
生
命
シ
ス
テ
ム
情
報

− 18−− 18−

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。
＜ 2008 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飛躍的に高
め、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）の開
発を行ってきた。また 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た。2008 年度は、
DQN 法を用い細胞内のカルシウムシグナルのパスウェイ解析を
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、内因性の複合体を認識する抗体の作製を行継続し
古典的 MAP キナーゼカスケードに関わるパスウェイの絶対定量
を目指す。
＜ 2008 年度の成果＞
① DQN 法によるデータ再現性を評価するために、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）

②このように、極めて高い再現性を有するシステムを用い、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。現在、基質候補分子のリン酸化部位と、リ
ン酸化による機能調節を検討中である。

＜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、これによって、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可能とした。これは
ある意味、生化学者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
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 ライブラリに構造に問題があり、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 年度で中止をする。
＜今後の課題＞

CaMK を中心としたカルシウムシグナルのパスウェイ解析を今
後とも続行する。また基質候補の絞り込みや生化学的な手法によ
るリン酸化部位決定以外に、やはり質量分析によるリン酸化タン
パク質の網羅的な解析を交えて行うことを試みる必要がある。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う。


