結果。    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

The amount of peptides

injected  (g)

The number of peptides

identified

The number of

phosphopeptides

identified

 Enrichment efficiency

of phosphopeptides (%)

Phos-tag agarose 10
a 749 (741) 44 (44) 5.9 (5.9)

TiO2 particles 10
a 196 (201) 25 (23) 12.7 (11.5)

TiO2 magnet 10
a 1,008 (1,005) 19 (19) 1.9 (1.9)

10
a 206 (205) 34 (31) 16.5 (15.1)

50
b 420 (424) 65 (58) 15.5 (13.7)

125
b 583 (534) 113 (91) 19.4 (17.0)

250
b 630 (648) 147 (142) 23.3 (21.9)

Phos-tag magnet



24 

 

表 2-5.  細胞溶解液消化物からのリン酸化ペプチド濃縮効率 

 

括弧内は、Proteome Discoverer の ptmRS ツールで同定されたペプチド数

（ptmRS site probability≧75）と、リン酸化ペプチド濃縮効率を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

The number of peptides

identified

The number of

phosphopeptides identified

 Enrichment efficiency of

phosphopeptides (%)

Phos-tag agarose 3,601 (3,659) 2,978 (2,693) 82.7 (73.6)

TiO2 particles 2,868 (2,914) 2,611 (2,378) 91.0 (81.6)

Phos-tag magnet 2,739 (2,781) 1,959 (1,815) 71.5 (65.3)

TiO2 magnet 3498 (3,562) 1792 (1,598) 51.2 (44.9)
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図 2-1. リン酸化ペプチド濃縮のための 4 つの方法の実験ワークフロー。詳細な

溶液組成と手順は表 2-1 に示した。  
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図 2-2.オボアルブミンを Phos-tag SDS-PAGE で分離し、Oriole 染色を行った。

リン酸化オボアルブミンは、電気泳動前にアルカリフォスファターゼで処理

（+）または非処理（-）した。 
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図 2-3.  細胞溶解液消化物からのリン酸化ペプチド濃縮（同定数と効率）。

MASCOT を用いた 3 回の反復実験から同定されたリン酸化ペプチドの数と濃縮

効率（%）（ペプチドスコア≧30、FDR<1%）を示した。データは、リン酸化

ペプチドの平均数（左）と効率（右）、標準偏差を示す。データセットの統計

学的処理は、One-way ANOVA および Tukey の多重比較検定により行った。 

ns; not significant, *; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001, ****; p<0.0001。 
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図 2-4.  細胞溶解液の消化物から同定されたリン酸化ペプチドの重複。各濃縮方

法について、独立した実験を 3 回実施し、その重複を比較した。括弧内は

Proteome Discoverer with ptmRS で同定されたリン酸化ペプチド数。 
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図 2-5.  細胞溶解液消化物からのリン酸化ペプチド濃縮（各方法により同定され

たペプチドの重複とリン酸基の数）。（A）各濃縮方法で同定されたリン酸化ペ

プチドの重複。各方法について、3 回の反復実験を行い、再現良く同定された

リン酸化ペプチド同士を比較した。（B）同定されたマルチリン酸化部位を持つ

リン酸化ペプチドの数。 
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図 2-6.  各方法によって細胞溶解液消化物から同定されたリン酸化ペプチドの特

性（MASCOT）。（A） リン酸化ペプチドの分子量（Mw）と等電点（pI）の分

布。各リン酸化ペプチドのアミノ酸配列に基づく理論的な Mw と pI は、

ExPASy Compute pI/Mw ツールを用いて計算した。（B）motif-x アルゴリズム

で予測されたリン酸化部位の配列モチーフ。 
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図 2-7. 各方法によって細胞溶解液消化物から同定されたリン酸化ペプチドの特

性（Proteome Discoverer with ptmRS）。（A）各方法で同定されたリン酸化ペプ

チドの重複。（B）１ペプチド当たりのリン酸基の数。（C） リン酸化ペプチド

の分子量 （Mw）と等電点 （pI） の分布。各リン酸化ペプチドのアミノ酸配列

に基づく理論上の Mw と pI は、ExPASy Compute pI/Mw ツールを用いて計算し

た。（D）motif-x アルゴリズムで予測されたリン酸化部位の配列モチーフ。 
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図 2-8. Phos-tag アガロースと  TiO2 粒子を用いて細胞溶解液消化物から同定さ

れたリン酸化ペプチドの重複。（A）各手法で再現良く同定されたリン酸化ペプ

チドの重複。（B）2 つの方法間のリン酸化ペプチドレベル（存在量）の差を表

す Volcano プロット。赤い点は、共通して同定されたリン酸化ペプチド。 
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図 2-9. Phos-tag アガロースと TiO2 粒子の両方法で濃縮されたリン酸化ペプチ

ドの類似点と相違点の評価。Phos-tag アガロースによるチップカラムを用いた

最初の濃縮の後、TiO2 粒子によるチップカラムを用いてさらに濃縮を行った。

リン酸化ペプチドの濃縮は、独立した３回の実験を実施した。括弧内は、

Proteome Discoverer with ptmRS を用いて同定したリン酸化ペプチド数を示す。 
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第 3 章 .Phos - tag 技術を用いたリン酸化ペプチド濃縮法による  

SARS -CoV-2 のヌクレオカプシドタンパク質の機能的リン酸化解析

に関する研究  

 

3-1 .緒言  

ウイルスの細胞内増殖においては、宿主細胞との相互作用が重要である

と考えられている ( 8 5 - 8 7 )。特に、宿主細胞のプロテインキナーゼによるウイ

ルスタンパク質のリン酸化は、ウイルス－宿主細胞間で生じるタンパク質

間相互作用の１つであり、ウイルスの活性、細胞内局在あるいは安定性を

制御していると考えられている ( 8 8 )。また、ウイルスタンパク質のリン酸化

は、細胞内分子との相互作用にも影響を与え、ウイルス感染に伴う細胞機

能や病原性に関与することも示唆されている ( 8 5 - 8 7 )。このように、感染細胞

におけるリン酸化は、ウイルスと宿主細胞とのタンパク質の機能に影響を

与えるという点で、重要な翻訳後修飾の一つであり ( 8 9 )、子孫ウイルスの産

生能力にも影響を与える可能性がある ( 9 0 )。  

周知のごとく、新型コロナウイルス（ severe  a cu te  r esp i ra to ry  syndrome 

co ronav i rus  t ype  2 ,  SARS -CoV-2）は、出現後パンデミックを引き起こし、

人類に対し世界的かつ深刻な健康危機を招いており、当該ウイルスに関す

る包括的な研究を進める必要があるのは言うまでもない ( 9 1 ,  9 2 )。一般に、ウ

イルスが宿主細胞へ感染後には、宿主細胞内でウイルスゲノムから、種々

のタンパク質が翻訳され、これらのタンパク質の一部はリン酸化され、機

能を発揮することが示唆されている ( 9 3 )。SARS -CoV-2 においては、ウイル

スゲノム RNA と複合体を形成し、ウイルスの転写や複製など、ウイルスの

ライフサイクルに関与する代表的な構造タンパク質のヌクレオカプシドタ

ンパク質（nuc leocaps id  p ro t e in ,  NP）が挙げられる ( 9 4 - 9 6 )。よって、当該

ウイルスの NP のリン酸化解析は、ウイルスの増殖や複製メカニズムの解明

の一端に寄与すると思われる。また、第 2 章での検討から、Phos - t ag 磁気

ビーズを用いた試料調製法は、血清などの非リン酸化タンパク質を多く含

む試料に最も適していることがわかった。そこで、まず、本研究では、

SARS -CoV-2 感染細胞の培養上清中におけるタンパク質の網羅的リン酸化

解析を行うとともに Phos - t ag 磁気ビーズ法による NP タンパク質に関する

詳細なリン酸化解析を実施した。  
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3-2 .材料と方法  

3-2 -1  細胞培養法  

アフリカミドリザルの腎臓上皮細胞由来の培養細胞 VeroE6 細胞に

TMPRSS2（ t r ansmembrane  p ro t eas e  se r ine  2） を 恒 常 発 現 さ せ た

VeroE6/TMPRSS2 細胞は SARS -CoV- 2 の分離・増殖実験に適していること

が知られており ( 9 7 )、本研究においても SARS -CoV-2 の感染実験に用いた。

VeroE6/TMPRSS2 細胞は、国立研究開発法人  医薬基盤・健康・栄養研究所

の JCRB（ Japanese  Col l ec t ion  o f  Research  B io resources）細胞バンクから

分譲され、10%FBS 添加 Dulbecco ' s  mo d i f i ed  Eag le ' s  med i um（DMEM）  

を用いて、37℃、5% CO 2 で培養した ( 9 8 )。プラスミド導入実験に用いた

HEK293A 細胞は、10%FBS 添加 DMEM で、37℃、5% CO 2 で培養した ( 9 9 )。  

3-2 -2  ウイルス増殖とウイルスタンパク質溶液の調製  

SARS -CoV-2 株  （ JPN/TY/WK -521）は国立感染症研究所から提供され、

感染実験は横浜市立大学微生物学教室にご協力をいただき実施した。ウイ

ルス力価はプラークアッセイにより測定した。VeroE6/ TMPRSS2 細胞に

SARS -CoV-2 を 0 .05  MOI  （感染多重度 ,  mu l t i p l i c i t y  o f  i n fec t ion  ;  MOI）

で、72 時間・室温で感染させた。感染細胞は、PBS で洗浄後、1  mL の 50 

mM Tr i s -HCl  （pH 7.4） ,  1% NP -40 ,  0 .25% Na-deoxych o la t e ,  150  mM 

NaCl ,  1  mM e thy lened iamine te t raace t i c  ac id  （EDTA） ,  1  mM e thylene  

g lyco l  b i s(be ta -am inoe thyle the r) -N , N ,N,N - te t raace t i c  ac id  （EGTA） ,  

0 .1% sod ium dodecy l  su l fa t e  （SDS） ,  1  mM DTT に溶解した。溶解液を

30 分間ローテーターにて攪拌し、15 ,000  rpm、4℃で遠心分離した ( 1 0 0 )  。

遠心上清の一部は、アルカリフォスファターゼで処理し、Phos - t ag  SDS -

PAGE と SDS -PAG E に使用した。培養液をコニカルチューブに採取して

17 ,700×g で遠心分離し、培養上清中に放出されたウイルス粒子を単離した。

ウイルス粒子を PBS で洗浄し、8  M 尿素、50  mM 重炭酸アンモニウム、10 

mM DTT を含む抽出バッファーに溶解し、60℃、30 分間加熱した。得られ

たウイルスタンパク質溶液は、Phos - t ag 磁気ビーズを用いたリン酸化ペプ

チド濃縮と、抗 Pin1 抗体  （R&D Sys tems ,  Minneapo l i s ,  Minnesota ,  USA）

を用いたイムノブロット解析による Pin1 検出に使用した。  

3-2 -3  Phos - tag  SDS -PAGE  

Phos - t ag  SDS -PAG E 用のゲルは、7 .5%T （ t o t a l  ac ry l amide）、1%C

（b i s -ac ry l amide  fo r  c ros s - l i nk ing）、25  M Phos - t ag  ac ry l amide （Wako  

Pure  Chemica l  Ind us t r i e s）、50 M MnCl 2 になるように自作して使用した。
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SDS -PAGE には Su perSep  A ce  5 -20% grad ien t  ge l  （Wak o Pure  Chemica l  

Indus t r i e s）を用いた。電気泳動のランニングバッファーには、25  mM Tr i s、

192mM g lyc ine、0 . 1% SDS を使用した。細胞溶解液を SDS サンプルバッ

ファーで希釈し、95℃で 5 分間加熱した。5  L を電気泳動後、ゲルを 1  mM 

EDTA を含むランニングバッファーに 20 分間浸し、ゲル中の Phos - t ag に配

位したマンガンイオンをキレートした後、ランニングバッファーで 10 分間

2 回洗浄した。ゲル内消化  （2-2 -1）、リン酸化ペプチド精製  （2-2 -3）、質

量分析  （2-2 -4）については、第 2 章と同じ方法で行った。  

3-2 -4 イムノブロット解析  

ゲルで分離したタンパク質は Trans -B lo t  Turbo  Trans fe r  s ys t em （Bio-

Rad）を用いてポリフッ化ビニリデン  （PVDF）膜にエレクトロブロッティ

ングした。PVDF 膜を 5%スキムミルクで１時間ブロッキングした後、0 .5%

スキムミルクで 500 倍希釈した抗 NP マウスモノクローナル抗体  （横浜市

立大学微生物学教室より分与 ( 1 0 1 )）によって室温で 16 時間インキュベート

した。Tween  20 含有 Tr is 緩衝生理食塩水（TBS -T）による洗浄後、0 .5%

スキムミルクで 50 00 倍希釈した西洋ワサビペルオキシダーゼ  （HRP）標

識マウス二次抗体（San ta  Cruz  B io t ech no log y,  San ta  Cruz ,  CA）によって

室温で 1 時間インキュベートした。TBS -T による洗浄後、PVDF 膜上のタ

ンパク質は ECL se l ec t  t m 試薬  （GE H ea l thcare）と L AS -4000  mini  化学

発光検出装置（Fuj i f i lm ,  Tokyo ,  J apan）によって検出した。  

3-2 -5  Phos - tag 磁気ビーズを用いたリン酸化ペプチドの濃縮と質量分析  

ウイルス粒子溶解液のトリプシン消化およびペプチド脱塩は、我々の既

報 ( 1 0 2 )にしたがって行い、脱塩したペプチドをリン酸化ペプチドの濃縮に

使用した。実験手順は 2 章の通りである。Phos - t ag  磁気ビーズは株式会社

ナード研究所から提供され、酢酸亜鉛を含む溶液でビーズを活性化した後、

洗浄した。試料を添加してインキュベート後、未結合ペプチド  （非リン酸

化ペプチド）は、洗浄液により除去した。ビーズを洗浄した後、リン酸ナ

トリウム溶液でリン酸化ペプチドを溶出した。濃縮されたリン酸化ペプチ

ドを脱塩し、質量分析に用いた。  

3-2 -6  質量分析とタンパク質同定  

リン酸化ペプチドの質量分析と同定は、基本的に第 2 章  （2-2 -4）に記載

した条件にしたがって実施し、以下の条件のみ変更した。Nano  HPLC 

cap i l l a ry  co lumn =75  m × 180  mm,  C18 ,  3  m （Nikkyo  Technos） ;  グ

ラジエント  =  2 -41 % 移動相  B  fo r  4 5  min ;  f l ow ra t e  =  300  nL/min；
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MASCOT search  en g ine  =  ver s ion  2 .7 .0 ;  da t abase  =  SARS -CoV-2 のリン

酸化ペプチドには SARS -CoV-2  amino  ac id  sequen ces  do wnloaded  f rom  

the  UniP ro tKD  （2021 .04）を、ウイルス粒子内の細胞由来タンパク質の同

定には、Human  amino  ac id  sequences  downloaded  f rom the  UniP ro tKD 

（2020 .01）を使用した。リン酸化ペプチドの同定には、p<0 .05 の有意閾

値と 25 以上のペプチドスコアを同定基準として採用した。プロテオミクス

デ ー タ は jPOST par tne r  r epos i to ry  （h t tps : / / j pos tdb .o rg /） を 介 し て

Pro teomeXchange  Consor t ium （PXD027939 ,  

h t tp : / /www.proteom exchange .o rg /）  に登録した。GENETYX ソフトウェ

ア  （GENETYX  CO. ,  Tokyo ,  J apan）により、アミノ酸配列アライメント

と分子系統解析を行い、相同性を確認した。BioGRID ウェブサイトツール  

（h t tps : / / t heb iogr id .o rg /） ( 1 0 3 )を用いて、これまでに報告されている NP 相

互作用タンパク質の検索を行った。  

3-2 -7  GST-Pin1 のプルダウン  

SARS -CoV-2  NP のオープンリーディングフレームは、N 末端側に Flag -

t ag を持つ pcDNA 3 .1 プラスミドに組み込んだ。Ser79 のコドンをインバー

ス PCR によって GCC （Ala）に置換し、NP の非リン酸化性変異体  （S79A）

を発現するプラスミドを作製した。このプラスミド配列は制限酵素消化お

よび DNA シーケンスにより確認した。Effec t en e  Trans fec t ion  Reagen t  

（QIAGEN,  Hi lden ,  Germany）  を用いてプラスミドを HEK 293A 細胞に

導入した。GST- tag 付き Pin1 を用いたプルダウンアッセイは、既報 ( 1 0 4 )に

したがって行った。回収した細胞を、プルダウンバッファー  （50  mM 

HEPES  （pH 7 .4）、200  mM NaCl、10% g lycero l、1% Tr i tonX -100、1  

mM EDTA、1 .5  mM MgCl 2）に溶解させた。細胞溶解液を GST または

GST-P in1 を含むグルタチオンアガロースビーズに加え、4℃で 4 時間イン

キュベートした。ビーズに結合したタンパク質はプルダウンバッファーで 2

回洗浄後に 100  L の SDS サンプルバッファーで溶出し、イムノブロット

分析による NP 検出に使用した。  

3-2 -8  shRNA レンチウイルスによる Pin1 のノックダウン  

Sigma-Aldr i ch から購入した Pin1 を標的とする shRNA をコードするプラ

スミド  （TRCN0000001035 および TRCN0000010577）を、Lipofec t amine  

3000  （Thermo F i sher  Sc i en t i f i c）を用いて 293T-レンチ -X 細胞にパッケ

ージングプラスミドと共にトランスフェクションした。培養上清を 0 .45-

m フィルターを用いてろ過し、VeroE 6/TMPRSS2 細胞に添加した後、2  
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g /mL ピューロマイシンを用いて選択した。Pin1 のノックダウンは、抗

Pin1 抗体を用いたイムノブロット解析により確認した。  

3-2 -9  定量 RT-PC R とウイルス力価試験  

Pin1 ノックダウン細胞およびコントロール細胞に SARS -CoV-2 を MOI 

0 .05 で感染させ、48 時間後に上清を回収し、QIAamp Vi ra l  RNA Mini  Ki t  

（QIAGEN）を用いて上清から全ウイルス RNA を抽出した。定量 RT-PCR 

（qRT-PCR）は、SARS -CoV-2 特異的プライマー  （5 ' -

AAATTTTGGGAC CAGGAAC -3 ' ,  5 ' -TGGCAGCTGTGTA GTCAAC -3 ' ,  

and  5 ' -FAM-ATGT CGCATTGGCATGG A -BHQ-3 '） ( 1 0 5 ,  1 0 6 )と CFX 96  

Rea l -Time  PCR sys t em （Bio-Rad）、TaqMan  Fas t  1 - s t ep  mas t e r  mix  

reagen t  （Thermo F i sher  Sc i en t i f i c）を用いて実施した。N2 スタンダード  

（Nihon  Gene  Research  Labor a to r i es ,  ca t a log  number  JP -NN2-PC）をも

とに作成した標準曲線に Ct 値をプロットし、ウイルス RN A 量を算出し

た。ウイルス力価は、96 ウェルプレートの VeroE6/TMPRSS2 細胞を用

い、1 ウイルス希釈あたり 4 ウェルで測定した。細胞に希釈ウイルス  

（1 :100 -1:100 ,000 ,000 希釈）100  L を接種した。接種から 3 日後、Cel l -

Ti t e r  Glo アッセイ  （Promega ,  Mad i so n ,  W I ,  USA）を用いて、ウイルス

感染によって誘発された細胞障害作用を測定した。感染率は以下のように

算出した。  

RLU (sample without virus) − RLU （sample with virus）

RLU (sample without virus) −  RLU （blank）
× 100 

また、50% t i s sue  cu l tu re  i n f ec t ious  dose  （TCID50）の値は、GraphPad  

P r i sm 8  ソフトウェアにより算出した。  

 

3-3 .結果  

3-3 -1  Phos - tag  SDS -PAGE による SARS -CoV-2  NP のリン酸化の確認  

SARS -CoV-2  NP は、ウイルス粒子形成に重要な役割を果たす最も豊富

な構造タンパク質と考えられている ( 9 4 - 9 6 )。まず、本研究においては、

SARS -CoV-2  NP がリン酸化されているか否かを調べるために、ウイルス感

染 VeroE6/TMPRSS2 細胞の細胞溶解液を Phos - t ag  SDS -PAGE ゲルを用い

て電気泳動し、アルカリフォスファターゼ処理系  （脱リン酸化処理）と未

処理系で、抗 NP 抗体を用いたイムノブロット解析によりバンドパターンを

比較した。その結果、いくつかのアップシフトしたバンドが観察され、そ

れらはアルカリフォスファターゼ処理後に消失し、NP がリン酸化状態にあ
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ることを確認した。アルカリフォスファターゼ処理後もいくつかのアップ

シフトしたバンドが残っており、今回の条件では NP の脱リン酸化は不完全

であることが示唆された。一方、通常の SDS -PAG E では、試料間でこのよ

うな差はみられなかった（図 3-1）。これらの結果は、感染細胞において NP

がリン酸化され、このリン酸化が Phos - t ag リガンドによって認識される可

能性を示唆した。  

3-3 -2  NP のリン酸化サイトの同定  

次に、感染細胞から細胞外に放出された成熟したウイルス粒子のリン酸

状態を正確に調べるために、SARS -CoV-2 感染細胞から得られた培養上清

を遠心分離後、ウイルス粒子を単離・回収した。Phos - t ag  SDS -PAGE によ

ってアップシフトするバンドが観察されたことから、単離・回収されたウ

イルス粒子内の NP もリン酸化状態にあることが示唆された（図 3-2）。さ

らに、リン酸化されたウイルスタンパク質を同定するため、ウイルス粒子

からタンパク質を抽出し、トリプシンによって消化後に Phos - t ag 磁気ビー

ズを用いてリン酸化ペプチドを濃縮した。精製したペプチドを質量分析に

供試し、得られた質量データを UniPro tKD からダウンロードした SARS -

CoV-2 のアミノ酸配列データベースと照合した。その結果、NP に由来する

いくつかのペプチドフラグメントを同定した。その中の 1 つのフラグメン

ト、GQGVPINTNSpSPDDQIGYYR（# 66-#89）  は、Ser79 でリン酸化さ

れており、再現良く同定された（図 3-3）。Ser79 の次のアミノ酸残基は Pro

であり（Ser79 -P ro8 0）、ペプチジルプロリルイソメラーゼ Pin1 の標的モチ

ーフ（pSer /Thr-P ro）であることが明らかとなった。くわえて、今回検出

された NP のリン酸化部位が進化的に保存されているか否かを調べるため、

SARS -CoV-2 の近縁種の WIV1-CoV や SARS -CoV の NP のアミノ酸配列の

マルチプルアライメント（多重整列）と分子系統樹解析を行った。WIV1 -

CoV と SARS -CoV については、既報に示されているように SARS -CoV-2

と高いアミノ酸の配列類似性を持つことが示唆された ( 1 0 7 ,  1 0 8 )（図 3-4）。一

方、今回同定された Ser79 は、他のコロナウイルスには存在せず、SARS -

CoV-2 のみに観察される独自なリン酸化セリン残基であることが示唆され

た（図 3-4）。また、SARS -CoV-2 の変異株における NP の Pin1 標的モチー

フ（Ser79 -P ro80）周辺のアミノ酸配列のマルチプルアラインメントを実施

した。その結果、Ser79 -P ro80 は現在世界的に流行しているデルタ株やオ

ミクロン株を含む変異体間で、ほぼ保存されていることがわかった。興味

ある知見として、ガンマ変異株は Pro80 が Arg に置換されており（図 3-5）、
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Pin1 はこの変異体由来の NP とは相互作用しない可能性も示唆された。  

3-3 -3  P in1 と NP のリン酸化した Ser79 -Pro80 モチーフとの結合  

今回同定された Se r79 の次のアミノ酸残基はプロリンであり（Ser79 -

P ro80）、 ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ Pin1 の 標 的 モ チ ー フ  

（pSer /Thr-P ro）であることも示唆された。NP のアミノ酸配列全体では、

他に 5 つの Pin1 認識 /結合モチーフが存在すると考えられるが、Ser79 だけ

は WIV1-CoV や SARS -CoV には存在しない SARS -CoV-2 独自のアミノ酸

残基であると思われた（図 3-6）。次に、GST プルダウンアッセイを用いて、

Pin1 が NP と直接相互作用するかどうかを調べた  （図 3-7）。その結果、NP

は GST-P in1 には結合するが陰性対照である GST のみには結合しないこと

が確認された。さらに、Ser79 を Ala に置換（S79A）すると、GST-P in1 と

NP の結合が著しく減少することから、Pin1 がこの部位に結合していること

が示唆された（図 3-8A）。  

NP は、ウイルスのヌクレオカプシドの構造タンパク質であり、ウイルス

のパッケージングの際、結合宿主タンパク質をウイルス粒子内に輸送する

ことが知られている ( 1 0 9 ,  1 1 0 )。そこで次に、Pin1 が NP との相互作用を介し

てウイルス粒子内に取り込まれる可能性があるため、ウイルス粒子内の

Pin1 の存在を調べた。その結果イムノブロット解析により、ウイルス粒子

内に Pin1 が存在することが確認された（図 3-8B）。  

また、ウイルス粒子内に存在する他の宿主タンパク質を網羅的に解析す

るために、別の解析も並行して行った。その結果、質量分析により、感染

細胞の培養上清中に 760 個のタンパク質が同定され、陰性対照である非感

染細胞の培養上清で同定された 219 個のタンパク質を除いた 623 個のタン

パク質が宿主細胞由来タンパク質であると考えられた（図 3-9）。培養上清

から精製したウイルス粒子内で同定された宿主タンパク質の多くは転写や

翻訳に関与しており、58 種類はすでに NP との結合が報告されている（表

3-1、図 3-9）（ht tps : / / t heb iogr id .o rg /）。なお、Pin1 はこの解析では検出さ

れなかったが、これはタンパク質濃度が質量分析における検出限界値以下

であったためと推定された。また、前項（3-3 -2）において、NP のリン酸

化部位同定のために用いたウイルス粒子消化物の試料中にも宿主由来のリ

ン酸化ペプチドが含まれている可能性があることも示唆された。そのため、

さらにヒトアミノ酸配列データベースを使用した検索を行った。その結果、

3 回解析中 3 回とも同定された宿主由来リン酸化ペプチドは Osteopon t in、

40S  r ibosomal  p ro t e in  S3、Cof i l i n -1 あるいは Heat  shock  p ro t e in  be t a -1

https://thebiogrid.org/
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の 4 種類のタンパク質に由来することが示唆された。  

3-3 -4  P in1 とウイルス複製との関係  

NP と Pin1 の相互作用の機能を調べるため、2 種類の Pin1 標的 shRNA

（ sh_P in1#1 および sh_P in1#2）を用いて、Pin1 が安定的に発現抑制され

た VeroE6/TMPRSS2 細胞を樹立した。Pin1 ノックダウンはイムノブロッ

ト解析により、両 shRNA によって Pin1 の発現が十分に低下していること

が確認された（図 3-10A）。また、これらの細胞に SARS -CoV-2 を感染させ  

（MOI=0 .5）、48 時間後に培養上清中のウイルス RNA 量を qRT-PCR で測

定した。その結果、Pin1 ノックダウン細胞では、コントロール細胞と比較

してウイルス RNA 量が著しく減少した  （ sh_P in1#1 で 33%、 sh_Pin1#2 で

38%）（図 3-10B）。同様に、Pin1 ノックダウン細胞では、ウイルス力価も

対照細胞と比較して顕著に低下した（ sh_Pin1#1 および#2 で 26％）（図 3-

10C）。これらの結果から、Pin1 はウイルスの複製を正に制御している可能

性が示唆された。  

 

3-4 .考察  

ウイルスタンパク質の翻訳後の修飾解析は、ウイルスの複製や病原性の

分子機構を理解する上で重要な手段であると考えられている ( 1 1 1 )。特に、

タンパク質のリン酸化は、多くのウイルスにおいて感染と増殖のために必

要不可欠であることが示唆されている ( 1 1 2 )。そこで、本研究では、Phos -

t ag 技術を利用して、SARS -CoV-2  NP の機能的リン酸化を明らかにし、病

原体と宿主の相互作用における分子基盤機構の一部を明らかにすることを

試みた。その結果、SARS -CoV-2 感染細胞において NP の Ser79 残基はリン

酸化され、パッケージング後に放出されたウイルス粒子内でもリン酸化状

態にあることが推定された。さらに、このリン酸化は、宿主因子である

Pin1 との相互作用に必要であることも示唆された。さらに、Pin1 をノック

ダウンすると、感染細胞上清中のウイルス RNA 量が減少することから、

Pin1 がウイルスの複製を増強させている可能性も推定された ( 1 1 3 )。  

本研究において使用した Phos - t ag システムは、リン酸化プロテオミクス

において、様々な条件により変動するウイルスタンパク質のリン酸化パタ

ーンを解析するために利用されている ( 1 1 4 ,  1 1 5 )。例えば、B 型肝炎ウイルス

の構成タンパク質である HBc は、 se r ine -a rg in ine - r i ch  p ro t e in  k inase  1  

（SRPK1）と共発現させるとリン酸化が促進されることが Phos - t ag  SDS -

PAGE により明らかになっている ( 1 1 6 )。また、A 型インフルエンザウイルス
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の NP における Tyr7 8 のリン酸化も Phos - t ag  SDS -PAGE により確認されて

いる ( 1 1 7 )。本研究においても、SARS -CoV-2 の NP がリン酸化状態にあるこ

とを Phos - t ag  SDS -PAGE で確認した ( 1 1 3 )。NP のリン酸化は、理論的には

プロリン指向性 Ser /Thr キナーゼ  （CDK、GSK3、MAPK、CLK）などに

より行われると考えられるが、本ウイルスは、プロテインキナーゼをコー

ドしていないため、ウイルス感染後に宿主細胞のキナーゼによりリン酸化

されると思われる ( 1 1 8 )。また、NP はウイルスのライフサイクルの様々な過

程に関与していることから ( 1 1 9 )、機能的なリン酸化の解析は、ウイルス複

製やウイルスによる細胞病原性の機能解明に有益であると考えられる ( 3 3 )。  

さらに、本研究においては、ウイルスのリン酸化タンパク質とそのリン

酸化部位を同定するために、感染細胞の培養上清から採取したウイルス粒

子を精製した。これまで実施されている SARS -CoV-2 のリン酸化タンパク

質解析では、感染細胞をそのまま酵素消化して質量分析している ( 3 3 ,  1 2 0 )。

感染細胞内には、成熟前のプロテアーゼで切断されていない１本の長いポ

リペプチド鎖（前駆体）やアセンブリ前のタンパク質も存在している ( 1 2 1 ,  

1 2 2 )。我々はプロテアーゼ切断を受けて成熟したタンパク質のみを解析対象

にするために、パッケージングされ細胞外に放出されたウイルス粒子を培

養上清から回収して解析に用いた。実験施設のバイオセーフティ上の制約

から、密度勾配超遠心法は実施できなかったが、簡便な遠心分離手順でウ

イルス粒子を精製し、タンパク質抽出とトリプシン消化を行い、Phos - t ag

磁気ビーズでリン酸化ペプチドを濃縮してから質量分析を行うことを試み

た。一般に、細胞培養上清に含まれる高濃度の FBS や複数の添加物は、質

量分析解析においてしばしば障害となるが ( 1 2 3 )、Phos - t ag 磁気ビーズは、

リン酸化ペプチドを高い選択性と再現性で効率的に精製するのに有用であ

ることが示唆されている ( 6 1 )。実際、我々の最近の研究において、Phos - t ag  

磁気ビーズによる濃縮法は、高濃度非リン酸化タンパク質を含む血清の分

析に他の方法よりも適していることが実証されている ( 6 3 )  。ウイルス研究に

おける Phos - t ag 技術は Phos - t ag  SDS -PAGE を用いたものがほとんどであ

った。そのため、SARS -CoV-2 のリン酸化タンパク質  （リン酸化ペプチド）

を Phos - t ag ビーズにより網羅的に検出して機能的なリン酸化を探索する試

みは、我々が知る限りにおいて、本研究が初めてであると思われる ( 3 3 ,  1 2 4 )。  

くわえて、既報により、SARS -CoV-2  の NP は感染細胞内において複数

のリン酸化部位が同定されている ( 3 3 ,  1 2 0 )。一方、本研究では、放出された

ウイルス粒子を試料として用いた解析を実施し、NP の Ser79 のみが再現良
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く高いスコアで同定されることを確認した ( 1 1 3 )。この理由として、ウイル

ス粒子の生成中または生成後に脱リン酸化が起こり、NP のリン酸化状態が

変化している可能性が考えられる。実際、この仮説と一致して、本研究の

Phos - t ag  SDS -PAG E では、NP のリン酸化バンドが細胞溶解液よりもウイ

ルス粒子では少ないことが示された。また、B 型肝炎ウイルス感染で観察

されるように、ウイルス粒子形成時にウイルスのコアタンパク質が脱リン

酸化を受けることはよく知られている ( 1 2 5 ,  1 2 6 )。これらの結果は、ウイルス

のコアタンパク質の動的なリン酸化 /脱リン酸化が、ウイルス複製の複数の

過程を制御していることを示す可能性がある。  

次に、本研究で実施した Phos - t ag  SDS -PAGE 解析において、SARS -

CoV2 ウイルス粒子内には、いくつかの NP のリン酸化バンドが検出され、

Ser79 以外のアミノ酸サイトでもリン酸化が起こっていることがわかった。

しかし、他のサイトでのリン酸化は全て低スコアであるか、再現性がなか

った。つまり、Ser7 9 のリン酸化のみが再現性が高く、高スコアであったこ

とから、これは質量分析により解析されやすい部位と思われた。また、当

該部位が再現良く検出されたことは、Se r79 が高頻度でリン酸化されている

可能性も示唆している。この点においては、ウイルス粒子内の、NP のリン

酸化の挙動を明らかにするために、さらなる研究が必要であろう。  

さらに、本研究において、私たちは Pin1 が NP の Ser79 に結合し、ウイ

ルスの複製を増強していることを明らかにした ( 1 1 3 )。Pin1 は、リン酸化さ

れた Ser /Thr-P ro モチーフを特異的に認識し異性化するペプチジルプロリル

シストランイソメラーゼである。Pin1 は、ペプチド結合のシス -トランス異

性化を通じて構造変化を触媒し、標的タンパク質の触媒活性、局在性、安

定性を変化させることが知られている ( 1 2 7 ,  1 2 8 )。例えば、B 型肝炎のコアタ

ンパク質である HBc では、宿主細胞の Pin1 とウイルスタンパク質の相互作

用が報告されており、HBc のリン酸化サイトへの Pin1 の結合が HBc の安

定性に寄与していることが示されている ( 1 1 4 )。Pin1 によるリン酸化タンパ

ク質の機能制御は、ウイルス -宿主細胞間の相互作用にも影響を及ぼしてい

ることが示唆されている ( 1 2 9 )。RNA ウイルス感染症における粒子内 Pin1 の

役割は、広く研究されている。Misumi らは、HIV の脱殻過程にはカプシド

タンパク質と Pin1 との相互作用が必要であることを示した ( 1 3 0 )。また、

RNA 干渉による Pin1 発現抑制は、HIV- 1 の複製の抑制による標的細胞の細

胞質内に存在する粒子状カプシドコアの数が増加することも示唆している

( 1 3 0 )。さらに、Manganaro らは、Pin1 が HIV-1 インテグラーゼの構造変化
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を触媒し、その安定性を高めることで、HIV-1 の効率的なインテグレーシ

ョン反応と感染に関係していることを報告した ( 1 3 1 )。興味深いことに、近

年、Yamamotoya らは、Pin1  を標的とした低分子阻害剤が  COVID-19  の治

療薬となる可能性を報告している ( 1 3 2 )。これらの結果は、Pin1 がウイルス

と宿主細胞間の分子間クロストークに重要な役割を果たし、抗ウイルス治

療のユニークな標的となる可能性を示唆している。   

また、複数のコロナウイルスの NP の配列を比較した結果、興味深いこと

に、Ser79 は SARS -CoV-2 に特異的に存在し他のコロナウイルスにはない

リン酸化部位であることが明らかになった。SARS -CoV-2 は、より効率的

な増殖と宿主細胞への適応を実現するために進化したと考えられる。今後

は、このようなウイルスタンパク質のリン酸化と Pin1 との相互作用を詳細

に解明することで、Pin1 が関わるウイルス増殖の分子機構をさらに明らか

にすることが望まれる。  

くわえて、Pin1 以外の多くの宿主由来タンパク質がウイルス粒子内に存

在することも明らかにされた。これらは Pin1 同様に、ウイルスタンパク質

と相互作用することで粒子内に取り込まれた可能性、そしてウイルスの増

殖と複製に何らかの役割を果たしている可能性があると考える。同定され

た宿主由来のリン酸化部位は Osteop on t in、40S  r ibosomal  p ro t e in  S3、

Cof i l i n -1 あるいは Heat  shock  p ro t e in  be t a -1 に由来するものであった。

Cof i l i n -1 と Heat  shock  p ro t e in  be t a -1 については、そのリン酸化がアクチ

ン線維の重合と再構築を調節していると報告されている ( 1 3 3 ,  1 3 4 )。特に、今

回同定された Cof i l i n -1 の Ser3 は L IM キナーゼからリン酸化を受け、Ser3

がリン酸化した Cof i l i n -1 は不活性型となりアクチン線維の切断と脱重合が

阻害される ( 1 3 4 )。ウイルスは、ライフサイクルの様々な過程で、アクチン

などの宿主の細胞骨格系を利用している ( 1 3 5 )。放出されたウイルス粒子内

にリン酸化 Cof i l i n -1 が存在したことは、SARS -CoV-2 がウイルスの複製や

放出の過程で Cof i l i n -1 によるアクチン線維の再構築のシステムを利用して

いる可能性を示唆している。  

最後に、本研究においては、Vero  E6 /TMPRSS2 の細胞培養モデルのみを

用いたため、観察された現象は NP リン酸化や Pin1 相互作用の点で生体内

の事象を反映していない可能性があることが、本研究の制限として挙げら

れる。現時点で最も優れていると思われる方法を用い、SARS -CoV-2 のウ

イルス感染に関わる Pin -1 と相互作用する NP の新規リン酸化部位を同定し、

リン酸化プロテオミクス解析がウイルス研究分野において非常に有用なア
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プローチであることを初めて証明した。リン酸化プロテオミクス解析技術

の改良は現在も進行中であり、より優れた前処理法やより高性能・好感度

な質量分析装置の利用により、ウイルスのリン酸化プロテオームをより詳

細かつ完全に解明することが可能になると予想される ( 5 0 ,  1 3 6 )。そうなれば、

ウイルス研究の新たな局面が開かれることが期待され、本研究はその先駆

的な研究と位置づけられる。  

 

3-5 .結語  

本研究では、  Phos - t ag  技術と質量分析を応用し、SARS -CoV-2  NP の

Ser79 がリン酸化されていること、そのリン酸化が宿主タンパク質の Pin1

との相互作用に重要であることを示した。また、そのリン酸化部位は他の

コロナウイルスには存在せず、SARS -CoV-2 特異的であることも示唆され

た。さらに、NP と Pin1 の相互作用は、ウイルス粒子の安定性と感染性に

寄与している可能性が示唆された。これまで SARS -CoV-2  NP の Ser79 の

リン酸化は検出・同定はされてはいたが、その生理的な機能については明

らかになっておらず、本研究において初めてその一端が明らかにされた。

特に、成熟後、細胞外に放出されたウイルス粒子内のタンパク質のリン酸

化を解析するために Phos - t ag 技術を応用したのは、我々が知る限りにおい

て、本研究が初めてであると思われる。かように、本研究で得られた結果

すなわち、Pin1 依存的なウイルス構造タンパク質の機能制御は、これまで

知られていなかったウイルス -宿主間相互作用を明らかにした。究極的に、

このことは、Pin1 が COVID-19 の治療標的分子となる可能性を示している。  
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表 3-1 .ゲル内消化および質量分析により同定された SARS -CoV-2 粒子中の

宿主細胞由来タンパク質  

 

Supplemental Table S1. Proteins of host cells identified by in-gel digestion and LC-MS/MS analysis in SARS-CoV-2 particles.

Accession No. Gene name Accession No. Gene name Accession No. Gene name Accession No. Gene name

A2A3N6 PIPSL P15311 EZR P51149 RAB7A Q14847 LASP1

A6NGU5 GGT3P P15531 NME1 P51665 PSMD7 Q14974 KPNB1

B5MD39 GGTLC3 P15880 RPS2 P51991 HNRNPA3 Q15008 PSMD6

B5ME19 EIF3CL P16152 CBR1 P52272 HNRNPM Q15019 SEPTIN2

E9PAV3 NACA P16403 H1-2 P52597 HNRNPF Q15084 PDIA6

O00159 MYO1C P16422 EPCAM P52758 RIDA Q15102 PAFAH1B3

O00203 AP3B1 P16444 DPEP1 P52907 CAPZA1 Q15149 PLEC

O00214 LGALS8 P17096 HMGA1 P52943 CRIP2 Q15181 PPA1

O00231 PSMD11 P17174 GOT1 P53396 ACLY Q15233 NONO

O00232 PSMD12 P17655 CAPN2 P53621 COPA Q15323 KRT31

O00299 CLIC1 P17931 LGALS3 P54136 RARS1 Q15365 PCBP1

O00303 EIF3F P17980 PSMC3 P54709 ATP1B3 Q15366 PCBP2

O00410 IPO5 P18077 RPL35A P54920 NAPA Q15393 SF3B3

O00425 IGF2BP3 P18085 ARF4 P55010 EIF5 Q15417 CNN3

O00487 PSMD14 P18124 RPL7 P55060 CSE1L Q15436 SEC23A

O14493 CLDN4 P18621 RPL17 P55072 VCP Q15717 ELAVL1

O14744 PRMT5 P18669 PGAM1 P55209 NAP1L1 Q15836 VAMP3

O14745 SLC9A3R1 P18754 RCC1 P55786 NPEPPS Q15907 RAB11B

O14818 PSMA7 P19338 NCL P55884 EIF3B Q15910 EZH2

O14950 MYL12B P19784 CSNK2A2 P56537 EIF6 Q16181 SEPTIN7

O14979 HNRNPDL P20020 ATP2B1 P59998 ARPC4 Q16401 PSMD5

O14980 XPO1 P20042 EIF2S2 P60174 TPI1 Q16543 CDC37

O15143 ARPC1B P20073 ANXA7 P60228 EIF3E Q16610 ECM1

O15144 ARPC2 P20340 RAB6A P60660 MYL6 Q16643 DBN1

O15145 ARPC3 P20618 PSMB1 P60842 EIF4A1 Q16851 UGP2

O15305 PMM2 P21281 ATP6V1B2 P60866 RPS20 Q2VIR3 EIF2S3B

O15438 ABCC3 P21283 ATP6V1C1 P60900 PSMA6 Q53H96 PYCR3

O15439 ABCC4 P21291 CSRP1 P60953 CDC42 Q53QZ3 ARHGAP15

O15511 ARPC5 P21730 C5AR1 P61006 RAB8A Q5D862 FLG2

O43143 DHX15 P21926 CD9 P61019 RAB2A Q5JWF2 GNAS

O43175 PHGDH P22102 GART P61020 RAB5B Q5JXB2 UBE2NL

O43324 EEF1E1 P22234 PAICS P61026 RAB10 Q5QNW6 HIST2H2BF

O43390 HNRNPR P22314 UBA1 P61077 UBE2D3 Q5T2W1 PDZK1

O43396 TXNL1 P22626 HNRNPA2B1 P61106 RAB14 Q5T6V5 C9orf64

O43491 EPB41L2 P22735 TGM1 P61158 ACTR3 Q5VW32 BROX

O43548 TGM5 P23246 SFPQ P61160 ACTR2 Q5VYS4 MEDAG

O43684 BUB3 P23284 PPIB P61163 ACTR1A Q66K14 TBC1D9B

O43707 ACTN4 P23381 WARS1 P61204 ARF3 Q6DKJ4 NXN

O43795 MYO1B P23396 RPS3 P61247 RPS3A Q6EEV6 SUMO4

O43852 CALU P23528 CFL1 P61289 PSME3 Q6IMI6 SULT1C3

O60218 AKR1B10 P24534 EEF1B2 P61313 RPL15 Q6IS14 EIF5AL1

O60506 SYNCRIP P24666 ACP1 P61353 RPL27 Q6KB66 KRT80

O60701 UGDH P25398 RPS12 P61923 COPZ1 Q6XQN6 NAPRT

O60716 CTNND1 P25685 DNAJB1 P61978 HNRNPK Q6ZVX7 NCCRP1

O60763 USO1 P25705 ATP5F1A P61981 YWHAG Q71DI3 HIST2H3A

O60841 EIF5B P25786 PSMA1 P62081 RPS7 Q7KZF4 SND1

O60869 EDF1 P25787 PSMA2 P62136 PPP1CA Q7KZI7 MARK2

O60884 DNAJA2 P25788 PSMA3 P62140 PPP1CB Q7L1Q6 BZW1

O75143 ATG13 P26006 ITGA3 P62195 PSMC5 Q7L266 ASRGL1

O75367 MACROH2A1 P26196 DDX6 P62241 RPS8 Q7L2H7 EIF3M

O75390 CS P26373 RPL13 P62244 RPS15A Q7L576 CYFIP1

O75436 VPS26A P26599 PTBP1 P62249 RPS16 Q7Z5H4 VN1R5

O75607 NPM3 P26639 TARS1 P62263 RPS14 Q86TW2 ADCK1

O75874 IDH1 P26640 VARS1 P62266 RPS23 Q86U42 PABPN1

O75955 FLOT1 P26641 EEF1G P62269 RPS18 Q86VP6 CAND1

O76013 KRT36 P27105 STOM P62277 RPS13 Q86XF0 DHFR2

O95154 AKR7A3 P27348 YWHAQ P62314 SNRPD1 Q86Y46 KRT73

O95336 PGLS P27635 RPL10 P62318 SNRPD3 Q8IW75 SERPINA12

O95373 IPO7 P27695 APEX1 P62330 ARF6 Q8N1N4 KRT78

O95832 CLDN1 P27708 CAD P62333 PSMC6 Q8N257 HIST3H2BB

O95861 BPNT1 P27797 CALR P62424 RPL7A Q8N490 PNKD

P00352 ALDH1A1 P27816 MAP4 P62495 ETF1 Q8N7X4 MAGEB6

P00491 PNP P27824 CANX P62701 RPS4X Q8NC51 SERBP1

P00492 HPRT1 P28066 PSMA5 P62714 PPP2CB Q8NHP1 AKR7L

P00918 CA2 P28072 PSMB6 P62750 RPL23A Q8WUM4 PDCD6IP

P00966 ASS1 P28074 PSMB5 P62753 RPS6 Q8WW12 PCNP

P01040 CSTA P28482 MAPK1 P62805 H4C1 Q8WW24 TEKT4

P01111 NRAS P28838 LAP3 P62820 RAB1A Q8WXE9 STON2

P01834 IGKC P29218 IMPA1 P62826 RAN Q8WXH0 SYNE2

P01859 IGHG2 P29317 EPHA2 P62829 RPL23 Q8WYA1 ARNTL2

P02545 LMNA P29323 EPHB2 P62847 RPS24 Q92499 DDX1

P04083 ANXA1 P29692 EEF1D P62851 RPS25 Q92598 HSPH1

P04424 ASL P29966 MARCKS P62854 RPS26 Q92734 TFG

P04439 HLA-A P29992 GNA11 P62873 GNB1 Q92764 KRT35

P04632 CAPNS1 P30040 ERP29 P62888 RPL30 Q92841 DDX17

P04792 HSPB1 P30041 PRDX6 P62899 RPL31 Q92887 ABCC2

P04899 GNAI2 P30043 BLVRB P62906 RPL10A Q93008 USP9X

P05023 ATP1A1 P30044 PRDX5 P62913 RPL11 Q96A72 MAGOHB

P05026 ATP1B1 P30050 RPL12 P62917 RPL8 Q96AE4 FUBP1

P05089 ARG1 P30085 CMPK1 P62937 PPIA Q96BW5 PTER

P05106 ITGB3 P30086 PEBP1 P62979 RPS27A Q96C19 EFHD2

P05141 SLC25A5 P30419 NMT1 P63000 RAC1 Q96CX2 KCTD12

P05198 EIF2S1 P30511 HLA-F P63096 GNAI1 Q96EP5 DAZAP1

P05386 RPLP1 P30520 ADSS2 P63244 RACK1 Q96FW1 OTUB1

P05387 RPLP2 P31150 GDI1 P67809 YBX1 Q96FZ7 CHMP6

P05388 RPLP0 P31153 MAT2A P68371 TUBB4B Q96HN2 AHCYL2

P05413 FABP3 P31689 DNAJA1 P68402 PAFAH1B2 Q96NY7 CLIC6

P05455 SSB P31942 HNRNPH3 P78371 CCT2 Q96P63 SERPINB12

P05783 KRT18 P31943 HNRNPH1 P78386 KRT85 Q96QA5 GSDMA

P05787 KRT8 P31944 CASP14 P78524 DENND2B Q96QK1 VPS35

P06454 PTMA P31946 YWHAB P80723 BASP1 Q99447 PCYT2

P06576 ATP5F1B P31949 S100A11 P82979 SARNP Q99460 PSMD1

P06733 ENO1 P32929 CTH P83731 RPL24 Q99497 PARK7

P06748 NPM1 P32969 RPL9 P84098 RPL19 Q99519 NEU1

P06753 TPM3 P33176 KIF5B P84103 SRSF3 Q99536 VAT1

P06756 ITGAV P34896 SHMT1 Q00341 HDLBP Q99538 LGMN

P07355 ANXA2 P34932 HSPA4 Q00577 PURA Q99729 HNRNPAB

P07384 CAPN1 P35080 PFN2 Q00610 CLTC Q99873 PRMT1

P07741 APRT P35221 CTNNA1 Q00688 FKBP3 Q9BR76 CORO1B

P07814 EPRS1 P35268 RPL22 Q00839 HNRNPU Q9BRF8 CPPED1

P07910 HNRNPC P35579 MYH9 Q01082 SPTBN1 Q9BRL6 SRSF8

P07954 FH P35606 COPB2 Q01469 FABP5 Q9BSU3 NAA11

P08133 ANXA6 P35637 FUS Q01813 PFKP Q9BUF5 TUBB6

P08183 ABCB1 P35754 GLRX Q01844 EWSR1 Q9BUT1 BDH2

P08195 SLC3A2 P35998 PSMC2 Q02790 FKBP4 Q9BVK6 TMED9

P08238 HSP90AB1 P36507 MAP2K2 Q02878 RPL6 Q9BXS5 AP1M1

P08572 COL4A2 P36578 RPL4 Q04695 KRT17 Q9BYE9 CDHR2

P08579 SNRPB2 P37108 SRP14 Q04760 GLO1 Q9C037 TRIM4

P08670 VIM P37837 TALDO1 Q04828 AKR1C1 Q9H089 LSG1

P08708 RPS17 P38159 RBMX Q04917 YWHAH Q9H511 KLHL31

P08754 GNAI3 P38606 ATP6V1A Q05639 EEF1A2 Q9HAV0 GNB4

P08758 ANXA5 P38646 HSPA9 Q06210 GFPT1 Q9HB71 CACYBP

P08865 RPSA P38919 EIF4A3 Q06323 PSME1 Q9HC38 GLOD4

P08962 CD63 P39019 RPS19 Q07020 RPL18 Q9NR31 SAR1A

P09211 GSTP1 P39023 RPL3 Q08188 TGM3 Q9NSB4 KRT82

P09382 LGALS1 P40121 CAPG Q08211 DHX9 Q9NTK5 OLA1

P09429 HMGB1 P40429 RPL13A Q09028 RBBP4 Q9NUQ9 FAM49B

P09493 TPM1 P40925 MDH1 Q09666 AHNAK Q9NVA2 SEPTIN11

P09525 ANXA4 P40926 MDH2 Q12846 STX4 Q9NY33 DPP3

P09651 HNRNPA1 P41250 GARS1 Q12904 AIMP1 Q9NZ32 ACTR10

P09913 IFIT2 P41252 IARS1 Q12905 ILF2 Q9NZH8 IL36G

P0C0S5 H2AZ1 P42224 STAT1 Q12906 ILF3 Q9NZM1 MYOF

P0C0S8 H2AC11 P43034 PAFAH1B1 Q12912 LRMP Q9NZP5 OR5AC2

P0DME0 SETSIP P43487 RANBP1 Q13045 FLII Q9NZT1 CALML5

P0DMV8 HSPA1A P46459 NSF Q13148 TARDBP Q9P0V9 SEPTIN10

P0DOX5 P46776 RPL27A Q13200 PSMD2 Q9P291 ARMCX1

P0DP23 CALM1 P46777 RPL5 Q13283 G3BP1 Q9P2J5 LARS1

P0DP57 SLURP2 P46778 RPL21 Q13347 EIF3I Q9UBQ5 EIF3K

P10301 RRAS P46781 RPS9 Q13404 UBE2V1 Q9UBY0 SLC9A2

P10599 TXN P46782 RPS5 Q13409 DYNC1I2 Q9UDY8 MALT1

P10619 CTSA P46783 RPS10 Q13442 PDAP1 Q9UHD8 SEPTIN9

P11021 HSPA5 P46821 MAP1B Q13492 PICALM Q9UI42 CPA4

P11047 LAMC1 P46926 GNPDA1 Q13561 DCTN2 Q9UJ70 NAGK

P11216 PYGB P46939 UTRN Q13596 SNX1 Q9UJU6 DBNL

P11233 RALA P46940 IQGAP1 Q13641 TPBG Q9UL25 RAB21

P11279 LAMP1 P47755 CAPZA2 Q13772 NCOA4 Q9UL46 PSME2

P11586 MTHFD1 P47756 CAPZB Q13813 SPTAN1 Q9ULA0 DNPEP

P11940 PABPC1 P47897 QARS1 Q13835 PKP1 Q9ULV4 CORO1C

P12004 PCNA P48059 LIMS1 Q13838 DDX39B Q9UMS4 PRPF19

P12035 KRT3 P48147 PREP Q13867 BLMH Q9UMS6 SYNPO2

P12081 HARS1 P48444 ARCN1 Q13885 TUBB2A Q9UNM6 PSMD13

P12268 IMPDH2 P48637 GSS Q14103 HNRNPD Q9UNS2 COPS3

P12277 CKB P49189 ALDH9A1 Q14152 EIF3A Q9UNX3 RPL26L1

P12956 XRCC6 P49207 RPL34 Q14168 MPP2 Q9UPY8 MAPRE3

P13010 XRCC5 P49327 FASN Q14195 DPYSL3 Q9UQ80 PA2G4

P13489 RNH1 P49411 TUFM Q14204 DYNC1H1 Q9Y230 RUVBL2

P13639 EEF2 P49720 PSMB3 Q14254 FLOT2 Q9Y265 RUVBL1

P13667 PDIA4 P49721 PSMB2 Q14315 FLNC Q9Y266 NUDC

P13693 TPT1 P49773 HINT1 Q14344 GNA13 Q9Y295 DRG1

P14550 AKR1A1 P50454 SERPINH1 Q14444 CAPRIN1 Q9Y3F4 STRAP

P14618 PKM P50502 ST13 Q14451 GRB7 Q9Y3U8 RPL36

P14625 HSP90B1 P50552 VASP Q14525 KRT33B Q9Y5S9 RBM8A

P14678 SNRPB P50914 RPL14 Q14533 KRT81 Q9Y6E2 BZW2

P14735 IDE P50991 CCT4 Q14574 DSC3 Q9Y6U3 SCIN

P14868 DARS1 P50995 ANXA11 Q14697 GANAB Q9Y6V0 PCLO

P15121 AKR1B1 P51148 RAB5C Q14764 MVP
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Supplemental Table S1. Proteins of host cells identified by in-gel digestion and LC-MS/MS analysis in SARS-CoV-2 particles.

Accession No. Gene name Accession No. Gene name Accession No. Gene name Accession No. Gene name

A2A3N6 PIPSL P15311 EZR P51149 RAB7A Q14847 LASP1

A6NGU5 GGT3P P15531 NME1 P51665 PSMD7 Q14974 KPNB1

B5MD39 GGTLC3 P15880 RPS2 P51991 HNRNPA3 Q15008 PSMD6

B5ME19 EIF3CL P16152 CBR1 P52272 HNRNPM Q15019 SEPTIN2

E9PAV3 NACA P16403 H1-2 P52597 HNRNPF Q15084 PDIA6

O00159 MYO1C P16422 EPCAM P52758 RIDA Q15102 PAFAH1B3

O00203 AP3B1 P16444 DPEP1 P52907 CAPZA1 Q15149 PLEC

O00214 LGALS8 P17096 HMGA1 P52943 CRIP2 Q15181 PPA1

O00231 PSMD11 P17174 GOT1 P53396 ACLY Q15233 NONO

O00232 PSMD12 P17655 CAPN2 P53621 COPA Q15323 KRT31

O00299 CLIC1 P17931 LGALS3 P54136 RARS1 Q15365 PCBP1

O00303 EIF3F P17980 PSMC3 P54709 ATP1B3 Q15366 PCBP2

O00410 IPO5 P18077 RPL35A P54920 NAPA Q15393 SF3B3

O00425 IGF2BP3 P18085 ARF4 P55010 EIF5 Q15417 CNN3

O00487 PSMD14 P18124 RPL7 P55060 CSE1L Q15436 SEC23A

O14493 CLDN4 P18621 RPL17 P55072 VCP Q15717 ELAVL1

O14744 PRMT5 P18669 PGAM1 P55209 NAP1L1 Q15836 VAMP3

O14745 SLC9A3R1 P18754 RCC1 P55786 NPEPPS Q15907 RAB11B

O14818 PSMA7 P19338 NCL P55884 EIF3B Q15910 EZH2

O14950 MYL12B P19784 CSNK2A2 P56537 EIF6 Q16181 SEPTIN7

O14979 HNRNPDL P20020 ATP2B1 P59998 ARPC4 Q16401 PSMD5

O14980 XPO1 P20042 EIF2S2 P60174 TPI1 Q16543 CDC37

O15143 ARPC1B P20073 ANXA7 P60228 EIF3E Q16610 ECM1

O15144 ARPC2 P20340 RAB6A P60660 MYL6 Q16643 DBN1

O15145 ARPC3 P20618 PSMB1 P60842 EIF4A1 Q16851 UGP2

O15305 PMM2 P21281 ATP6V1B2 P60866 RPS20 Q2VIR3 EIF2S3B

O15438 ABCC3 P21283 ATP6V1C1 P60900 PSMA6 Q53H96 PYCR3

O15439 ABCC4 P21291 CSRP1 P60953 CDC42 Q53QZ3 ARHGAP15

O15511 ARPC5 P21730 C5AR1 P61006 RAB8A Q5D862 FLG2

O43143 DHX15 P21926 CD9 P61019 RAB2A Q5JWF2 GNAS

O43175 PHGDH P22102 GART P61020 RAB5B Q5JXB2 UBE2NL

O43324 EEF1E1 P22234 PAICS P61026 RAB10 Q5QNW6 HIST2H2BF

O43390 HNRNPR P22314 UBA1 P61077 UBE2D3 Q5T2W1 PDZK1

O43396 TXNL1 P22626 HNRNPA2B1 P61106 RAB14 Q5T6V5 C9orf64

O43491 EPB41L2 P22735 TGM1 P61158 ACTR3 Q5VW32 BROX

O43548 TGM5 P23246 SFPQ P61160 ACTR2 Q5VYS4 MEDAG

O43684 BUB3 P23284 PPIB P61163 ACTR1A Q66K14 TBC1D9B

O43707 ACTN4 P23381 WARS1 P61204 ARF3 Q6DKJ4 NXN

O43795 MYO1B P23396 RPS3 P61247 RPS3A Q6EEV6 SUMO4

O43852 CALU P23528 CFL1 P61289 PSME3 Q6IMI6 SULT1C3

O60218 AKR1B10 P24534 EEF1B2 P61313 RPL15 Q6IS14 EIF5AL1

O60506 SYNCRIP P24666 ACP1 P61353 RPL27 Q6KB66 KRT80

O60701 UGDH P25398 RPS12 P61923 COPZ1 Q6XQN6 NAPRT

O60716 CTNND1 P25685 DNAJB1 P61978 HNRNPK Q6ZVX7 NCCRP1

O60763 USO1 P25705 ATP5F1A P61981 YWHAG Q71DI3 HIST2H3A

O60841 EIF5B P25786 PSMA1 P62081 RPS7 Q7KZF4 SND1

O60869 EDF1 P25787 PSMA2 P62136 PPP1CA Q7KZI7 MARK2

O60884 DNAJA2 P25788 PSMA3 P62140 PPP1CB Q7L1Q6 BZW1

O75143 ATG13 P26006 ITGA3 P62195 PSMC5 Q7L266 ASRGL1

O75367 MACROH2A1 P26196 DDX6 P62241 RPS8 Q7L2H7 EIF3M

O75390 CS P26373 RPL13 P62244 RPS15A Q7L576 CYFIP1

O75436 VPS26A P26599 PTBP1 P62249 RPS16 Q7Z5H4 VN1R5

O75607 NPM3 P26639 TARS1 P62263 RPS14 Q86TW2 ADCK1

O75874 IDH1 P26640 VARS1 P62266 RPS23 Q86U42 PABPN1

O75955 FLOT1 P26641 EEF1G P62269 RPS18 Q86VP6 CAND1

O76013 KRT36 P27105 STOM P62277 RPS13 Q86XF0 DHFR2

O95154 AKR7A3 P27348 YWHAQ P62314 SNRPD1 Q86Y46 KRT73

O95336 PGLS P27635 RPL10 P62318 SNRPD3 Q8IW75 SERPINA12

O95373 IPO7 P27695 APEX1 P62330 ARF6 Q8N1N4 KRT78

O95832 CLDN1 P27708 CAD P62333 PSMC6 Q8N257 HIST3H2BB

O95861 BPNT1 P27797 CALR P62424 RPL7A Q8N490 PNKD

P00352 ALDH1A1 P27816 MAP4 P62495 ETF1 Q8N7X4 MAGEB6

P00491 PNP P27824 CANX P62701 RPS4X Q8NC51 SERBP1

P00492 HPRT1 P28066 PSMA5 P62714 PPP2CB Q8NHP1 AKR7L

P00918 CA2 P28072 PSMB6 P62750 RPL23A Q8WUM4 PDCD6IP

P00966 ASS1 P28074 PSMB5 P62753 RPS6 Q8WW12 PCNP

P01040 CSTA P28482 MAPK1 P62805 H4C1 Q8WW24 TEKT4

P01111 NRAS P28838 LAP3 P62820 RAB1A Q8WXE9 STON2

P01834 IGKC P29218 IMPA1 P62826 RAN Q8WXH0 SYNE2

P01859 IGHG2 P29317 EPHA2 P62829 RPL23 Q8WYA1 ARNTL2

P02545 LMNA P29323 EPHB2 P62847 RPS24 Q92499 DDX1

P04083 ANXA1 P29692 EEF1D P62851 RPS25 Q92598 HSPH1

P04424 ASL P29966 MARCKS P62854 RPS26 Q92734 TFG

P04439 HLA-A P29992 GNA11 P62873 GNB1 Q92764 KRT35

P04632 CAPNS1 P30040 ERP29 P62888 RPL30 Q92841 DDX17

P04792 HSPB1 P30041 PRDX6 P62899 RPL31 Q92887 ABCC2

P04899 GNAI2 P30043 BLVRB P62906 RPL10A Q93008 USP9X

P05023 ATP1A1 P30044 PRDX5 P62913 RPL11 Q96A72 MAGOHB

P05026 ATP1B1 P30050 RPL12 P62917 RPL8 Q96AE4 FUBP1

P05089 ARG1 P30085 CMPK1 P62937 PPIA Q96BW5 PTER

P05106 ITGB3 P30086 PEBP1 P62979 RPS27A Q96C19 EFHD2

P05141 SLC25A5 P30419 NMT1 P63000 RAC1 Q96CX2 KCTD12

P05198 EIF2S1 P30511 HLA-F P63096 GNAI1 Q96EP5 DAZAP1

P05386 RPLP1 P30520 ADSS2 P63244 RACK1 Q96FW1 OTUB1

P05387 RPLP2 P31150 GDI1 P67809 YBX1 Q96FZ7 CHMP6

P05388 RPLP0 P31153 MAT2A P68371 TUBB4B Q96HN2 AHCYL2

P05413 FABP3 P31689 DNAJA1 P68402 PAFAH1B2 Q96NY7 CLIC6

P05455 SSB P31942 HNRNPH3 P78371 CCT2 Q96P63 SERPINB12

P05783 KRT18 P31943 HNRNPH1 P78386 KRT85 Q96QA5 GSDMA

P05787 KRT8 P31944 CASP14 P78524 DENND2B Q96QK1 VPS35

P06454 PTMA P31946 YWHAB P80723 BASP1 Q99447 PCYT2

P06576 ATP5F1B P31949 S100A11 P82979 SARNP Q99460 PSMD1

P06733 ENO1 P32929 CTH P83731 RPL24 Q99497 PARK7

P06748 NPM1 P32969 RPL9 P84098 RPL19 Q99519 NEU1

P06753 TPM3 P33176 KIF5B P84103 SRSF3 Q99536 VAT1

P06756 ITGAV P34896 SHMT1 Q00341 HDLBP Q99538 LGMN

P07355 ANXA2 P34932 HSPA4 Q00577 PURA Q99729 HNRNPAB

P07384 CAPN1 P35080 PFN2 Q00610 CLTC Q99873 PRMT1

P07741 APRT P35221 CTNNA1 Q00688 FKBP3 Q9BR76 CORO1B

P07814 EPRS1 P35268 RPL22 Q00839 HNRNPU Q9BRF8 CPPED1

P07910 HNRNPC P35579 MYH9 Q01082 SPTBN1 Q9BRL6 SRSF8

P07954 FH P35606 COPB2 Q01469 FABP5 Q9BSU3 NAA11

P08133 ANXA6 P35637 FUS Q01813 PFKP Q9BUF5 TUBB6

P08183 ABCB1 P35754 GLRX Q01844 EWSR1 Q9BUT1 BDH2

P08195 SLC3A2 P35998 PSMC2 Q02790 FKBP4 Q9BVK6 TMED9

P08238 HSP90AB1 P36507 MAP2K2 Q02878 RPL6 Q9BXS5 AP1M1

P08572 COL4A2 P36578 RPL4 Q04695 KRT17 Q9BYE9 CDHR2

P08579 SNRPB2 P37108 SRP14 Q04760 GLO1 Q9C037 TRIM4

P08670 VIM P37837 TALDO1 Q04828 AKR1C1 Q9H089 LSG1

P08708 RPS17 P38159 RBMX Q04917 YWHAH Q9H511 KLHL31

P08754 GNAI3 P38606 ATP6V1A Q05639 EEF1A2 Q9HAV0 GNB4

P08758 ANXA5 P38646 HSPA9 Q06210 GFPT1 Q9HB71 CACYBP

P08865 RPSA P38919 EIF4A3 Q06323 PSME1 Q9HC38 GLOD4

P08962 CD63 P39019 RPS19 Q07020 RPL18 Q9NR31 SAR1A

P09211 GSTP1 P39023 RPL3 Q08188 TGM3 Q9NSB4 KRT82

P09382 LGALS1 P40121 CAPG Q08211 DHX9 Q9NTK5 OLA1

P09429 HMGB1 P40429 RPL13A Q09028 RBBP4 Q9NUQ9 FAM49B

P09493 TPM1 P40925 MDH1 Q09666 AHNAK Q9NVA2 SEPTIN11

P09525 ANXA4 P40926 MDH2 Q12846 STX4 Q9NY33 DPP3

P09651 HNRNPA1 P41250 GARS1 Q12904 AIMP1 Q9NZ32 ACTR10

P09913 IFIT2 P41252 IARS1 Q12905 ILF2 Q9NZH8 IL36G

P0C0S5 H2AZ1 P42224 STAT1 Q12906 ILF3 Q9NZM1 MYOF

P0C0S8 H2AC11 P43034 PAFAH1B1 Q12912 LRMP Q9NZP5 OR5AC2

P0DME0 SETSIP P43487 RANBP1 Q13045 FLII Q9NZT1 CALML5

P0DMV8 HSPA1A P46459 NSF Q13148 TARDBP Q9P0V9 SEPTIN10

P0DOX5 P46776 RPL27A Q13200 PSMD2 Q9P291 ARMCX1

P0DP23 CALM1 P46777 RPL5 Q13283 G3BP1 Q9P2J5 LARS1

P0DP57 SLURP2 P46778 RPL21 Q13347 EIF3I Q9UBQ5 EIF3K

P10301 RRAS P46781 RPS9 Q13404 UBE2V1 Q9UBY0 SLC9A2

P10599 TXN P46782 RPS5 Q13409 DYNC1I2 Q9UDY8 MALT1

P10619 CTSA P46783 RPS10 Q13442 PDAP1 Q9UHD8 SEPTIN9

P11021 HSPA5 P46821 MAP1B Q13492 PICALM Q9UI42 CPA4

P11047 LAMC1 P46926 GNPDA1 Q13561 DCTN2 Q9UJ70 NAGK

P11216 PYGB P46939 UTRN Q13596 SNX1 Q9UJU6 DBNL

P11233 RALA P46940 IQGAP1 Q13641 TPBG Q9UL25 RAB21

P11279 LAMP1 P47755 CAPZA2 Q13772 NCOA4 Q9UL46 PSME2

P11586 MTHFD1 P47756 CAPZB Q13813 SPTAN1 Q9ULA0 DNPEP

P11940 PABPC1 P47897 QARS1 Q13835 PKP1 Q9ULV4 CORO1C

P12004 PCNA P48059 LIMS1 Q13838 DDX39B Q9UMS4 PRPF19

P12035 KRT3 P48147 PREP Q13867 BLMH Q9UMS6 SYNPO2

P12081 HARS1 P48444 ARCN1 Q13885 TUBB2A Q9UNM6 PSMD13

P12268 IMPDH2 P48637 GSS Q14103 HNRNPD Q9UNS2 COPS3

P12277 CKB P49189 ALDH9A1 Q14152 EIF3A Q9UNX3 RPL26L1

P12956 XRCC6 P49207 RPL34 Q14168 MPP2 Q9UPY8 MAPRE3

P13010 XRCC5 P49327 FASN Q14195 DPYSL3 Q9UQ80 PA2G4

P13489 RNH1 P49411 TUFM Q14204 DYNC1H1 Q9Y230 RUVBL2

P13639 EEF2 P49720 PSMB3 Q14254 FLOT2 Q9Y265 RUVBL1

P13667 PDIA4 P49721 PSMB2 Q14315 FLNC Q9Y266 NUDC

P13693 TPT1 P49773 HINT1 Q14344 GNA13 Q9Y295 DRG1

P14550 AKR1A1 P50454 SERPINH1 Q14444 CAPRIN1 Q9Y3F4 STRAP

P14618 PKM P50502 ST13 Q14451 GRB7 Q9Y3U8 RPL36

P14625 HSP90B1 P50552 VASP Q14525 KRT33B Q9Y5S9 RBM8A

P14678 SNRPB P50914 RPL14 Q14533 KRT81 Q9Y6E2 BZW2

P14735 IDE P50991 CCT4 Q14574 DSC3 Q9Y6U3 SCIN

P14868 DARS1 P50995 ANXA11 Q14697 GANAB Q9Y6V0 PCLO

P15121 AKR1B1 P51148 RAB5C Q14764 MVP
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Supplemental Table S1. Proteins of host cells identified by in-gel digestion and LC-MS/MS analysis in SARS-CoV-2 particles.

Accession No. Gene name Accession No. Gene name Accession No. Gene name Accession No. Gene name

A2A3N6 PIPSL P15311 EZR P51149 RAB7A Q14847 LASP1

A6NGU5 GGT3P P15531 NME1 P51665 PSMD7 Q14974 KPNB1

B5MD39 GGTLC3 P15880 RPS2 P51991 HNRNPA3 Q15008 PSMD6

B5ME19 EIF3CL P16152 CBR1 P52272 HNRNPM Q15019 SEPTIN2

E9PAV3 NACA P16403 H1-2 P52597 HNRNPF Q15084 PDIA6

O00159 MYO1C P16422 EPCAM P52758 RIDA Q15102 PAFAH1B3

O00203 AP3B1 P16444 DPEP1 P52907 CAPZA1 Q15149 PLEC

O00214 LGALS8 P17096 HMGA1 P52943 CRIP2 Q15181 PPA1

O00231 PSMD11 P17174 GOT1 P53396 ACLY Q15233 NONO

O00232 PSMD12 P17655 CAPN2 P53621 COPA Q15323 KRT31

O00299 CLIC1 P17931 LGALS3 P54136 RARS1 Q15365 PCBP1

O00303 EIF3F P17980 PSMC3 P54709 ATP1B3 Q15366 PCBP2

O00410 IPO5 P18077 RPL35A P54920 NAPA Q15393 SF3B3

O00425 IGF2BP3 P18085 ARF4 P55010 EIF5 Q15417 CNN3

O00487 PSMD14 P18124 RPL7 P55060 CSE1L Q15436 SEC23A

O14493 CLDN4 P18621 RPL17 P55072 VCP Q15717 ELAVL1

O14744 PRMT5 P18669 PGAM1 P55209 NAP1L1 Q15836 VAMP3

O14745 SLC9A3R1 P18754 RCC1 P55786 NPEPPS Q15907 RAB11B

O14818 PSMA7 P19338 NCL P55884 EIF3B Q15910 EZH2

O14950 MYL12B P19784 CSNK2A2 P56537 EIF6 Q16181 SEPTIN7

O14979 HNRNPDL P20020 ATP2B1 P59998 ARPC4 Q16401 PSMD5

O14980 XPO1 P20042 EIF2S2 P60174 TPI1 Q16543 CDC37

O15143 ARPC1B P20073 ANXA7 P60228 EIF3E Q16610 ECM1

O15144 ARPC2 P20340 RAB6A P60660 MYL6 Q16643 DBN1

O15145 ARPC3 P20618 PSMB1 P60842 EIF4A1 Q16851 UGP2

O15305 PMM2 P21281 ATP6V1B2 P60866 RPS20 Q2VIR3 EIF2S3B

O15438 ABCC3 P21283 ATP6V1C1 P60900 PSMA6 Q53H96 PYCR3

O15439 ABCC4 P21291 CSRP1 P60953 CDC42 Q53QZ3 ARHGAP15

O15511 ARPC5 P21730 C5AR1 P61006 RAB8A Q5D862 FLG2

O43143 DHX15 P21926 CD9 P61019 RAB2A Q5JWF2 GNAS

O43175 PHGDH P22102 GART P61020 RAB5B Q5JXB2 UBE2NL

O43324 EEF1E1 P22234 PAICS P61026 RAB10 Q5QNW6 HIST2H2BF

O43390 HNRNPR P22314 UBA1 P61077 UBE2D3 Q5T2W1 PDZK1

O43396 TXNL1 P22626 HNRNPA2B1 P61106 RAB14 Q5T6V5 C9orf64

O43491 EPB41L2 P22735 TGM1 P61158 ACTR3 Q5VW32 BROX

O43548 TGM5 P23246 SFPQ P61160 ACTR2 Q5VYS4 MEDAG

O43684 BUB3 P23284 PPIB P61163 ACTR1A Q66K14 TBC1D9B

O43707 ACTN4 P23381 WARS1 P61204 ARF3 Q6DKJ4 NXN

O43795 MYO1B P23396 RPS3 P61247 RPS3A Q6EEV6 SUMO4

O43852 CALU P23528 CFL1 P61289 PSME3 Q6IMI6 SULT1C3

O60218 AKR1B10 P24534 EEF1B2 P61313 RPL15 Q6IS14 EIF5AL1

O60506 SYNCRIP P24666 ACP1 P61353 RPL27 Q6KB66 KRT80

O60701 UGDH P25398 RPS12 P61923 COPZ1 Q6XQN6 NAPRT

O60716 CTNND1 P25685 DNAJB1 P61978 HNRNPK Q6ZVX7 NCCRP1

O60763 USO1 P25705 ATP5F1A P61981 YWHAG Q71DI3 HIST2H3A

O60841 EIF5B P25786 PSMA1 P62081 RPS7 Q7KZF4 SND1

O60869 EDF1 P25787 PSMA2 P62136 PPP1CA Q7KZI7 MARK2

O60884 DNAJA2 P25788 PSMA3 P62140 PPP1CB Q7L1Q6 BZW1

O75143 ATG13 P26006 ITGA3 P62195 PSMC5 Q7L266 ASRGL1

O75367 MACROH2A1 P26196 DDX6 P62241 RPS8 Q7L2H7 EIF3M

O75390 CS P26373 RPL13 P62244 RPS15A Q7L576 CYFIP1

O75436 VPS26A P26599 PTBP1 P62249 RPS16 Q7Z5H4 VN1R5

O75607 NPM3 P26639 TARS1 P62263 RPS14 Q86TW2 ADCK1

O75874 IDH1 P26640 VARS1 P62266 RPS23 Q86U42 PABPN1

O75955 FLOT1 P26641 EEF1G P62269 RPS18 Q86VP6 CAND1

O76013 KRT36 P27105 STOM P62277 RPS13 Q86XF0 DHFR2

O95154 AKR7A3 P27348 YWHAQ P62314 SNRPD1 Q86Y46 KRT73

O95336 PGLS P27635 RPL10 P62318 SNRPD3 Q8IW75 SERPINA12

O95373 IPO7 P27695 APEX1 P62330 ARF6 Q8N1N4 KRT78

O95832 CLDN1 P27708 CAD P62333 PSMC6 Q8N257 HIST3H2BB

O95861 BPNT1 P27797 CALR P62424 RPL7A Q8N490 PNKD

P00352 ALDH1A1 P27816 MAP4 P62495 ETF1 Q8N7X4 MAGEB6

P00491 PNP P27824 CANX P62701 RPS4X Q8NC51 SERBP1

P00492 HPRT1 P28066 PSMA5 P62714 PPP2CB Q8NHP1 AKR7L

P00918 CA2 P28072 PSMB6 P62750 RPL23A Q8WUM4 PDCD6IP

P00966 ASS1 P28074 PSMB5 P62753 RPS6 Q8WW12 PCNP

P01040 CSTA P28482 MAPK1 P62805 H4C1 Q8WW24 TEKT4

P01111 NRAS P28838 LAP3 P62820 RAB1A Q8WXE9 STON2

P01834 IGKC P29218 IMPA1 P62826 RAN Q8WXH0 SYNE2

P01859 IGHG2 P29317 EPHA2 P62829 RPL23 Q8WYA1 ARNTL2

P02545 LMNA P29323 EPHB2 P62847 RPS24 Q92499 DDX1

P04083 ANXA1 P29692 EEF1D P62851 RPS25 Q92598 HSPH1

P04424 ASL P29966 MARCKS P62854 RPS26 Q92734 TFG

P04439 HLA-A P29992 GNA11 P62873 GNB1 Q92764 KRT35

P04632 CAPNS1 P30040 ERP29 P62888 RPL30 Q92841 DDX17

P04792 HSPB1 P30041 PRDX6 P62899 RPL31 Q92887 ABCC2

P04899 GNAI2 P30043 BLVRB P62906 RPL10A Q93008 USP9X

P05023 ATP1A1 P30044 PRDX5 P62913 RPL11 Q96A72 MAGOHB

P05026 ATP1B1 P30050 RPL12 P62917 RPL8 Q96AE4 FUBP1

P05089 ARG1 P30085 CMPK1 P62937 PPIA Q96BW5 PTER

P05106 ITGB3 P30086 PEBP1 P62979 RPS27A Q96C19 EFHD2

P05141 SLC25A5 P30419 NMT1 P63000 RAC1 Q96CX2 KCTD12

P05198 EIF2S1 P30511 HLA-F P63096 GNAI1 Q96EP5 DAZAP1

P05386 RPLP1 P30520 ADSS2 P63244 RACK1 Q96FW1 OTUB1

P05387 RPLP2 P31150 GDI1 P67809 YBX1 Q96FZ7 CHMP6

P05388 RPLP0 P31153 MAT2A P68371 TUBB4B Q96HN2 AHCYL2

P05413 FABP3 P31689 DNAJA1 P68402 PAFAH1B2 Q96NY7 CLIC6

P05455 SSB P31942 HNRNPH3 P78371 CCT2 Q96P63 SERPINB12

P05783 KRT18 P31943 HNRNPH1 P78386 KRT85 Q96QA5 GSDMA

P05787 KRT8 P31944 CASP14 P78524 DENND2B Q96QK1 VPS35

P06454 PTMA P31946 YWHAB P80723 BASP1 Q99447 PCYT2

P06576 ATP5F1B P31949 S100A11 P82979 SARNP Q99460 PSMD1

P06733 ENO1 P32929 CTH P83731 RPL24 Q99497 PARK7

P06748 NPM1 P32969 RPL9 P84098 RPL19 Q99519 NEU1

P06753 TPM3 P33176 KIF5B P84103 SRSF3 Q99536 VAT1

P06756 ITGAV P34896 SHMT1 Q00341 HDLBP Q99538 LGMN

P07355 ANXA2 P34932 HSPA4 Q00577 PURA Q99729 HNRNPAB

P07384 CAPN1 P35080 PFN2 Q00610 CLTC Q99873 PRMT1

P07741 APRT P35221 CTNNA1 Q00688 FKBP3 Q9BR76 CORO1B

P07814 EPRS1 P35268 RPL22 Q00839 HNRNPU Q9BRF8 CPPED1

P07910 HNRNPC P35579 MYH9 Q01082 SPTBN1 Q9BRL6 SRSF8

P07954 FH P35606 COPB2 Q01469 FABP5 Q9BSU3 NAA11

P08133 ANXA6 P35637 FUS Q01813 PFKP Q9BUF5 TUBB6

P08183 ABCB1 P35754 GLRX Q01844 EWSR1 Q9BUT1 BDH2

P08195 SLC3A2 P35998 PSMC2 Q02790 FKBP4 Q9BVK6 TMED9

P08238 HSP90AB1 P36507 MAP2K2 Q02878 RPL6 Q9BXS5 AP1M1

P08572 COL4A2 P36578 RPL4 Q04695 KRT17 Q9BYE9 CDHR2

P08579 SNRPB2 P37108 SRP14 Q04760 GLO1 Q9C037 TRIM4

P08670 VIM P37837 TALDO1 Q04828 AKR1C1 Q9H089 LSG1

P08708 RPS17 P38159 RBMX Q04917 YWHAH Q9H511 KLHL31

P08754 GNAI3 P38606 ATP6V1A Q05639 EEF1A2 Q9HAV0 GNB4

P08758 ANXA5 P38646 HSPA9 Q06210 GFPT1 Q9HB71 CACYBP

P08865 RPSA P38919 EIF4A3 Q06323 PSME1 Q9HC38 GLOD4

P08962 CD63 P39019 RPS19 Q07020 RPL18 Q9NR31 SAR1A

P09211 GSTP1 P39023 RPL3 Q08188 TGM3 Q9NSB4 KRT82

P09382 LGALS1 P40121 CAPG Q08211 DHX9 Q9NTK5 OLA1

P09429 HMGB1 P40429 RPL13A Q09028 RBBP4 Q9NUQ9 FAM49B

P09493 TPM1 P40925 MDH1 Q09666 AHNAK Q9NVA2 SEPTIN11

P09525 ANXA4 P40926 MDH2 Q12846 STX4 Q9NY33 DPP3

P09651 HNRNPA1 P41250 GARS1 Q12904 AIMP1 Q9NZ32 ACTR10

P09913 IFIT2 P41252 IARS1 Q12905 ILF2 Q9NZH8 IL36G

P0C0S5 H2AZ1 P42224 STAT1 Q12906 ILF3 Q9NZM1 MYOF

P0C0S8 H2AC11 P43034 PAFAH1B1 Q12912 LRMP Q9NZP5 OR5AC2

P0DME0 SETSIP P43487 RANBP1 Q13045 FLII Q9NZT1 CALML5

P0DMV8 HSPA1A P46459 NSF Q13148 TARDBP Q9P0V9 SEPTIN10

P0DOX5 P46776 RPL27A Q13200 PSMD2 Q9P291 ARMCX1

P0DP23 CALM1 P46777 RPL5 Q13283 G3BP1 Q9P2J5 LARS1

P0DP57 SLURP2 P46778 RPL21 Q13347 EIF3I Q9UBQ5 EIF3K

P10301 RRAS P46781 RPS9 Q13404 UBE2V1 Q9UBY0 SLC9A2

P10599 TXN P46782 RPS5 Q13409 DYNC1I2 Q9UDY8 MALT1

P10619 CTSA P46783 RPS10 Q13442 PDAP1 Q9UHD8 SEPTIN9

P11021 HSPA5 P46821 MAP1B Q13492 PICALM Q9UI42 CPA4

P11047 LAMC1 P46926 GNPDA1 Q13561 DCTN2 Q9UJ70 NAGK

P11216 PYGB P46939 UTRN Q13596 SNX1 Q9UJU6 DBNL

P11233 RALA P46940 IQGAP1 Q13641 TPBG Q9UL25 RAB21

P11279 LAMP1 P47755 CAPZA2 Q13772 NCOA4 Q9UL46 PSME2

P11586 MTHFD1 P47756 CAPZB Q13813 SPTAN1 Q9ULA0 DNPEP

P11940 PABPC1 P47897 QARS1 Q13835 PKP1 Q9ULV4 CORO1C

P12004 PCNA P48059 LIMS1 Q13838 DDX39B Q9UMS4 PRPF19

P12035 KRT3 P48147 PREP Q13867 BLMH Q9UMS6 SYNPO2

P12081 HARS1 P48444 ARCN1 Q13885 TUBB2A Q9UNM6 PSMD13

P12268 IMPDH2 P48637 GSS Q14103 HNRNPD Q9UNS2 COPS3

P12277 CKB P49189 ALDH9A1 Q14152 EIF3A Q9UNX3 RPL26L1

P12956 XRCC6 P49207 RPL34 Q14168 MPP2 Q9UPY8 MAPRE3

P13010 XRCC5 P49327 FASN Q14195 DPYSL3 Q9UQ80 PA2G4

P13489 RNH1 P49411 TUFM Q14204 DYNC1H1 Q9Y230 RUVBL2

P13639 EEF2 P49720 PSMB3 Q14254 FLOT2 Q9Y265 RUVBL1

P13667 PDIA4 P49721 PSMB2 Q14315 FLNC Q9Y266 NUDC

P13693 TPT1 P49773 HINT1 Q14344 GNA13 Q9Y295 DRG1

P14550 AKR1A1 P50454 SERPINH1 Q14444 CAPRIN1 Q9Y3F4 STRAP

P14618 PKM P50502 ST13 Q14451 GRB7 Q9Y3U8 RPL36

P14625 HSP90B1 P50552 VASP Q14525 KRT33B Q9Y5S9 RBM8A

P14678 SNRPB P50914 RPL14 Q14533 KRT81 Q9Y6E2 BZW2

P14735 IDE P50991 CCT4 Q14574 DSC3 Q9Y6U3 SCIN

P14868 DARS1 P50995 ANXA11 Q14697 GANAB Q9Y6V0 PCLO

P15121 AKR1B1 P51148 RAB5C Q14764 MVP
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図 3-1 .SARS -CoV-2 における NP のリン酸化の確認。VeroE6/TMPRSS2 細

胞に SARS -CoV-2 を感染させ、細胞および培養液を別々に回収した。感染

した全細胞を Phos - t ag  SDS -PAGE に使用し、その後抗 NP 抗体でイムノブ

ロッティングを行った。リン酸化型はアップシフトしたバンドとして観察

される。培養液中のウイルス粒子は遠心分離によって集められ、Phos - t ag

磁気ビーズによるリン酸化ペプチド濃縮に使用された（図 3-2）。  
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図 3-2 .SARS -CoV- 2 粒子における NP リン酸化の確認。培養上清から回収

したウイルス粒子溶解液を Phos - t ag  SDS -PAGE により分離後、抗 NP 抗体

でイムノブロット解析を行った。リン酸化型はアップシフトしたバンドと

して観察された。  
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図 3-3 .NP のリン酸化部位の同定。SARS -CoV-2 粒子を用いて、Phos - t ag 磁

気ビーズでリン酸化ペプチドを濃縮し、質量分析を行った結果、NP の

Ser79 のリン酸化が確認された。  
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図 3-4 .NP の系統樹解析結果。  
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図 3-5 .  SARS -CoV-2 およびその変異株の NP の Ser79 周辺アミノ酸配列の

マルチプルアライメント解析。全ての配列で保存されている残基はグレー

でハイライトした。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



58 

 

 

 

図 3-6 .  NP アミノ酸配列内の Ser79 以外の Pin1 標的モチーフ（pSer /pThr-

P ro）周辺アミノ酸配列のマルチプルアライメント解析。  
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図 3-7 .リン酸化 NP と宿主 Pin1 との相互作用確認法  。Flag タグ付き野生型

NP （WT）または非リン酸化変異型 NP （S79A）を発現する 293A 細胞溶

解液を、GST または GST-P in1 結合ビーズを含むプルダウンアッセイに供

した。抗 Flag タグ抗体を用いたイムノブロット解析により NP を検出した。  
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図 3-8 .  リン酸化 NP と宿主 Pin1 との相互作用。（A）Pin1 に結合した NP を

抗 Flag タグ抗体でイムノブロット解析することにより検出した。NP は

Pin1 に結合し、NP の Ser79 を Al a に置換することにより結合量が減少する

ことが観察された。ビーズに結合した GST と GST-P in1 の量は、SDS-

PAGE と CBB 染色で確認した。  （B）SARS -CoV-2 粒子中の宿主細胞由来

の Pin1 のイムノブロット解析による検出。ウイルス粒子内に Pin1 が存在

することを確認した。  
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図 3-9 .SARS -CoV-2 粒子に含まれる宿主細胞由来のタンパク質の同定。非

感染細胞で同定されたタンパク質は、細胞由来のタンパク質とみなし、ウ

イルス粒子内で同定されたタンパク質から差し引いた。  
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図 3-10 .ウイルス複製における Pin1 の機能。（A）コントロールおよび Pin1

ノックダウン VeroE6/TMPRSS2 細胞における Pin1 の発現をイムノブロッ

ト解析により確認した。  （B）各細胞におけるウイルス RN A 量を、特異的

プライマーを用いた qRT-PCR により検出した。  （C）各細胞のウイルス力

価を TCID50 として測定した。     
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第 4 章．総括  

細胞内シグナル伝達などの重要な生命現象に関わるタンパク質のリン酸

化修飾は、常に幅広い研究者の興味の対象である。リン酸化タンパク質 /ペ

プチド濃縮技術と高性能質量分析装置の発展に伴い、リン酸化タンパク質

解析  （リン酸化プロテオミクス解析）は広く活用されることになった。し

かし、非リン酸化タンパク質に比べてリン酸化タンパク質の割合は低く、

質量分析前のリン酸化ペプチド濃縮操作は必要不可欠である。そのため、

試料に適したリン酸化ペプチド濃縮方法を選択することは、解析の効率と

精度を向上させると考えられる。そこで、本研究においては、4 種類のリン

酸化ペプチド濃縮ビーズを比較し、ゲル内消化物や血清、細胞抽出物など

様々な試料における最適な濃縮方法を調べた。結果として、Phos - t ag 磁気

ビーズを用いた手法は、血清消化物などの非リン酸化ペプチドを多く含む

試料中からのリン酸化ペプチド濃縮に適していることが明らかとなった。

この結果を踏まえ、血清同様に非リン酸化ペプチドを多く含む細胞培養上

清からの SARS -CoV-2 のリン酸化ペプチド濃縮に Phos - t ag 磁気ビーズを活

用した。その結果、質量分析により SARS -CoV-2 の NP の Ser79 のリン酸

化が同定された。これまでの SARS -CoV-2 タンパク質のリン酸化解析では、

感染細胞抽出液が用いられていたが、本研究では成熟し、細胞外に放出さ

れたウイルス粒子内のタンパク質のリン酸化を標的として解析した。それ

によりみいだされたこの Ser79 は SARS -CoV-2 に特異的に存在し、他のコ

ロナウイルスにはないリン酸化サイトであることも明らかになった。さら

に、プルダウンアッセイの結果、Ser79 のリン酸化が NP と Pin1 の結合に

重要であり、その相互作用がウイルス粒子の安定性や感染性に寄与してい

る可能性が示唆された。Pin1 は、標的タンパク質の触媒活性、局在性、安

定性を変化させることが知られているタンパク質である。本研究の結果は、

Pin1 がウイルスと宿主細胞間の分子クロストークに重要な役割を果たし、

抗ウイルス治療の標的となる可能性を示唆している。   

リン酸化ペプチド濃縮技術は日々改良が加えられている。さらに、リン

酸化部位同定のために使用した質量分析装置についても、より高感度・高

性能な製品がリリースされている。それらを活用することにより、将来的

に、ウイルスタンパク質の未知のリン酸化部位の同定と、宿主タンパク質

との関係が明らかにされるのではないかと期待される。  
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用語集  

質量分析：イオン化された試料を電気的または磁気的な作用などにより、

m/z  （質量電荷比）にしたがって分離検出を行う機器分析法。測定に用い

る装置を質量分析装置という。MS と略される。得られた質量スペクトルか

ら試料の定性情報が得られ、イオン量から試料の定量を行うことが可能で

ある。感度が極めて高く、サブナノグラムレベルの試料量での測定が可能

であり、特定イオンについては、サブフェムトグラムレベルで検出が可能

である。今日、プロテオミクスをはじめとするライフサイエンス分野に大

きく貢献している。  

プロテオミクス：プロテオーム研究、あるいはプロテオーム科学のこと。

ゲノム研究、あるいはゲノム科学を、「gene」の「gen」と、生体物質の発

現や機能に関する包括的な研究やその学問領域  （科学）を示す接尾後「 -

omics」を組み合わせてゲノミクス  （genomics）と呼ぶように、「pro te in」

の「pro te」と「 -omics」を組み合わせてプロテオミクス  （pro teomics）と

呼ぶようになった。  

ショットガン法：プロテオームの大規模な解析法の１つ。生体試料に含ま

れる全てのタンパク質成分をペプチドレベルまでプロテアーゼを用いて消

化し、得られた消化ペプチドの混合物を対象としてタンデム質量分析によ

る配列解析や定量解析を行った後、個々のペプチド情報をタンパク質レベ

ルに再構築することでプロテオームの全体像を理解するボトムアップ型の

試み。ペプチド混合物の分析は、一次元もしくは多次元クロマトグラフィ

ーでペプチドを分離した後、オンライン接続された質量分析計により自動

的に行われる。あらかじめ構築したタンパク質配列情報データベースに基

づいてペプチドの配列を決定することから、ゲノム情報が明らかな生物の

プロテオーム解析に適している。  

固定化金属酸化物アフィニティクロマトグラフィー  （ IMAC； Immobi l i zed  

meta l  a ff in i ty  ch romatography）：キレート性官能基を介して金属イオンを

固定化した樹脂を用いて行うアフィニティクロマトグラフィー。 IMAC と

略される。金属イオンに親和性を有する生体分子の精製などに広く用いら

れている。なかでもニッケルイオン（ I I）を固定化した IM AC を用いた、

His タグ誘導体化タンパク質精製キットなどが有名。プロテオミクス分野で

は、リン酸基とアフィニティを有する鉄やガリウムなどの金属イオンを配

位させたものが、リン酸化タンパク質やリン酸化ペプチド濃縮用の IMA C

として広く利用されている。 IMAC による濃縮は、リン酸化されるアミノ
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酸残基に依存しないため、適用範囲は広い。その反面、カルボキシ基に対

しても親和性を示すため、酸性アミノ酸を有する非リン酸化ペプチドの非

特異的な吸着が問題となる。C 末端やアミノ酸側鎖のカルボキシル基をメ

チルエステル化することで非リン酸化ペプチドの結合を排除し、リン酸化

ペプチドの濃縮効率を向上させる方法も報告されている。  

ヒドロキシ酸修飾酸化金属クロマトグラフィー  （HAMMOC；Hydroxy 

ac id -modi f i ed  meta l  oxide  ch romatogr aphy）：チタニアやジルコニアなど

の金属酸化物を担体として用いるクロマトグラフィーにおいて、固定相に

動的にヒドロキシ酸修飾するもの。酸化金属アフィニティクロマトグラフ

ィー  （MOAC）の一種。 -もしくは、 -ヒドロキシ酸  （ヒドロキシカルボ

ン酸）はチタニアやジルコニアとキレートを形成することが知られており、

移動相にヒドロキシ酸を含む溶液を用いることで動的に固定相をヒドロキ

シ酸修飾することができる。これにより、ヒドロキシ酸よりも担体に親和

性の高い溶質は保持されるが、ヒドロキシ酸よりも親和性の低い溶質は排

除される。主としてリン酸化ペプチドの濃縮に用いられる。修飾剤として

は、当初、芳香族性ヒドロキシ酸である 2 ,5 -DHB、サリチル酸および芳香

族カルボン酸であるフタル酸などが用いられたが、リン酸化ペプチド分画

に混入してくる残留修飾剤がその後の質量分析に悪影響を及ぼすため、現

在ではそれほど使われていない。代わって、リン酸化ペプチドの濃縮効率

が高く、脱塩操作で簡単に除去可能な修飾剤として親水性ヒドロキシ酸で

ある乳酸、グリコール酸および  -ヒドロキシプロピオン酸が広く用いられ

ている。  

Phos - t ag：二価のリン酸化イオンを迅速かつ選択的に捕捉する二核金属錯

体のこと。Phos - t ag は、全長約 1  nm のナノ分子で、分子内の 2 つの金属イ

オンがリン酸化イオンを捕捉する。Phos - t ag が亜鉛錯体のとき、中性 pH 環

境下でリン酸化イオンに対して最も高い選択的結合能を示す。Phos - t ag を

アガロースビーズに固相化したり、ビオチン、アクリルアミドなど他の機

能性分子と組み合わせることで、リン酸化タンパク質やペプチドの様々な

解析を可能にしている。リン酸化タンパク質やペプチドの分離・濃縮・精

製に用いられる Phos - t ag アガロース、電気泳動によりタンパク質のリン酸

化状態を分析する Phos - t ag アクリルアミドなどがある。  

SARS -CoV-2 ヌクレオカプシドタンパク質  （NP）：SARS -CoV-2 の構造タ

ンパク質の 1 つであり、ウイルス中に最も多く存在する。ゲノム RNA と複

合体を形成することにより、ヌクレオカプシドを形成する。その他にも、
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転写や複製など、ウイルスのライフサイクルの様々な過程に関与すること

が報告されている。  

チップカラム：ピペットマンに装着するチップに C18 フィルターやアフィ

ニティビーズなど、タンパク質およびペプチドを捕捉する担体などを封入

したカラム。送液のための HPLC などの装置は必要なく、アダプターを使

ってチューブにセットすることで、チップ上部から液を添加し、遠心操作

で送液を行う。装置が必要ないため、少量のタンパク質およびペプチド溶

液を精製することが可能な簡易的なカラムである。  

ゲル内消化：質量分析を行う際のタンパク質前処理法の 1 つ。タンパク質

をゲル内でトリプシンなどによって消化すること。SDS -PA GE や等電点電

気泳動などによってタンパク質を分離後、ゲルの染色を行うことで目的タ

ンパク質を選択する。目的タンパク質部分を切り抜き、ゲル内で脱色、還

元アルキル化、酵素消化を行った後、得られたペプチドを質量分析装置を

用いて分析すればタンパク質を同定することができる。  

還元アルキル化：二次元電気泳動や質量分析に先立ち、タンパク質中のジ

スルフィド結合を還元し、生成したチオール基  （ -SH）をアルキル化して

保護すること。還元剤には DTT やトリス  （2-カルボキシエチル）ホスフィ

ン塩酸塩が、アルキル化剤にはヨードアセトアミドやヨード酢酸が主に用

いられる。アルキル化後のシステインはヨードアセトアミドを使用した場

合はメチル化  （+5 7  Da）、ヨード酢酸を用いた場合はカルボキシメチル化  

（+58  Da）される。  

Ul t iMate  3000  LC sys t em：Thermo Sc ien t i f i c から販売されている低流量

液体クロマトグラフィーシステム。通常、C18 キャピラリーカラムを接続

し、質量分析装置に連結して、分析前のペプチドの脱塩と分離を行う。  

Q Exac t ive  mass  sp ec t romete r および O rb i t rap  E l i t e  mass  spec t romete r：

Thermo Sc ien t i f i c から販売されているオービトラップを搭載したハイブリ

ッド型質量分析装置。  

Pro teome Di scover e r ソフトウェア：質量分析データを解析する Thermo 

Sc ien t i f i c 社のソフトウェア。ピークリスト変換、タンパク質の同定、定量

解析まで一連の解析が可能である。本論文においては質量分析データのピ

ークリスト変換に使用した。  

UniPro t  Knowledgebase：タンパク質のアミノ酸配列データベース。質量

分析により得られたデータからタンパク質の同定を行う際に使用した。  

MASCOT サーチエンジン：質量分析装置により得られたペプチドの質量デ
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ータに一致するアミノ酸配列、Uniprot などのアミノ酸配列データベースと

照合してタンパク質を同定するツール。独自のアルゴリズムによるスコア

リングにより、統計的に有意なタンパク質およびペプチドを区別すること

ができる。  

p tmRS ツール：Pro teome Di scover e r ソフトウェアの機能の一つ。同定さ

れた修飾位置の確からしさを評価する。  

偽陽性率  （FDR； fa l se  d i scovery  ra t e)：誤って同定された割合。プロテ

オームにおいては、デコイデータベースに対する検索による偽陽性率のこ

とを指す。  

jPOST par tne r  r epo s i to ry：京都大学が中心となり進めている日本のプロテ

オーム統合データベース。プロテオーム研究者が活用可能な質量分析デー

タのレポジトリシステムであり、Pro teomeXchange  Cons or t ium に加盟し

ている。  

Pro teomeXchange  Consor t ium：PRIDE や Pep t ideAt l as などの主なプロテ

オミクスデータのリポジトリへのデータ登録とデータ配布の標準化のため

のコンソーシアムである。複数のレポジトリが加盟しており、登録された

データは、Pro teomeCen t ra l を通じて閲覧することが可能。  

ExPASy Com pute  p I /Mw ツール：インプットしたアミノ酸配列から理論的

な分子量と等電点を計算するウェブツール。  

mot i f -x  a lgo r i thm：インプットしたアミノ酸配列のデータセットから、頻

出パターンを解析するツール。同定されたリン酸化部位近傍の配列モチー

フ検索に使用した。  

Progenes i s  QI  fo r  p ro t eomics ソフトウェア：Nonl inear  Dynamics 社から

販売されている非標識定量解析ソフトウェア。質量分析装置により得られ

たイオン強度のデータをもとに、ペプチドの量を相対的に比較解析する。

非標識定量解析は、あらかじめタグ標識などを行う必要なく定量解析を可

能にするソフトウェアである。  

ウイルス力価：検体中  （ウイルスが含まれる液体など）のウイルスが細胞

に感染できるような最低濃度または最高の希釈倍率。  

プラークアッセイ：ウイルス力価測定方法の一つ。ウイルスに感染した細

胞は溶解し、隣接する細胞に感染を広げ、感染から溶解までのサイクルが

繰り返される。感染した細胞領域は、光学顕微鏡または視覚的に見ること

ができるプラーク  （感染していない細胞に囲まれた感染領域）を形成する。

この現象を利用してウイルスの感染力を測定する。  
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VeroE6/TMPRSS2 細胞：アフリカミドリ猿の腎臓上皮細胞由来の培養細胞

である VeroE6 細胞にセリンプロテアーゼの一つである TMPRSS2 を過剰発

現させた細胞株。ウイルスの分離・増殖実験に適している。  

感染多重度  （MOI：Mult ip l i c i t y  o f  I n fec t ion）：感染させる細胞に対する

ウイルスの比率のこと。例えばウイルス粒子を接種した細胞の場合、MOI

は一定の空間に存在する標的細胞の数に対するウイルス粒子の数の比率を

指す。MOI が増加すると、少なくとも 1 つのウイルス粒子に感染した細胞

の割合も増加する。  

GENETYX ソフトウェア：遺伝情報処理ソフトウェア。核酸・アミノ酸配

列の入力や編集、解析を行うことができる。  

BioGRID ウェブサイトツール：相互作用データセットのレポジトリ。文献

に報告されているタンパク質および遺伝子の相互作用データがオープンア

クセス化されている。  

shRNA レンチウイルス：小ヘアピン RNA 干渉を用いた安定的な遺伝子の

ノックダウン  （サイレンシング）細胞を作製するために使用されるウイル

スベクターの一種。目的の宿主細胞に感染させることで特定の遺伝子を恒

常的にノックダウンした細胞株を樹立できる。  

定量 RT-PCR （qRT-PCR）：定量的逆転写 PCR のこと。RN A から逆転写酵

素により合成された cDNA を用いたリアルタイム PCR。  

50% t i s sue  cu l tu re  i n fec t ious  dose  （TCID50）：ウイルス力価測定方法の

一つ。宿主細胞の 50％が感染したときのウイルスの濃度のこと。  

GraphPad  P r i sm  ソフトウェア：統計解析ソフトウェア。  

Pep t ide  spec t rum matches  （PSM）：ペプチド配列から作成された理論値と

のマッチングを検索エンジンが評価した結果、そのスコアが同定基準を超

えたスペクトル。  

※プロテオミクス分野の用語に関しては、著者も執筆者の一人になってい

る株式会社講談社発行の「プロテオミクス辞典」  （2013 年）より一部抜粋

した。その他の用語に関しては、Wikiped ia および厚生労働省ホームページ

などを参照した。  
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