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計画研究：生命システム情報

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 2)　
1) 産業技術総合研究所　生物情報解析研究センター　2) 理化学研究所和光研究所中央研究所
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。
＜ 2007 年度の研究の当初計画＞
質量分析を用いたパスウェイの動態定量を行うため、サンプル

の質量分析計への導入と、クロマトグラフィの再現性を高める技
術開発を前年度までに行い、検出されたペプチドイオンの強度比
から相対定量を行う方法をDQN法（Direct Quantitation of Non-
labeled proteome）と名付けた。このDQN法を自動化し、高効率
に動態解析を行うため、各ペプチドイオンのクロマトの溶出時間
と分子量など数値情報を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、定量化するソフトウェアの開発も行ってきた。
今年度は、問題となったピーク認識の曖昧性を排除するための処
理技術の向上をめざしすとともに、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修正などを行う。
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に着手する。そのために先ず、内因性の
複合体を認識する抗体の作製を行う。また、絶対定量を行うため
の内標準ペプチドの設計と作製を行い、小規模な試験的な研究
を、古典的マップキナーゼカスケードの最下流にあたるErk を中
心に行う。
＜ 2007 年度の成果＞
①DQN法を用いたパスウェイ解析の自動化を終了し、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。
②当初計画で掲げた課題である古典的MAPキナーゼカスケード
の動態解析に追加し、神経細胞でのカルシウムシグナルに関わる
分子も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)。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。
＜国内外での成果の位置づけ＞
本研究開発の中心的な解析システムは、質量分析の感度が極め

て高く、且つサンプル前処理・導入法と解析環境を含めた全体最
適化によって達成されている。このような試みは世界的にも殆ど
なく、類似の手法での網羅的な解析での成功例は世界的にもな
い。従って、本研究開発の世界的な優位性は高い。
＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
2007 年当初は、パスウェイの絶対定量を目指し、内因性の相

互作用を検出定量する方法論の開発を行い、小規模な検証研究を
行う計画であった。そのために古典的MAPキナーゼカスケード
に関わるコアとなる分子 10 個に対するファージ抗体を作製し、
内因性の相互作用の検出を試みた。しかし内因性の複合体を免疫
沈降可能である抗体は10分子中6分子にしか取得できなかった。
また、この 6抗体を用いた質量分析実験を行ったが、これまで得
られている相互作用情報を殆ど得ることが出来なかった。その要
因は、ビーズへの抗体の固定化方法が最適化されておらず免疫沈
降の効率が悪いことが挙げられる。また、各抗体により複合体タ
ンパク質の溶出条件がことなり最適化がやはり困難であった。
＜今後の課題＞
①引き続き、これまでのDQN法を用いたパスウェイ解析の定量化
を継続する。
②内因性の相互作用を検出定量するためのファージ抗体の固定化
等の最適化を検討し、残り4分子の行程も取得するよう努力す
る。
③パスウェイ解析で得あれた新規相互作用の機能解析を継続す
る。また、カルシウムシグナルと古典的MAPキナーゼカスケー
ドとのクロストークも新たなターゲットとして解析を進める。
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