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研究成果の概要（和文）：タンパク質は単体として機能するだけでなく、タンパク質同士が結合したタンパク質複合体
としても機能する。そのため、タンパク質複合体を調べることは、個々のタンパク質の機能を調べるためだけでなく、
細胞内機構を調べるためにも重要である。本研究では、新規手法により光合成生物のタンパク質複合体を網羅的に調べ
、この手法の有用性を明らかにした。同時に、Webデータベース（PCoM-DB; http://pcomdb.lowtem.hokudai.ac.jp/pro
teins/top）を構築し、その結果の一部を公開した。今後、PCoM-DBデータベースを通じて本研究の解析データが幅広く
利用されることに期待したい。

研究成果の概要（英文）：To explore protein complexes systematically, we have tried to identify protein com
plexes by using the Blue-Native PAGE coupled with LC-MS/MS approach. We applied the approach into several 
photosynthetic organisms. Then, we constructed a new Web-based database PCoM-DB (http://pcomdb.lowtem.hoku
dai.ac.jp/proteins/top/) to make our data to public. Users can predict interaction partners with their pro
teins of interest through a user-friendly interface. I hope that the database to help users to find new pr
otein complexes, which can contributes to understand cellular mechanisms in photosynthetic organisms.
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質は単体で機能するのみならず、別
のタンパク質と相互作用して機能すること
が少なくない。そのため、新規なタンパク質
複合体（タンパク質間相互作用）を見出すこ
とはタンパク質の機能を知るのみならず、細
胞内機能を理解する上で不可欠である。 
 
しかしながら、従来の方法で網羅的にタンパ
ク質間相互作用を探索するためには、膨大な
時間と人手が必要であり、一部のモデル生物
を除けば、ほとんど行われてこなかった。そ
のため、タンパク質間相互作用因子の同定を
試みている研究者は決して少なくないもの
の、その多くは個別の解析にとどまっており、
網羅的なタンパク質複合体の検出は現在の
生物学における大きな課題である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、主に光合成生物のタンパク
質複合体を網羅的に検出し、その解析データ
を本研究で開発した新規 Web データベース
「 PCoM-DB(http://pcomdb.lowtem.hokuda
i.ac.jp/proteins/top)」で公開することにある。 
 
Blue-Native PAGE（BN-PAGE）はタンパク
質複合体の複合体構造や活性を維持したま
ま高解像度で分離する電気泳動法である。こ
の手法は主に呼吸鎖や光合成電子伝達鎖の
超巨大なタンパク質複合体の解析に用いら
れてきたが、近年では様々なタンパク質複合
体の解析に広く用いられるようになってき
た。また、ゲノム解読および LC-MS/MS の
発展により、複数のタンパク質が含まれるク
ルードなタンパク質溶液を高感度で網羅的
に解析することも可能になってきた。そのた
め、この 2 つを組み合わせることで、すなわ
ち、タンパク質複合体をBN-PAGEで分離し、
そ の 分 離 し た タ ン パ ク 質 複 合 体 を
LC-MS/MS で同定することで、タンパク質複
合体を網羅的に同定することが可能になる
と考えた。 
 
常識的には、 BN-PAGE の後、 2 次元
SDS-PAGE を行い、銀染色等の手法でタンパ
ク質のスポットを可視化した後、それぞれの
スポットを LC-MS/MS 等で解析することが
考えられるが、本研究では簡便で高感度で網
羅的な同定を目指し、2 次元電気泳動を行わ
ない（省く）ことにした。これにより、
high-throughput な解析が可能になり、しか
も染色操作を省くことで検出感度を上げる
ことができるはずである。しかし、一方で、
タンパク質複合体を推定するための情報処
理が必要になる。そこで、本研究では、protein 
migration profile（後述）を用いたタンパク
質複合体の推定を利用した。 
 
３．研究の方法 
光合成生物の細胞や細胞内小器官を分画し

た後、膜タンパク質は可溶化し、その画分に
含まれるタンパク質複合体を網羅的に
BN-PAGE で分離した。次に、分離ゲルを
1mm 間隔で細かくカットし（ミニゲルに対
し 60 スライスほど）、それぞれのゲルスライ
スに含まれているタンパク質を LC-MS/MS
で網羅的に同定した。 
 
次に、ラベルフリーのタンパク質定量法であ
る emPAI（Exponentially Modified Protein 
Abundance Index）を用いて、各ゲル片にお
ける各タンパク質の存在量を見積もり、x 軸
に各ゲルスライスをプロットし（BN-PAGE
ゲル上での泳動度に対応する）、y軸にemPAI
をプロットし（各ゲルスライス上でのタンパ
ク質のバンド強度に対応する）、それぞれの
タンパク質について migration profile を作
成した。この protein migration profile の波
形のピークはBN-PAGEでのタンパク質複合
体バンドに相当する。 
 
最後に、この protein migration profile を検
出されたタンパク質ごとに比較することで
新規なタンパク質複合体を探すことができ
る。具体的にはその波形上でピークが一致し
ていれば、（BN-PAGE 上で 2 つのタンパク
質が co-migration していることになり）、そ
の 2つが相互作用している可能性が考えられ
る。特に profile 全体の波形の類似性が高い
場合には、その可能性は高くなる。 
 
本研究では、これらの一連の作業から成る新
規なアプローチにより、簡便で検出感度の高
いタンパク質複合体同定を試みた。 
 
４．研究成果 
現在までに、モデル植物シロイヌナズナにつ
いては、成熟葉、老化葉、葉緑体、チラコイ
ド膜、ストロマ、包膜、ミトコンドリアにつ
いて解析を行った。その他の光合成生物とし
ては、ヒメツリガネゴケ、モデル緑藻のクラ
ミドモナス、モデル珪藻の Phaeodactylum 
tricornutum 、 シ ア ノ バ ク テ リ ア
Synechocystis sp. PCC 6803 などについて解
析を行い、検出タンパク質群についての
protein migration profile を作成した。 
 
また、同時に、それらデータを公開するため
のプラットフォームとして、Web データベー
ス PCoM-DB (Protein Co-Migration 
Database for photosynthetic organisms: 
http://pcomdb.lowtem.hokudai.ac.jp/prot
eins/top/)（図１）を独自に開発、構築し、
現在は公開中である。現在は、このデータベ
ースにおいて、シロイヌナズナのチラコイド
膜の解析データと Synechocystis sp. PCC 
6803 の全細胞の解析データを公開しており
（Takabayashi et al. 2013）、今後も解析デ
ータの公開を進めていく。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1.PCoM-DB のトップページ 
 
ユーザーはこの PCoM-DB を利用することで、
本研究の解析データを元に作成されたタン
パク質の protein migration profile を表示
し、検出された他のタンパク質と比較するこ
とができる（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. シロイヌナズナ葉緑体 ATP synthase の
2 つのサブユニットの protein migration 
profile の比較。2 つのサブユニットのプロ
ファイルは非常に似ている。（なお、左から 1
つ目のピークは CFoF1 ATP synthase。2 つ目
のピークは複合体の合成中間体） 
 
本研究により、BN-PAGE と LC-MS/MS 解析を組
み合わせた、タンパク質複合体の網羅的解析
のための新規アプローチが効果的であるこ
とを示すことができた。この手法は、真核生
物のオルガネラ、および原核生物全細胞に対
しては非常に有効であり、それらサンプルに
ついては大雑把にいって、（存在が）予想さ

れるタンパク質の 40％以上を検出すること
ができている。一方で、藻類の全細胞や植物
の葉などをサンプルに用いた場合には、10％
程度にとどまり、これらサンプルについては
効果的とは言えないことが明らかになった。 
 
このことから、今後は真核光合成生物の細胞
内小器官、および原核光合成生物、さらには
原核生物に対して、解析とデータ公開を進め
ていく予定である。 
 
今後、PCoM-DB の公開データを増やし、この
データベースの有用性を増やすととともに、
PCoM-DB を用いた成功例の広報活動を進める
ことで、当該分野の発展により貢献していき
たいと希望する。 
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