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研究成果の概要（和文）：タンパク質混合物から、消化・単離という2ステップでタンパク質N末端およびC末端
ペプチドをそれぞれ単離するCHAMP法を開発した。CHAMP法を非小細胞性肺がん細胞株11種に適用し、試料選択的
なプロテオフォームプロファイルを計測した。その結果、未報告例を含む3181のプロテオリシス産物の同定・定
量に成功した。また、1122のペプチドがSwiss-Prot由来のタンパク質に含まれない、非典型タンパク質由来なも
のとして同定された。この1122の非典型タンパク質由来のペプチドについて詳細な解析を行った結果、多くの
SNV含有ペプチド、スプライシングアイソフォーム、新規翻訳開始点候補が同定された。

研究成果の概要（英文）：We developed the CHAMP method to isolate protein N- and C-terminal peptides 
from protein mixtures in two steps: digestion and isolation, respectively. The CHAMP method was 
applied to 11 non-small cell lung cancer cell lines and sample-selective proteoform profiles were 
measured. As a result, we successfully identified and quantified 3181 proteolysis products including
 unreported cases. In addition, 1122 peptides were identified as being derived from noncanonical 
proteins that are not included in the Swiss-Prot-derived proteins. Detailed analysis of the 1122 
noncanonical protein-derived peptides led to the identification of many SNV-containing peptides, 
splicing isoforms, and novel translation start site candidates.

研究分野： プロテオミクス

キーワード： プロテオフォーム　プロテオーム　スプライシング　翻訳開始点　プロテオリシス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年タンパク質をnon-coding RNAが多数報告されてきたが、このなかには非典型タンパク質として翻訳されてい
るものがあることがリボソームプロファイリングから予測されてきたが、今回の結果よりその全貌の一旦が明ら
かとなった。また、翻訳後にプロテオリシスをうけて生じたプロテオフォームについてもプロテオーム規模で明
らかにすることができた。今後これらの制御機構がより詳細にわかり、疾患特異的なプロテオフォームが明らか
になれば、新たな創薬標的となる可能性もある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
トランスクリプトーム解析により、ヒト mRNA の 90%以上は選択的スプライシングによるアイ
ソフォームを持ち、その 50%以上は組織特異的に発現していることが報告されている。また細
胞種や、発生や分化とも関連し、がん細胞ではゲノム変異により異なるアイソフォームが作られ
ることも報告されている(例えば、Cell  Reports  2017,  21,  798–812)。一方、SwissProt  
(www.uniprot.org/statistics/Swiss-Prot)に登録されているヒトタンパク質は 20,365 種で、RNA
スプライシング産物でタンパク質として確認されているものを考慮しても約 50,000 種であるが、
翻訳後に生じるプロテオリシス産物や翻訳後修飾体も考慮すると、その総数は爆発的に増える。
ところが、これらのプロテオフォームの全体像は不明であり、RNA スプライシング由来タンパ
ク質がどの程度発現しているのか、翻訳後プロテオリシス産物の発現特異性はどの程度あるの
か、タンパク質 N 末端修飾の有無によるタンパク質分解への影響はどの程度なのか、など多く
の点が未解明のままである。 
 
２．研究の目的 
本研究では、①プロテオーム規模でプロテオフォームを解析する技術を開発し、②プロテオフォ
ームがもたらすプロテオーム多様性が、RNA スプライシングも含めてどのような制御を受けて形
成されているか、その全体像「プロテオフォームランドスケープ」を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
細胞培養 
 本研究ではモデル試料として、11 種類の非小細胞肺がん細胞株を用いた。各細胞株は 10 % 牛
胎児血清および 1 % MEM 非必須アミノ酸溶液 (Sigma-Aldrich)入りの液体培地にて、37 ℃, 5 % 
CO2 条件下で培養した。 
 
タンパク質抽出・消化 
 各細胞株からのタンパク質抽出および消化には、相間移動溶解剤による PTS 法 10 を用いた。
消化後 PTS 法により SDC と SLS を取り除き、水相を SpeedVac (Thermo Fisher Scientific) で真空
乾燥させ、SDB-XC StageTip11 を用いて脱塩した。 
 
安定同位体標識 
 消化後のペプチド 10 μg を 200 mM HEPES 緩衝液 (pH 8.5) 5 μL に溶解させ、TMTpro 16plex 
標識試薬 0.1 mg を溶解したアセトニトリル (ACN) 5 μL と混合して 25 °C で 1 時間静置した。
反応後、最終濃度 0.33 %になるようにヒドロキシルアミンを加えて反応を停止し、SDB-XC 
StageTip で脱塩した。また、複製間の正確な定量のための内部標準試料として、複製内の全ての
サンプルの等量混合試料 50 μg を同様の手順で標識した。 
 
高 pH 逆相クロマトグラフィーによる前分画 
 各細胞株から得られたペプチド試料および内部標準試料を合計 100 μg になるように混合し、
SDB-XC StageTip を用いた高 pH 逆相クロマトグラフィーによる前分画により 8 つの画分へと分
画した。 
 
タンパク質 NC 末端ペプチド濃縮のための強カチオン交換クロマトグラフィー 
 16-gauge ニードルでくりぬいた Empore cation-SR disk (GL Sciences) 3 枚を 200 μL サイズのピ
ペットチップに充填し、1 M NaCl、30 % ACN 200 μL で活性化、0.6 % TFA、30 % ACN 400 μL で
平衡化を行った。0.6 % TFA、30 % ACN 65 μL に溶解させた LysC/トリプシン消化物をロードし、
フロースルー画分を回収した。さらに 0.6 % TFA、30 % ACN 65 μL で溶出することで得られる洗
浄画分も合わせて、計 130 μL を回収した。回収したペプチド溶液を SpeedVac で真空乾燥させ、
LC/MS/MS で測定した。 
 
タンパク質 C 末端ペプチド濃縮のための酸化金属リガンド交換クロマトグラフィー 
 16-gauge ニードルでくりぬいたポリエチレンフリットを 200 μL サイズのピペットチップに詰
め、CeO2 90 mg のメタノール懸濁液をロードした後、遠心分離により充填した。移動相には 50 
mM 5-アミノ吉草酸、1 M NaCl と ACN を 60:40 で混合したもの (pH 5.0) を使用した。400 μL の
移動相でカラムを平衡化した後、150 μL の移動相に溶解させた V8 protease 消化物をロードし、
フロースルー画分を回収した。さらに 150 μL の移動相で溶出することで得られる洗浄画分も合
わせて、計 300 μL を回収した。回収したペプチド溶液は SpeedVac で真空乾燥させ、SDB-XC 
StageTip を用いて脱塩後に LC/MS/MS で測定した。 
 
タンパク質 N 末端ペプチド濃縮のための強カチオン交換クロマトグラフィー 
 ペプチド試料として LysargiNase 消化物、移動相の TFA 濃度を 1.0 %とした以外はすべてタン
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パク質 NC 末端ペプチド濃縮の項と同様の手順で行った。 
 
LC/MS/MS 分析 
 全ての測定で、真空乾燥させた試料は 0.5 % TFA、4 % ACN に再溶解させた。LC/MS/MS 分析
には、UltiMate 3000RSLCnano システム (Thermo Fisher Scientific) および Orbitrap Exploris 480 質
量分析計 (Thermo Fisher Scientific) から成る nanoLC/MS/MS システムを用いた。移動相 A には
0.5 % 酢酸、移動相 B には 80 % ACN、0.5 % 酢酸を用い、90 分間のグラジエント条件で分析し
た。分析用カラムとして、粒子径 1.9 μm の ReproSil-Pur C18-AQ (Dr.Maisch) が充填された 25 cm
長の自家製スプレーヤー一体型カラム 12 を用い、流速 400 nL/min、カラムオーブン (Sonation 
GmbH) 中 50 ℃ で分離を行った。全ての分析は Data Dependent Acquisition モードで行った。 
 
データ解析 
 LC/MS/MS データは、MaxQuant13 (ver 1.6.17.0) を用いて処理した。ペプチド同定のためのデ
ータベースには Swiss-Prot ヒトタンパク質データベース (配列数 : 42390)、検索エンジンには 
Andromeda14 を用いた。消化酵素条件には試料に応じて trypsin、V8、LysargiNase のいずれかを
設定し、ターミノーム解析では、N 末端・C 末端の少なくとも一方の基質特異性を考慮する半特
異的検索を行った。ペプチドの定量は安定同定体標識試薬のレポーターイオンの強度に基づき
行われ、内部標準試料に対する比として表された。 
 タンパク質切断部位周辺配列のシークエンスロゴの作成には iceLogo15 を用いた。PWM およ
び PWM スコアは、Wasserman らの報告 16 を参考にして算出した。また、各プロテアーゼにおけ
る基質情報としては、MEROPS17 に登録されているものを用いた。 
 
４．研究成果 
1.タンパク質ターミノミクスによるプロテオリシス産物の大規模計測 
 タンパク質末端配列解析とそれに続くデータベース検索により同定されたペプチド配列には、
N 末端もしくは C 末端のどちらか一方がボトムアッププロテオミクスのワークフローで用いる
プロテアーゼの基質特異性と異なるものが存在する。これらの配列は、試料由来のプロテアーゼ
による内因性プロテオリシスに起因する末端配列(プロテオリシス末端)であると考えられ、各試
料におけるプロテアーゼの活性プロファイリングに用いることができる。11 種の肺がん細胞株
それぞれについてのターミノーム解析の結果、1058 のプロテオリシス N 末端、2123 のプロテオ
リシス C 末端、計 3181 のプロテオリシス末端が同定・定量された(図 1A)。そのうち 2839 の配
列は、タンパク質末端配列の包括的なデータベースである TopFIND18 に未登録の新規プロテオリ
シス末端配列であった(図 1B)。また、3 種類の消化酵素それぞれで同定された全ペプチドについ
て、定量値の相対標準偏差の中央値が 10 % を下回っており、定量再現性も十分であった(図 1C)。 

次に、同定されたプロテオリシス末端の特徴を捉えるため、タンパク質ごとに同定されたプロ
テオリシス末端の数を調べたところ、同定された全 1201 のタンパク質のうち 6 割ほどは 1 つの
切断部位のみを持つ一方で、一部のタンパク質は数十もの切断部位が同定されていた(図 2A)。
同定された切断サイト数が上位 5 つのタンパク質には、ENO1 や ACTB などの解糖系や細胞骨
格に関与するような生体内でも存在量が豊富であると考えられるタンパク質が見られ、実際に
タンパク質の存在量に関するデータベースである PaxDb19においても上位 1%の存在量であった
(図 2A)。存在量の多いタンパク質は、その分解産物の存在量も多いと考えられることからも妥
当な結果と言える。さらに、切断サイト数が最も多かった ENO1 について、同定されたプロテオ
リシス末端を確認すると、末端が数残基ごとずれたペプチド配列の組み合わせ(ラダー状ペプチ

図 1 : 得られたデータセットの概要 
(A) ペプチド同定数とその内訳。その他には、タンパク質本来の末端配列や末端以外の配列が含まれる。(B) 同定されたプロテオリ
シス末端のうち、既に報告があったものの割合。(C) 各実験における全ペプチドの定量再現性を示す箱ひげ図。実験ごとに、n = 3
で得られたペプチドの定量値をもとに相対標準偏差(RSD)を計算した。 
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ド)が複数同定されていた(図 2B)。これはタンパク質が分解される際の、エンドペプチダーゼに
よる切断とそれに続くエキソペプチダーゼによる切断を反映していると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. プロテオリシスにおける細胞株特異性の評価 
次に、同定されたプロテオリシス末端から、がん細胞株ごとのプロテアーゼ活性をプロファイ

リングするための定量解析を行った。まず、同定されたペプチドの定量値に基づく分散分析 
(ANOVA) を行い、発現量が有意に変動 (p < 0.01) していた 2032 ペプチドを抽出した。続いて、
有意な変動がみられた 2032 のプロテオリシス末端について、定量値に基づく階層的クラスタリ
ングを行ったところ、各プロテオリシス末端の定量値のプロファイルが細胞株ごとに異なるこ
とが確認された (図 3A)。それぞれのプロテオリシス末端は何らかのプロテアーゼによる切断を
受けており、その特徴は切断面に現れると考えられる。そこで、属するプロテオリシス末端が 20
以上である各クラスターについて切断部位周辺-4 から+4 の位置に存在するアミノ酸残基の特徴
を調べた。特に出現アミノ酸の特徴が顕著だった上位 2 つのクラスターが図 3A 中緑色で示すク
ラスター1 と灰色で示すクラスター2 であり、クラスター1 では P1 部位にアスパラギン(N)、ク
ラスター2 では P1 部位にロイシン(L)をもつような配列が濃縮されていた(図 3B, C)。この結果か
ら、それぞれのクラスターでアスパラギンの C 末端およびロイシンの C 末端で切断するような
プロテアーゼの活性が上昇している可能性が示唆された。 
続いて、先ほど周辺配列に存在するアミノ酸が特に特徴的であった 2 つのクラスターに注目

し詳細な解析を行った。図中緑色で示すクラスター1 は、11 種の細胞株のうち H1650、H1975 で
特に発現量が多く、次いで PC-9、II-18 でわずかに発現量が多いようなクラスターである。これ
ら 4 つの細胞株の主要な変異に着目すると、すべてが EGFR に変異を持つ細胞株であり、この
クラスターが EGFR 変異によるプロテオリシス制御の変動を反映している可能性が示唆された。
また、図中灰色で示すクラスター2 は、1 つの細胞株 A427 で特異的に発現量の上昇がみられる
クラスターである。A427 は KRAS 変異を有する細胞株であるが、A427 と同じ KRAS に変異を
持つ他の細胞株では発現量の上昇は見られず、KRAS 以外の、細胞株特異的な変異を反映してい
る可能性を示唆している。 

 
3. PWM スコアリングに基づく責任プロテアーゼの探索 
 前章で、各クラスターに含まれるプロテオリシス末端は、その切断部位周辺配列に特徴を持つ
ことが確認できた。この情報から、各クラスターで発現が亢進している責任プロテアーゼが探索
できると考えた。ここで、責任プロテアーゼとしては、あるプロテオリシス末端についてその最
終断片を生成するプロテアーゼのみを考慮することとした。ここで、プロテアーゼとしては、
MEROPS に登録されているプロテアーゼのうち基質情報が 20 以上登録されている 106 種を用
い、閾値として PWM スコア > 2 を採用した。まず、図 3A のクラスター1 に含まれる 153 配列
を元に探索を行った結果、PWM スコアの閾値を超える配列数が最も多かったのはレグマイン 
(LGMN) であった。レグマインについて、実際に MEROPS に登録されている基質情報を元にシ
ークエンスロゴを確認すると、アスパラギンの P1 部位に強い特異性をもつプロテアーゼあった。 
これは先ほどのクラスター1に含まれる配列でのシークエンスロゴの特徴と一致しており、PWM
スコアを用いた評価が正しく責任プロテアーゼを探索できていることが示唆された。この結果

図 2 : 同定されたプロテオリシス末端の特徴 
(A) 各タンパク質における、同定されたプロテオリシス末端の数の分布と上位 5 タンパク質。()内の数字は PaxDb
における存在量のパーセンタイルを示す。(B) ENO1で同定されたラダー状ペプチドの例。 
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から、レグマインが肺がん細胞内においても発現量が異常に亢進していることが示唆された。さ
らにこのクラスター1 は肺がん細胞株の中でも、EGFR 変異を有する株で発現量が上昇している
クラスターであったことから、レグマイン発現量の異常亢進に EGFR 変異が関与している可能
性が示唆された。 
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図 3 : 同定されたプロテオリシス末端のクラスター解析 
(A) 同定されたプロテオリシス末端の定量値に基づく階層的クラスタリングの結果とヒートマップ。定量値は z-
scoreとして標準化されており、横軸はペプチド、縦軸が細胞株を表す。横軸の色が各クラスターに対応している。
() 内は各細胞株の主要なドライバー変異を表す。(B, C) クラスター1(B)および 2(C)における切断部位周辺配列の
シークエンスロゴ。破線は切断部位を示す。 
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