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計画研究：生命システム情報

生体分子ネットワーク・パスウェイの定量計測技術と撹乱法の開発

伊藤 隆司
東京大学大学院新領域創成科学研究科

＜研究の目的と進め方＞
生命システム理解の第一歩は構成要素の同定であり、オーミク

スは網羅的な要素同定の為の努力である。要素同定に続くのが要
素間の相互作用の同定であり、我々はその為にインタラクトーム
解析を行ってきた。今後ともこうした網羅的解析にはこだわり続
けていくが、それと同時に相互作用に基づく生体分子のネット
ワーク・パスウェイの動態理解とその生物学的意義付けも目指さ
ねばならない。その為には、時間・空間分解能を備えた定量的な
計測技術が必要だし、系を撹乱する方法論の開発も重要である。

このような認識に基づいて、これらの技術の開発を今回の研究
の目的とする。具体的には、1) 遺伝子発現、2) 蛋白質間相互作用・
翻訳後修飾、3) 細胞内代謝産物を対象に、絶対定量性・網羅性・
リアルタイム性に重点を置いた技術開発を主として出芽酵母をモ
デルに進めて、独自の技術・方法論の確立を目指す。

＜ 2008 年度の研究の当初計画＞
１）遺伝子発現

クローニング操作を一切含まずに DNA の両末端タグ配列情報
を取得できる方法論や、増幅を経ず鋳型を調製して正確な頻度情
報を取得する技術を、454 シークエンサをプラットフォームに開
発する。またこれらの技術を、遺伝子発現のみならず、エピジェ
ネティック修飾や蛋白質核酸相互作用、更にはゲノム構造多型、
微生物集団構造など、生命システム理解の基盤となる様々なデー
タの取得にも応用する。

２）蛋白質間相互作用・翻訳後修飾
① PCS-MS による絶対定量解析の大規模化
 複数の PCS を階層的に組み合わせて、複数のパスウェイ・ネッ

トワークの同時絶対定量計測を行なう階層的 PCS-MS を開発
する。まずは、これまでに開発した翻訳開始制御系とサイク
リン -CDK 系の PCS の組み合わせを試みる。

② PCS-MS によるスプライシング・バリアント産物の定量
 スプライシング・バリアント産物をタンパク質レベルで定量

する。具体的には、哺乳類 Noxo1 バリアントの解析を行なう。
③ PAP-MS によるユビキチン化プロテオーム解析
 SILAC-PAP-MS を脱ユビキチン化酵素変異体の解析に応用

し、基質の同定を試みる。また、化学修飾とプロテアーゼの
使い分けによってユビキチン化部位を選択的に濃縮する方法
論を開発する。

３）代謝物動態
転写因子に基づくセンサーとして、分析科学的計測が困難な

S-adenosyl methionine（SAM）をコリプレッサーとする大腸菌
metJ をモデルにセンサー開発を行う。先ずは、SAM 存在下での
metJ のオペレータへの結合をレポータ遺伝子の発現で検出する
系の構築を目指す。

＜ 2008 年度の成果＞
１）遺伝子発現
① GATC-PCR による発現絶対定量

遺伝子発現の絶対定量法として、ゲノム DNA を標準とするア
ダプタ付加競合 PCR 法（GATC-PCR）を開発していたが、その
成果をとりまとめて論文として発表した。従来、出芽酵母のトラ
ンスクリプトームは、細胞あたり 15,000 分子の mRNA からなる
とされてきたのに対して、GATC-PCR の結果は 30,000 分子以上
という２倍以上大きなサイズを示した。この食い違いの原因を追
究したところ、Rot 解析の結果に基づいて mRNA のコピー数を算
定する際に、細胞あたりの総 RNA 量が過少に見積もられていた
ことが主な原因であることが判明した。その結果、この 30 年間
に渡って用いられてきた誤った数値を訂正することが出来た。

② Cloning-free GIS-PET による発現絶対定量
新しい遺伝子発現の絶対定量法として、454 シークエンサをプ

ラットフォームとするクローニング・フリーの PET カウント法
の開発を進めてきた。昨年度までに、２本鎖 cDNA 合成、自己環
状化、type IIS 制限酵素消化、タグ切り出し、454 アダプタ付加
までの各反応に検討が加えられ、サンガー法による確認が行われ
た。その結果、このプロトコルが予定通りに動き、予想通りの産
物が得られることが確認されたが、問題点としては、3ʼ 側タグの
複雑度が低くて一義的にマッピング出来ないケースが少なくない
点と、自己環状化ではなくて分子間での連結反応（キメラ）が生
じている点が問題点として浮上した。そこで今年度は、これらの
点に重点的に検討を加えて、使用する type IIS 酵素の MmeI への
変更とエマルジョン・ライゲーションの導入によって問題点を解
決し、酵母を対象に 454 シークエンサでの解析を行った。

２）蛋白質間相互作用・翻訳後修飾
①定量プロテオミクスによる相互作用の安定性解析

複合体の解析を行う際に、構成因子にアフィニティ・タグがノッ
クインされた細胞を安定同位元素で標識する一方で、タグを持た
ない親株を通常の培地で培養し、両者を等量混合してからアフィ
ニティ精製と質量分析を行うことで、精製過程における交換効率
を計測する手法を開発した。この方法をこれまでに解析してきた
eIF2-eIF2B 複合体や、Cyclin-Cdk 複合体とその制御因子に応用
し、それぞれ機能的なサブ複合体を識別できることを示し、それ
らの成果を論文として発表した。

② PCS-MS による絶対定量
階層的 PCS-MS による計測の大規模化とダイナミックレンジ

の拡張に関しては、一次 PCS に付加する ID ペプチドの設計、定
量対象ペプチドの選択基準に関する基礎的検討を進めて戦略を策
定した。その上で、酵母の粗抽出液を LC-MS/MS 解析して得た
159 蛋白質 /1006 ペプチドから、様々な基準に応じて定量に適し
た 64 蛋白質 /105 ペプチドを選択した。各ペプチドの同定回数か
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ら推定された発現量に基づいてこれらを５つのグループに分け
て、それぞれに独自の ID ペプチドを持たせた５種類の PCS を設
計し、同位元素標識体として調製した。更に、これらの ID ペプ
チドを、コピー数を変えながら連結した２次 PCS を設計して、
非標識体として調製した。これらを組み合わせた階層的 PCS-MS
計測を行い、64 種の蛋白質の定量に成功した。これにより、定
量蛋白質数を増大させるとともに、計測のダイナミックレンジを
従来の 10 倍程度から 100 倍程度にまで拡大することに成功し、
階層的 PCS の feasibility が実証された。

一方、スプライシング・バリアント産物の定量に関しては、ヒ
ト Noxa1 のバリアントに関する PCS を設計して、定量を行う系
を構築したが、サンプル調製が困難であることが判明したため
に、対象をヒト JSAP1 に変更して、計画を続行中である。

③ PAP-MS によるユビキチン化解析
ユビキチン化蛋白質の効率的濃縮法として独自に開発してきた

PAP の基礎データをまとめて論文発表した。
更に安定同位元素標識法である SILAC と PAP を組み合わせ

た SILAC-PAP-MS によって野生株とユビキチンリガーゼ変異体
を比較することで、当該酵素の基質探索が可能であることを、
F-box 蛋白質 Mdm30 を例に示し、論文発表した。更に、このア
プローチを脱ユビキチン化酵素 UBP2 および UBP6 の変異体に
応用して、それぞれの基質の同定にも成功した。

また PAP を用いて、ユビキチン鎖の連結様式毎に基質を分類
して同定する試みにも着手した。

＜国内外での成果の位置づけ＞
遺伝子発現の絶対定量に関しては、発表論文が highly accessed

の認定を受けた。また完全長 cDNA 解析から見いだした酵母トラ
ンスクリプトームの複雑性に関しては、国際学会における招待講
演や英文総説の執筆の依頼があった。

蛋白質間相互作用の定量解析に関しては、相互作用の安定性を
計測する手法を報じた論文が Proteomics 誌における注目論文と
認定された。

SILAC-PAP-MS によるユビキチン化酵素の基質探索を報じた
論文は、発表直後にも関わらず Science 誌のユビキチン関連の
News 記事にも引用されるなど注目を集めている。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
１）遺伝子発現

Cloning-free GIS-PET では、長い mRNA に由来するタグの回
収率が低いというサンプリングのバイアスが、問題点として残っ
ている。その原因を追究中であり、ライゲーションに用いるエマ
ルジョンサイズの変更や、反応条件の変更による効率向上などの
方策を検討している。

２）蛋白質間相互作用・翻訳後修飾
階層的 PCS-MS に関しては proof-of-concept を示せたが、よ

り存在量の少ない蛋白質や適切な定量ペプチドの選定が困難な蛋
白質への対応が問題点として残っている。前者に関しては、前分
画による濃縮や LC の２次元化による対応を考慮する必要があ
る。後者に関しては、現在のペプチド選定において、排除してい
る Met 含有ペプチドやリン酸化の可能性があるペプチドも使用で
きるように、サンプル調製時における酸化防止や脱リン酸化処理
などの導入も考慮する必要があろう。

ユビキチン化に関しては、大量に存在するユビキチン由来ペプ
チドが、解析の網羅性を高める上での最大の障害となっている。

これらを除去する為の方法論や分岐ペプチドを選択的に回収する
方法も試みてきたが、効果的なものを見出すには至っていない。

３）代謝物の動態解析
成果の取りまとめに注力したこともあり、本質的進展は見られ

なかった。

＜今後の課題＞
１）遺伝子発現

GIS-PET に関しては、転写物のサイズによるバイアスの軽減
を図ることが最大の課題である。その一方で、転写に深く関連す
る要素として、ヌクレオソームポジションやエピジェネティック
修飾（特に DNA メチル化）に関しても、次世代シークエンサを
用いた手法を開発してきたので、次年度はこれらも統合した解析
を展開してゆきたい。

２）蛋白質間相互作用・翻訳後修飾
定量プロテオミクスの手法を用いて、相互作用の質的・量的側

面やユビキチン化変動を明らかにする独自手法を開発してきた。
それぞれを更に発展させるとともに、両者を統合した独自の解析
を展開したい。
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