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計画研究：2005 ～ 2009 年度

パスウェイ・ネットワークの絶対定量による動態解析
●夏目 徹 1)　◆家村 俊一郎 1)　 ◆中山 洋 2)　　◆澁谷 浩司 3)　　　　　　　
1) 産業技術総合研究所バイオメディシナル情報研究センター　細胞システム制御解析チーム　2) 理化学研究所　3）東京医科歯科大学
難治疾患研究所

＜研究の目的と進め方＞
細胞内のシグナル伝達のパスウェイは、多くのシグナリング分

子は互いに相互作用し、複合体を形成しパスウェイを生み出す。
このようにパスウェイを構成する相互作用を高次機能として捉

えるには、統一的な方法論での網羅的相互作用解析を行う必要が
ある。またこれらの相互作用はシグナルの伝達に伴ってダイナ
ミックに変化する可能性があり、これらの動態を捉える技術開発
が生命システムの解明に必須である。

これまで、シグナリングパスウェイを構成するタンパク質を直
接同定・定量することは極めて困難なことであった。最近、著し
く進歩を遂げたタンデム質量計 (MS/MS) は、タンパク質の内部
アミノ酸配列情報とペプチド断片の質量値を自動的に取得するこ
とが可能となった。更にゲノム研究の発展と共に配列情報が十分
にデータベース化され、且つインフォマティックスの進歩によ
り、タンパク質の大規模同時同定の自動化が実現した。このよう
なプロテオミクス技術を駆使し、パスウェイ全体の動態解析を行
い（パスウェイに関わるタンパク質の網羅的相互作用リンケージ
マッピングと、その動態変化の記載）、生物情報科学の深化に供
することを目指す。

＜研究開始時の研究計画＞
タンデム質量計 (MS/MS) 超高感度化するため、独自に開発し

たダイレクトナノ LC をオンライン化した。このシステムは、サ
ブ・フェムトモルのオーダーで 150 － 200 個のコンポーネントか
らなる最も複雑なタンパク質複合体でも、一回の分析で網羅的に
同定することが可能である。この解析プラットフォームを駆使
し、パスウェイ全体の相互作用動態解析を行う。

そのために、パスウェイに関わる全 cDNA に共通のタグを融合
し培養細胞に遺伝子導入する（bait）。その発現タンパク質のタグ
を介して相互作用複合体を細胞より抽出し、そこに含まれている
コンポーネントを一網打尽的に同定する。

これと平行し、cDNA の bait を用いず、細胞内の内因性のシグ
ナル伝達分子複合体の相対・及び絶対定量を行うための技術開発
も行う。そのために先ず、内因性の複合体を認識する抗体の作製、

パスウェイ全体に網羅的に行うことを目指す。
研究開発は、先ずシステムの①フィージビリティスタディ研究

からスタートする。そのために、最も詳細な解析が進んでいる、

古典的 MAP キナーゼカスケードに関係する 25 程度の遺伝子を
用い、これらの相互作用のマッピングを行い、シグナルの休止期
と刺激時の相互作用の変化を捉える。本解析プラットフォーム
で、既に報告されている相互作用がどの程度カバーできるかを先
ず詳細に検討する。また、絶対定量を行うための、内標準用のペ
プチドの合成等お行い、小規模なフィージビリティ研究を行う。
ここで、新規な相互作用を発見した場合、その相互作用の生物学
的な意義も個別に検討する。

その後、これらの相互作用の定量のための新規な解析手法の開
発を行う②。現在、質量分析によるタンパク質定量は、安定同位
体ラベル・化学ラベルを用いる方法が普及しつつある。しかし、
この方法はサンプル調製の条件や、使用できる細胞等に制限が多
く、且つ組織由来のサンプルには適用できない。本研究計画では、
これらの欠点を克服する技術開発と共に、ラベルを用いない技術
も試みる。また、そのための新たなソフトフェア開発にも取り組
む。これらの技術を確立し、新規なパスウェイの同定と動態解析
から、新たな細胞機能の解明を目指す③。

その対象候補は Ca2+ 依存的キナーゼである CaMK のサブファ
ミリーやレドックスタンパク質群が考えられる。CaMK は神経細
胞の分化、突起伸長、シナプス形成に関わる重要なキナーゼ群で
ある。古典的MAPキナーゼの関わりも報告されている。しかし、
依然その基質と機能複合体の実態は不明である。

＜研究期間の成果＞
①フィージビリティ研究

パスウェイ全体解析に先立ち、シグナル伝達分子以外を含む機
能既知遺伝子を用い、システムの検証研究を行った。すなわち、
既知遺伝子の既知相互作用をハイスループットに検出可能である
のか、またその coverage を評価した。その結果、既知相互作用
を検出できるにとどまらず、細胞周期調節因子、タンパク質分解
系、タンパク質生合成系、カルシウムイオンチャネルなどのシス
テム中に多くの新規相互作用が発見され、その生物学的な意義が
証明された。

この検証研究を踏まえた上で、古典的 MAP キナーゼカスケー
ドに関係する 25 程度の遺伝子を用いた相互作用のマッピング
を、行った。その結果、約 90 の相互作用と、それに関わる 65 の
タンパク質を同定した。そのうち、85% ほどは既に報告された相
互作用であり、残りの 25% は予想されていたが、未報告のもの
であった。また、シグナルのカスケードは受容体から核内のイフェ
クターに至るまで、ほぼ網羅的に相互作用が検出された。

さらに、新規と思われる相互作用も数個検出された。安定同位
体ラベル、あるいはペプチド内標準を用い、シグナルの休止期と
刺激時の相互作用の動態を定量することにより、その一つは、新
規な Erk イフェクターであることが予想された。
②新規な解析手法の開発

安定同位体ラベル、化学ラベルを用いる、相対定量法は、使用
できる細胞株に制限が多く、また馴化や培養条件の至適化など大
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規模解析に適さないことが次第に明らかとなった。また可能だと
しても細胞が生理的な条件で生育しておらず、栄養飢餓などの非
生理的な相互作用を検出しかねないという危惧が常につきまと
う。そのため、安定同位体ラベルを用いない相対定量の開発を行っ
た。

対照とサンプルを従来通り、別々に解析し、両者で観察された
ペプチドイオンの強度比からの定量を試みた。このためには、
independent に行われるクロマトグラフィの再現性を高める高精
度な超微量クロマト技法を確立した。また、各ペプチドイオンを、
クロマトの溶出パターンと分子量などの情報から複数のクロマト
グラフィ上から自動抽出しピーク面積を計算し、定量するソフト
ウェアの開発を行った。

このペプチドイオンの強度比からの相対定量法を DQN 法
（Direct Quantitation of Non-labeled proteome）と名付けた。こ
の DQN 法の評価のため、古典的マップキナーゼカスケードの最
下流にあたる Erk を用いた。定常時、EGF 刺激時と恒常的活性
型 MEK 遺伝子導入時とを比較し、Erk 相互作用分子の変化を定
量した。その結果、刺激・非刺激時で Erk の既知基質で 100 倍程
度までシグナルが変化を定量することが可能であった。それらの
定量性の再現性を検討したところ、変化のあったペプチド 77 本
中 75 本（97%）が 4 回の繰り返し実験において CV 値が 10% 以
内であった。また 10% の CV 値に収まらなかったペプチドは全て
イオンカウントが 30 以下の弱いシグナル強度であり、S/N 比な
どの問題から再現性が得られなかった。よって、シグナル強度が
十分高く且つ、ダイナミックレンジが 2 桁の範囲であれば、再現
性の良い相対定量が出来る目処がたたったといえる。

そこで、さらに DQN 法を行うためのデータ処理を自動化する
プログラムの開発にも着手した。これは各ペプチドのクロマトの
溶出時間、分子量と価数の情報から複数のクロマトグラフィ上か
ら同一種のペプチドピークを自動抽出し、Raw peak にスムージ
ング等を施しピーク面積を計算・定量するものである。定量の自
動化において、先ず問題となったのはピークのスムージングが不
適切であるとピーク認識が曖昧となり、本来一つのピークを複数
の異なるピークとして定量してしまうことであった。この傾向は
シグナル強度が低いピークほど顕著であり、スムージングパラ
メーターの至適化で対処したが、抜本的な対策は今のところな
い。また、質量分析計が取得したデータをピークリストファイル
に変換する際のバグなどが一部まだ修正されておらず今後の課題
である。しかし、概ねシステムとして完成した。さらに、クロマ
トグラフィとサンプルの同定結果の再現性を確認した。多重検定
をパラメトリックで行い各データの再現性が極めて高く、ベイト
が異なる場合の各特異的な相互作用が極めて低い危険率でほぼ自

動的に抽出可能であることを確認した。
また、DQN 法によるデータ再現性をさらに詳細に評価するた

めに、３７の異なる bait タンパク質を用い４回の繰り返し実験を
行った（合計１４８解析）。これらの bait は全て小胞体内のレドッ
クスタンパク質であり、非常に多くのタンパク質と相互作用し酸
化還元と基質タンパク質のフォールディングに関わっている。
従って、bait と伴に同定される Prey タンパク質の総数は７９１
に及び、合計１４，４３２のペプチドが検出された。この検出さ
れたペプチド数を確率論に基づきダンダムにペプチドが出現する
モデリングを行った。また、実際のペプチドが４回の繰り返し実
験によって揺らぎなく出現した場合から、４回とも全て揺らぎが
あった場合までを１～４と数値化した。これらを用い実験結果か
ら等分散と見なされる割合をランダムモデルと比較検定を行っ
た。その結果、実験データ中の等分散と見なされるタンパク質と
ランダムモデルにおける等分散数の有意差は p<10-21 という驚異
的な差が認められ、生物データとしては極めて高い再現性がある
と判定された（同法による、一般的な生物データの再現性は
p<10-2 程度で高再現率と判定される）
③新規パスウェイの同定

開発して DQN 法を用い、神経細胞でのカルシウムシグナルに
関わる分子を bait として用いパスウェイの解析を行った。具体的
には Ca2+ 依存的キナーゼである CaMK のサブファミリー全てを
用い網羅的なネットワーク解析を行った。

その結果、CaKI が小分子量 G タンパク質である beta-PIX と
相互作用しリン酸化し活性化していることを明らかにした。beta-
PIX は GTP 交換因子である Rac とそれにより制御されるキナー
ゼである PAK らと共に signalosome を形成している。活性化し
た beta-PIX は Rac を介して SAK を活性化し、PAK は細胞骨格
であるミオシンを制御する MLC をリン酸化し細胞骨格のダイナ
ミクスに変化を与え、神経突起の形成を引き起こすことが明らか
となった。さらに CaMKI はやはりカルシウム依存的キナーゼで
ある CaMKK により活性化されることも明らかにした。CaMKK
は神経活動によって NMDA 受容体などを介して流入するカルシ
ウムイオンによって活性化する。従って神経活動によりダイナミ
ズムが変化する神経突起形成されるが、その新規で重要なパス
ウェイの全貌を明らかにすることに成功した (Neuron 57, 94-107, 
2008：下図 )。従って、我々が開発してきた手法が、既知のパスウェ
イの動態を定量することにとどまらず、新規なパスウェイの発見
にも貢献できることを示すことが出来た。

さらに、神経細胞におけるカルシウムシグナルに関わる分子の
パスウェイ解析を続行した。具体的にはカルモジュリン依存的キ
ナーゼである CaMK のサブファミリー全てを用い網羅的なネット
ワーク解析を行った。CaMK は I・II・IV・KK というサブタイ
プが知られている。また CaMKI と II にはαβγδという４つ
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ゼカスケードに関わるパスウェイを構成する１０の分子の抗体を
取得することを目指した。しかし、特異性高くアフィニティの高
い抗体を取得することが出来なかった。これはファージディスプ
レーシステムに用いた cDNA ライブラリの構造に問題があり、十
分な多様性がありかつ、Native フォームをとることが保証されて
いない配列を多く含んでいたことが原因であると考えられた。
従って、このテーマは 2008 年度で中止をした。

＜今後の課題、展望＞
現在の、我々のシステムでは、標準サンプルのスパイク実験で、

20ng 分の細胞抽出液（細胞約 400 個相当）中から約 2.5 a mol の
タンパク質を検出出来る感度を誇る。これは、分子量 50,000 の
タンパク質の 1500,000 個が検出されていることになる。これを 1
細胞あたりに換算すると、3,750 コピー以上のタンパク質であれ
ば 1 細胞中から、検出可能と言うことになる。従って、1 細胞プ
ロテオミクスを十分可能とする感度であることを意味する。ま
た、極めて微量の組織サンプルからのタンパク質の定量・検出が
可能であることも示す。また、1 細胞中のタンパク質量を f mol
と仮定すると 400 個分相当の 400f 中の 2.5 a mol であるので、ダ
イナミックレンジは 5 乗程度である。

しかし、このような「超々」とも言うべき検出感度を誇っても、
1 細胞レベルの微量のタンパク質を質量分析装置に導入できない
ため、「無駄に」感度が高いだけである。従って、今後、臨床検
体や、少数の細胞を解析するには、超微量サンプルを調製するた
めのマイクロマニピュレーション技術の開発が必須であり、実質
的な質量分析の検出限界を決定する。従って、さらに飛躍的に進
歩した産業ロボット等の技術、またナノテクを活用し、これらの
課題に取り組みたい。

また、質量分析によるタンパク質同定・定量技術はこれまで内
部アミノ酸配列の決定と配列データベース検索によって行ってき
た。しかし、日本が誇る cDNA 研究の成果を活用し、プロテオー
ムワイドにタンパク質を全て発現し、それに由来する全てのペプ
チド断片の MSMS スペクトルを取得することも現実味を帯びて
きた。先回りして取得した MSMS スペクトルを Knowledge とし
て DB 化し、この knowledge と観測スペクトルとの相関を取るこ
とにより、より微量なシグナルから、より確実なタンパク質の同
定定量が可能となる。従って、配列依存的なプロテオミクスから、
Knowledge based なプロテオミクスへと、今後研究手法が変わっ
ていくものと思われる。これらのことを実現するための基盤整備
と研究開発が肝要と思われる。これらのことが実現すると、計測
したいタンパク質を knowledge に基づき狙い打ちすることも可能
となる。即ち、複雑で混み合ったサンプルでは、大量に存在する
タンパク質ほど、同定されるチャンスが高く、低いものは取り逃
がしてしまっている。しかし、同定される場所と時間が予め分かっ
ていれば、検出感度内であれば必ず同定することが可能である。
このような狙い打ちは、質量分析のマスフィルター（チャンネル）
の切換がマイクロ秒からサブマイクロ秒レベルと飛躍的に高速化
したため、一回の解析で 3,000 個ほどのタンパク質を狙い打ちす
ることが既にハードウェア的には可能である。従って、一つのサ
ンプルを 10 回解析すれば、プロテオームワイドのタンパク質の
定量も、数時間で可能となる。

このような大規模なタンパク質レベルの解析は、当然ながら次
世代シークエンサとの相補性が高く、核酸・タンパク質レベルで
の複合オーミック研究が現実味を帯び、世界標準となるであろ
う。無論、これらの技術は基礎研究に貢献するにとどまらず、今
後診断、治療といった応用へと、いち早く視野を拡げ、一般化と
普及への研究開発と橋渡し研究も検討準備をし、科学技術施策に

のアイソフォームが、CaMKK にはαβという二つのアイソ
フォームが存在する。従ってこれら１１分子全てを bait として用
いた。また wild type のみならず constitutively active と kinase 
dead である変異体も用いた。また、細胞は HEK293 細胞の他に
Cortical Neuron と Hippocampal Neuron のラット初代細胞も用い
た。その結果、CaMK と相互作用する１８６個の新規な分子を発
見し、そこから８つの新たな CaMK 機能複合体を発見した。また
基質候補の絞り込みのために、生化学的な手法によるリン酸化部
位決定とともに、やはり質量分析によるリン酸化タンパク質の解
析を試みた。具体的には、細胞にカルシウム刺激、あるいは
constitutively active な CaMK を発現させた細胞のリン酸化タン
パク質を網羅的に定量しリン酸化が上昇したタンパク質群とネッ
トワーク解析によって検出された新規相互作用分子との比較を
行った。

その結果、1 分子については CaMK I の新規な基質であること
が確認された。この分子を bait としてさらに「芋づる式」パスウェ
イの探索を行ったところ、Erk のパスウェイの上流に収束するこ
とを発見した（現在論文投稿準備中）。

＜国内外での成果の位置づけ＞
医学･生命科学分野･製薬・バイオテクノロジー産業において、

高感度・ハイスループットな質量分析が必須である。その重要性
は島津製作所の田中耕一フェローがノーベル賞を受賞したことが
如実に物語っている。現在最も高感度な質量分析計は 10-18 モルと
いう微量のタンパク質を検出することが理論的に可能である。

しかし、実際の測定現場において、そのような高感度分析が行
われることは残念ながらない。それは、10 万種類のタンパク質
の一つ一つが、千差万別の形状と大きさをもち、化学的な性質も
様々で且つ不安定だからである。従って微量なタンパク質は僅か
な時間、容器に保持するだけで分解あるいは変性し、また容器の
壁に吸着し、解析が不可能となってしまう。また、質量分析計に
サンプルを導入する過程で混入が避けられない各種の微量異物質
が、S/N 比を下げるとともに、サンプルのイオン化効率を妨げ、
実質的な解析感度を大幅に低下させている。従って、微量異物質
の混入を避け、微量サンプルを失うことなく、質量分析計に導入
する技術が不可欠なのである。

そのために、我々は世界に先駆け、半導体産業で培われたクリー
ンルーム技術を導入し、解析を妨害する環境由来のノイズ・発塵
を排除し、高感度化と S/N 比の向上を図ってきた。また、微量
サンプルの消失問題を解決するために、ナノテク活用したマイク
ロ流路や、精密産業ロボットなど日本の強みを活かし、異分野の
技術をバイオへと応用してきた。

従って、本研究開発の中心的な解析システムである質量分析シ
ステムはサンプル前処理・導入法と解析環境を含めた全体最適化
によって、感度のみならず再現性においても世界ダントツ No1 で
ある。従って、本研究開発の世界的な優位性は高い。

また、本研究によって確立された定量技術は、単にパスウェイ
の動態解析にとどまらず、これまで実質的に不可能であった酵素
の基質決定がシステマティックに行えることをも可能とした。こ
れは、極めて再現性から、酵素 - 基質のような一過性の相互作用
であっても優位性をもって同定可能となったからである。これ
は、ある意味、タンパク質化学の悲願が達成されたとも言える。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
当初計画では、内因性複合体の絶対定量を目指し、複合体を効

率よく免疫沈降出来る抗体をファージディスプレーシステムによ
りシステマティックに所得することを目指し、古典的 MAP キナー
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