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研究成果の概要（和文）：本研究では、高精度nanoLC-MS/MSシステムによってヒトがん細胞におけるユビキチン
化及びアセチル化プロテオームを包括的に検出可能な分析プラットフォームを確立した。また、翻訳後修飾の活
性変動データに基づく体系的なタンパク質相互作用ネットワーク解析を行うため、修飾部位レベルの制御ネット
ワークをin silicoで再構成する情報解析プラットフォームPost Translational Modification mapper
（PTMapper）を開発した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we established an analytical platform to perform global 
ubiquitination and acetylation proteome analyses of human cancer cells using high-resolution 
nanoflow liquid chromatography-tandem mass spectrometry (nanoLC-MS/MS) system. We also developed a 
bioinformatical platform named 'Post Translational Modification mapper (PTMapper)' to reconstruct 
regulatory protein-protein interaction relations at the protein modification level towards 
systematic network analysis based on PTM-oriented quantitative activation data,

研究分野：プロテオミクス
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
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り、リン酸化やユビキチン化・
アセチル化をはじめとする多様なタンパク質翻訳後修飾による複雑かつ精細な相互作用ネットワークがその動的
な駆動力として機能している。本研究によってシグナル伝達制御を担う主要翻訳後修飾に関する大規模同定・定
量分析プラットフォームが確立され、被修飾部位ごとの詳細な活性変動を基盤とする次世代の数理モデル・統計
モデル解析研究に資するプロテオーム情報基盤を構築することができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
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り、リン酸化
やユビキチン化・アセチル化をはじめとするタンパク質翻訳後修飾による精細な制御に基づく
複雑な相互作用ネットワークによって、転写・翻訳をはじめとする基本的な生命活動の駆動力と
して機能している。がんをはじめとする多くの疾患はこの複雑な生命システムの制御異常・破綻
を起点としていることから、各種疾患に関与する情報伝達ネットワークの異常を理論的に制御
するためには、シグナル伝達系を構成しているタンパク質群やそれらが織り成す複合体に関す
る包括的な理解のみならず、翻訳後修飾による微細な制御を包含した統合的なネットワーク解
析を通してシステムとしての作動原理を明らかにすることが必要不可欠である。 
 
２．研究の目的 
 
本研究課題では、細胞外部からの刺激入力や阻害剤による摂動によって変動するシグナル複合
体やそれらのリン酸化、ユビキチン化、アセチル化等の翻訳後修飾レベルを網羅的・統合的に計
測する高深度定量プロテオーム解析基盤を確立すると共に、得られる大規模な同定・定量情報に
基づいて鍵となるシグナル制御を統計科学的に抽出する情報解析方法論を構築し、分子細胞生
物学的手法による詳細な機能解析、並びに数理モデルによる精密な反応制御パラメータ解析と
相互に連携するオミクス情報解析基盤の構築を行う。 
 
３．研究の方法 
 
培養細胞株に対して SILAC 法により安定同位体ラベルを導入し、リン酸化・ユビキチン化・ア
セチル化ペプチドに関する生化学的精製系の確立、及び nanoLC-MS/MS システムによる大規模
計測系の構築を行う。取得した大規模活性変動情報を基に Database for Annotation, Visualization 
and Integrated Discovery(DAVID)によるパスウェイ解析及び Ingenuity Pathway Analysis (IPA)による
ネットワーク解析により、重要なハブとして機能している候補因子を統計科学的に抽出する一
連の情報解析基盤を構築する。また、本研究計画で取得される翻訳後修飾部位レベルでの活性変
動データに基づく制御解析を行うため、Cytoscape 等の視覚化プラットフォームを用いて各種タ
ンパク質相互作用データベース並びに酵素・基質相関データベースから翻訳後修飾部位レベル
の制御関係を in silicoで再構成し、高解像度のネットワーク解析を行うための新たな情報解析プ
ラットフォームを開発する。 
 
４．研究成果 
 
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り、リン酸化
をはじめとするタンパク質翻訳後修飾を駆使した時空間相互作用ネットワークによって転写・
翻訳をはじめとする基本的な生命機能を巧妙に制御している。近年、ショットガンプロテオミク
スによる包括的な分子動態計測によって得られる大規模データを統合して、鍵となる分子間相
互作用を統計科学的・数理科学的に導出する情報解析技術が生命現象の体系的な理解に必要不
可欠になってきており、これらの方法論の革新ががんをはじめとする疾患研究を次の段階に推
し進める大きな原動力となりつつある。各種疾患に関与する情報伝達ネットワークの異常を理
論的に解明するためには、シグナル伝達系を構成しているタンパク質群やそれらが織り成す複
合体に関する個々の詳細な機能解析のみならず、系全体の分子群に関する包括的かつ定量的な
動態解析を通してシステムとしての作動原理を明らかにすることが肝要であることから、我々
のグループでは SILAC 法を基盤とする精密時系列定量リン酸化プロテオーム解析（Oyama et al., 
Mol. Cell. Proteomics, 8: 226-231, 2009）や、リン酸化ダイナミクスデータに基づく数理モデル解
析（Tasaki et al., PLoS One, 5: e13926, 2010）、時系列遺伝子発現情報との統合ネットワーク解析
（Oyama et al., J . Biol. Chem., 286: 818-829, 2011）等、リン酸化シグナルに焦点を当てたシステム
生物学的方法論に関する研究成果を多数報告してきた。 
本研究では、代表的な翻訳後修飾でありながらリン酸化と比較して包括的な解析が進んでいな
いユビキチン化及びアセチル化に関して、微量の被修飾ペプチドを高精度かつ包括的に検出可
能な分析プラットフォームを確立し、13 種類のヒトがん細胞における大規模なユビキチン化・
アセチル化統合プロテオーム解析を実施した結果、5,000種類を超えるユビキチン化ペプチド、
並びに 1,600種類以上のアセチル化ペプチドを同定すると共に全体で約 900種類の新規被修飾部
位を検出することに成功した。大変興味深いことに、生命維持の根幹に関与する Actin、Elongation 
factor、Histone等の因子を含む 141種類のタンパク質に関しては、236か所のリシン残基におい
てユビキチン化及びアセチル化双方の修飾を受けていることが明らかとなった。また、取得した
ユビキチン化・アセチル化プロテオームデータを用いて被修飾リシン残基の周辺配列に関する



モチーフ解析を行った結果、アセチル化に関してグルタミン酸やアスパラギン酸等の酸性アミ
ノ酸が被修飾部位周辺に高度に濃縮されていることが示され、パスウェイレベルでは翻訳制御
に関与する EIF2やユビキチンに関連するシグナル経路がユビキチン化及びアセチル化双方で統
計科学的に有意に濃縮されていることが明らかとなった（図 1）（Kozuka-Hata et al., Biomolecules, 
10: E411, 2020）。 

図 1:ユビキチン化・アセチル化プロテオームデータに基づくモチーフ解析及びパスウェイ解析 
 
 
また、翻訳後修飾レベルでの活性変動データに基づく体系的なタンパク質相互作用ネットワー
ク解析を行うため、大規模定量リン酸化プロテオームデータから翻訳後修飾部位レベルの制御
関係を in silico で再構成する情報解析プラットフォーム Post Translational Modification mapper
（PTMapper）を開発し、翻訳後修飾に基づく相互作用ネットワーク制御をシステムレベルで可
視化する新たな情報解析基盤を構築した（図 2）（Narushima et al., Bioinformatics, 32: 2083-2088, 
2016）。 

図 2:リン酸化部位の活性変動情報に基づいて再構成されたタンパク質相互作用ネットワーク 
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