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１． は じ め に

シグナル伝達系は細胞の運命決定を担う最も重要な生命

制御システムの一つであるが，その全体像はいまだブラッ

クボックスに近い状態である．しかしながら現在までの研

究から，細胞内で翻訳されたタンパク質そのものの相互作

用のみにとどまらず，リン酸化やユビキチン化をはじめと

するタンパク質翻訳後修飾のダイナミクスが作動メカニズ

ムの規定に大きく関与することがわかってきている．この

ことから，この複雑な生命システムに関する作動原理の解

明には，細胞内で発現しているタンパク質群に関する包括

的な理解のみならず，それらの翻訳後修飾に関する詳細な

動態解析が必須であることは自明の理である．近年，超低

流速液体クロマトグラフィーと高感度質量分析計を組み合

わせたショットガンプロテオミクス解析技術の登場によ

り，数百から数千の因子に関する一斉同定及びそれらの定

量が可能となった．本稿では，膠芽腫患者由来細胞及び薬

剤耐性能を獲得した乳がん細胞に関して最近筆者らが進め

てきた研究を例として，細胞内のタンパク質及びリン酸化

修飾に関する包括的なネットワーク解析によって得られた

知見を紹介し，プロテオミクスあるいはタンパク質の翻訳

後修飾を網羅的に解析するモディフィコミクスデータを基

盤とするシグナル伝達系のシステム解析に向けた新たな研

究の潮流に関して議論を深めたい．

２． 膠芽腫患者由来細胞に関する包括的タンパク質ネット

ワーク解析

膠芽腫は，より未分化度の高い細胞集団から成る最も悪

性度が高い脳腫瘍の一つであり，診断確定後の余命は１年

程度と短く，その治療成績は過去１０年以上にわたりほと

んど改善されていない．近年，がん組織にも自己複製能と

多分化能を持つ幹細胞が存在するというがん幹細胞仮説が

提唱され，脳腫瘍においてもその存在が実験的に証明され

ていることから，膠芽腫根治に向けて上記のがん幹細胞を
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特集：次世代シグナル伝達研究―先駆的基礎解析と臨床・創薬への展開―

ショットガンプロテオミクスが解き明かす
高解像度シグナル伝達ネットワーク

秦 裕 子，尾 山 大 明

細胞は多くのタンパク質が織り成す相互作用ネットワークによって増殖，分化といった

基本的な生命現象を幅広く制御しており，その作動原理に関する理論的基盤の解明は生命

システムの真の理解に向けて至上命題といっても過言ではない．シグナル伝達ネットワー

クにおいては，リン酸化をはじめとする翻訳後修飾によって高次の動的制御がなされてお

り，それらの包括的な全体像の計測から今まで予測されなかった知見の導出が大いに期待

される．本稿では，近年技術的な進展が目覚ましく，数百から数千の因子に関する一斉同

定・定量を可能とする先端的ショットガンプロテオミクス解析技術の現状と，膠芽腫患者

由来細胞や薬剤耐性能を獲得した乳がん細胞に関するシグナルネットワーク解析への応用

から得られた我々の最近の知見の紹介を通して，シグナル伝達研究の新たな方向性を議論

したい．
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ターゲットとした新たな治療戦略の展開が急務であること

は言及するまでもない事実である．そこで患者組織から無

血清培養にて樹立した膠芽腫細胞株を対象として，ナノフ

ロー液体クロマトグラフィーとフーリエ変換型高精度質量

分析計をオンラインで連結させたプロテオミクス解析シス

テムを用いて，細胞内タンパク質群の包括的な同定及び得

られた大規模プロテオームデータに基づくパスウェイ解析

を行った．ショットガン解析の結果，ペプチドレベルでは

８，８９６種類，タンパク質レベルでは２，０８９種類の分子群が

同定され，Database for Annotation, Visualization and Inte-

grated Discovery（DAVID）（http:／／david.abcc.ncifcrf.gov）に

よるパスウェイ解析によって，リボソーム，スプライソ

ソーム，及びプロテアソームに加え，解糖／糖新生，ピル

ビン酸代謝，ペントースリン酸経路などのWarburg効果

に関連する様々な代謝経路が高い発現レベルを示している

ことが浮き彫りとなった１）．

シグナル伝達系を制御する代表的な翻訳後修飾であるリ

ン酸化，ユビキチン化に関しては，プロテオーム解析を指

向した生化学的な精製・濃縮技術の開発が精力的に進めら

れており，特にリン酸化に関しては，IMAC２），TiO２３），

Phos-tag４）などのリン酸化残基親和性化合物によってリン酸

化タンパク質／ペプチドを効率的に捕捉する方法が汎用さ

れている．チロシン残基のリン酸化に焦点を絞った解析を

行う場合においては，特異性の高い抗体（４G１０，P-Tyr-

図１ SILAC法を基盤としたグローバル定量リン酸化プロテオ
ミクス解析の流れ

アルギニンあるいはリシン残基に関して質量の異なる安定同位
体を導入した細胞株群を用いて，一方の細胞株には上皮成長因
子による刺激を加え，他方には刺激を加えずに細胞を処理した
後，細胞溶解液を調製する．これらを等比で混合した後，還元
アルキル化反応によってタンパク質配列中のシステイン残基を
化学的に保護し，タンパク質分解酵素によって細胞内タンパク
質のペプチド断片化を行う．生成したペプチド混合物から TiO２
カラムを用いてリン酸化ペプチドを精製し，脱塩濃縮を行った
後，高精度質量分析システムによってショットガンプロテオー
ム解析を行う．得られた大規模測定データから解析ソフトウェ
アによってリン酸化タンパク質の同定・定量が可能となる．

図２ 膠芽腫患者由来細胞から同定されたネスチンのリン酸化部位に関する種間アミノ酸配列比較解析
膠芽腫患者由来細胞から新たに同定された神経幹細胞マーカーネスチンのリン酸化部位に関して，近傍のアミノ酸配列に関する種
間比較を示す．�：新規リン酸化部位，灰色：リン酸化を受けているアミノ酸残基．
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１００）を用いて精製を行うことが可能であり５，６），ユビキチ

ン化に関しても修飾部位をトリプシン処理した後に生成さ

れるジグリシン修飾リシンを標的とするモノクローナル抗

体を用いた画期的な精製方法が報告されている７～９）．

シグナル伝達においては，細胞外からの刺激に応答して

時間依存的に各シグナル因子の翻訳後修飾レベルが変動す

ることにより，情報の伝達が制御される．このような活性

変動を相対的に定量化するために計測対象であるタンパク

質にラベルを施す技術が，定量プロテオーム解析において

効力を発揮する．時間依存的な変動を計測するためには定

量精度が高い in vivo ラベルが非常に有効であり，最も代

表的な SILAC（Stable Isotope Labeling by Amino acids in

Cell culture）法１０）においては，アルギニンあるいはリシン

残基に関して質量の異なる安定同位体を細胞中の全タンパ

ク質に導入し，各ラベル化細胞に対して異なる刺激時間を

設定することにより，活性変動に関する時系列相対定量が

可能となる１１）（図１）．膠芽腫患者由来細胞に関する包括的

定量リン酸化プロテオーム解析から，２，２８２種類のリン酸

化タンパク質に由来する６，０７３種類のリン酸化ペプチドが

同定され，その中でリン酸化部位が１か所同定されたペプ

チドは５，４９７種類，２か所以上同定されたペプチドは５７６

種類であった１２）．また大変興味深いことに代表的な神経幹

細胞マーカーの一つであるネスチンに関しては３６か所の

リン酸化部位が同定され，１１か所の新規リン酸化部位を

含むアミノ酸配列が種間でよく保存されていた（図２）．

さらに，得られたリン酸化プロテオームデータを基に In-

図３ 膠芽腫患者由来細胞のリン酸化プロテオームデータに基づくパスウェイ解析
Ingenuity Pathways Analysis（IPA）によって可視化された ERK／MAPKシグナルパスウェイの一例を示す．無地：EGF刺激によって
リン酸化レベルが上昇したシグナル因子，水玉：EGF刺激によってリン酸化レベルが下降したシグナル因子．色の濃淡は活性化の
変動レベルを示す．
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genuity Pathways Analysis（ IPA）（http :／ ／www. ingenuity.

com／）によるネットワーク解析を行ったところ，ERK／

MAPKシグナルパスウェイにおいては転写制御に至るま

での主要因子が同定されていることがわかった（図３）．

また，従来非翻訳領域と考えられてきた RNA配列部位が

コードする新規ペプチドのセリン残基がリン酸化され，上

皮成長因子（EGF）刺激により活性制御を受けていること

も新たに見いだした（図４）．これらの結果から，膠芽腫

患者由来細胞において従来の想定を超える多様なシグナル

制御機構がネットワークレベルで作動している可能性が示

唆された．

３． リン酸化プロテオミクスと遺伝子発現データの

統合から見えるシグナル制御ネットワーク

シグナル伝達は転写・翻訳と連動してダイナミックな細

胞応答を惹起するが，最先端のリン酸化プロテオーム解析

技術を用いると転写や翻訳に関連する因子の活性化までを

包含したグローバルなリン酸化ダイナミクスが計測され

る１３）ことから，シグナル伝達の下流で起きる遺伝子発現の

網羅的活性変動情報との統合により，システムレベルでの

シグナル―転写制御機構を見いだすことが可能になる．

我々のグループでは，代表的なヒト乳がん細胞株である

MCF-７細胞の野生株，及び抗がん剤のタモキシフェンに

対して耐性能を獲得した薬剤耐性株の双方について増殖シ

グナル依存的な時系列リン酸化プロテオームデータを取得

し，各細胞株に関する時系列遺伝子発現情報との統合解析

から薬剤耐性を担うシグナル―転写経路の同定を試みたの

で以下に紹介したい．

乳がん細胞における代表的なシグナルパスウェイである

エストロゲン受容体シグナル及び ErbB受容体シグナルに

関して，各受容体のリガンドである１７β-エストラジオー

ル（E２）及びへレグリン（HRG）により刺激を施した細

胞に関して，ショットガンプロテオミクスによる刺激時間

（０～６０分）依存的な定量リン酸化プロテオーム解析を行っ

た．リン酸化因子の生化学的精製・濃縮においては，セリ

ン・トレオニン・チロシンリン酸化の全てを捕捉すること

が可能な Phos-tagに加え，細胞内での相対的な存在量が少

ないチロシンリン酸化を特異的に認識する抗チロシンリン

図４ supervillin-like（LOC６４５９５４）によりコードされた新規リン酸化ペプチド（GLApSPTAITPVASAICGK）に関する EGF刺激
依存的な活性変動を示すMSスペクトル

左：子宮頸がん細胞，右：膠芽腫患者由来細胞．
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酸化抗体（４G１０，P-Tyr-１００）を併用し，MCF-７野生株及

び薬剤耐性株双方併せて２８６種類のリン酸化タンパク質が

刺激依存的に変動することを明らかにした１４）．

一方，遺伝子発現に関しても GeneChipを用いて E２及

び HRG刺激後０～４８時間の時系列データを取得し，

MCF-７野生株，薬剤耐性株双方から合わせて１，６０３種類

の刺激依存的応答遺伝子が抽出された．これらの変動遺伝

子群の転写因子結合配列モチーフを解析したところ，上流

の制御因子として２７の転写因子群が推定され，リン酸化

プロテオームデータからネットワーク解析によって選択さ

れた７０のシグナル因子との相互作用に関してパスウェイ

解析を行った結果，リン酸化シグナル伝達因子MAPK及

び GSK３βから転写因子 AP-１及び CREBへのシグナル―転

写パスウェイに関して，タモキシフェン薬剤耐性株におけ

るシステムレベルでの活性昂進の相関が見いだされた１５）

（図５）．

４． お わ り に

シグナル伝達ネットワークにおいては，本稿で紹介した

リン酸化にとどまらず，ユビキチン化，グリコシル化など

非常に多彩な翻訳後修飾が協調的，あるいは競合的に関与

し合いながら精密にタンパク質間相互作用の動的制御を行

い，システムレベルでの情報のやりとりを規定している．

各々の修飾に対する効率的な生化学的精製方法の確立と

ショットガンプロテオミクス解析技術のさらなる高感度

化・高精度化が進むことにより，様々な翻訳後修飾ダイナ

ミクスに関する大容量の計測データを多角的・統合的に捉

えることが近い将来，技術的に可能になると考えられる．

最先端の質量分析技術が描き出す網羅性が高いプロテオミ

クス・モディフィコミクスデータを基盤として in silico で

再構築される精緻なシグナル伝達ネットワーク像は，情報

伝達因子間の複雑な相関性を条件付き確率で記述するベイ

図５ リン酸化プロテオーム及び遺伝子発現ダイナミクスに基づく統合システム解析
時系列リン酸化プロテオームデータからネットワーク解析によって抽出されたキーシグナル因子の情報と遺伝子発現プロ
ファイルから転写因子結合モチーフ解析によって推定された転写因子群の活性変動に関する統合解析から，薬剤耐性に関与
する転写制御コアネットワークを絞り込むことが可能である．無地：刺激によって活性が上昇したシグナル因子，水玉：刺
激によって活性が下降したシグナル因子．色の濃淡は活性化の変動レベルを示す．
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ジアンネットワーク１６，１７）や各因子のステータスと細胞応答

の間を定量的に関連付ける PLS回帰１８，１９），あるいはシミュ

レーション２０）などの統計科学的・数理科学的解釈を通し

て，システム生物学的視点からの緻密なシグナル制御理論

の検証を可能にすると期待される．
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