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研究成果の概要（和文）：本研究ではゲノムワイドな組換えタンパク質ライブラリーを用いたターゲットプロテオミク
ス解析プラットフォームであるiMPAQT(in vitro proteome assisted protein absolute quantification)法を構築し、
これを用いて細胞内パスウェイを定量的な可視化を試みた。18000以上のヒト組換えタンパク質に対して質量分析によ
ってターゲットプロテオミクスに必要な情報取得し、データベース化を完了した。本プラットフォームを用いて、代謝
経路やシグナル伝達経路を構成するタンパク質の発現絶対量を複数の細胞に対して実施し、生化学パスウェイの定量的
構造取得に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we originally developed a novel platform for targeted proteomics, 
iMPAQT (in vitro proteome assisted MRM for protein absolute quantification) using genome-wide recombinant 
protein library and applied this method to obtain quantitative structure of the pathways in biological 
system. We subjected more than 18000 recombinant proteins to LC-MS/MS analysis and obtained information 
for targeted proteomics to construct database. Using this platform, we performed absolute quantification 
of proteins associated with metabolism and signal-transduction pathway　across various cell lines and 
succeeded to obtain the quantitative structure of biochemical pathways.

研究分野： プロテオミクス

キーワード： 代謝　プロテオミクス　シグナル伝達
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１．研究開始当初の背景 
 近年、生命システムがどのように構築さ
れているかを問うシステム生物学的研究が
盛んに行われている。ゲノム情報や各種生
物学的研究で得られた知見を元に各生命現
象に関わるパスウェイ・モデルの構築がな
されており、これを基盤にシステム生物学
が発展してきた。しかしながら、これらは
あくまで異なる研究目的や研究対象で得ら
れたデータを集約し一般化したものであり、
状況に応じて変化しうる現実の生命システ
ムを的確に表現できている保証はない。そ
こで本研究では、様々なプロテオーム解析
技術を用いて、より現実に近いパスウェ
イ・モデルの構築（＝パスウェイ構造決定）
を試みる。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、われわれが考案した次
世代定量プロテオミクス技術の構築とそれ
を用いたタンパク質絶対量計測法によって
生命システムを構成するパスウェイ構造を
決定することである。本研究では、パスウ
ェイ・モデルを実体化するために、タンパ
ク質絶対量計測によるパスウェイ構造の決
定と、様々な条件下でのパスウェイ構成成
分間の相互作用やリン酸化の定量的解析に
よるモデルの拡充と検証を行う。 
 
３．研究の方法 
Ⅰ．情報基盤 MRM 法によるタンパク質大
規模絶対定量 

１）情報基盤 MRM 法の最適化 
 情報基盤定量法では大規模に合成した組
み換えタンパク質を酵素消化し、得られた
ペプチド試料を、LC-MS/MS 解析を行うこ
とで、各ペプチドの座標（LC 上の保持時
間、質量、部分質量）の決定を行い、これ
らの情報をデータベース化して利用する情
報 基 盤 MRM (multiple reaction 
monitoring) 法を構築する。組換えタンパ
ク質消化物を内部標準として使用すること
で、タンパク質の絶対量を算出することが
できる。 
２）代謝経路の絶対定量 
 様々な細胞状態や細胞種における、代謝
パスウェイを構成する酵素の発現絶対量計
測を実施する。 
 
３）シグナル伝達経路の絶対量計測 
 増殖因子受容体やタンパク質リン酸化酵
素などのタンパク質の発現量計測を実施す

る。 
 
Ⅱ. 翻訳後修飾や相互作用情報取得 
１）リン酸化情報の網羅的取得とデータベ
ース化 
高純度リン酸化ペプチド精製法を用いて、
タンパク質リン酸化情報を網羅的かつ定量
的に取得し、データベース化を試みる。 
２）相互作用情報取得 
 代謝酵素やシグナル伝達分子を免疫沈降
して結合タンパク質の同定を行う。世代多
軸ロボットを用いた全自動免疫沈降法を確
立し、タンパク質間相互作用の定量化を試
みる。 
 
Ⅲ．絶対量情報を用いたパスウェイ構造決
定 
 既知パスウェイ情報に、絶対量情報、相
互作用情報を統合・可視化し静的パスウェ
イ構造の決定・拡張を行う。 
 
４．研究成果 
Ⅰ．情報基盤 MRM 法によるタンパク質大
規模絶対定量 

１）パスウェイ構成タンパク質測定メソッ
ド構築 
本研究が開始する前にすでに 18,000 種類
のタンパク質に関して候補ペプチド情報の
取得を完了し、データベース化を終了して
いた（約 200,000 ペプチド）。本研究では、
これらの候補ペプチドを対象に、すべて
MRM法による実測を行い、得られたMRM
クロマトグラムをすべてデータベース化し
た。これらの情報から、主要パスウェイ構
成タンパク質約 2,000 種類を測定可能な
MRM メソッドを構築した。 
  

２）パスウェイ構成タンパク質の発現量実

測 

ヒト由来の 12 種類の細胞に関して代謝酵
素の絶定量計測を行い、代謝パスウェイ構
造の細胞間比較を行い、各細胞で保存され

図１ 代謝酵素発現絶対量解析 



ている経路の同定や細胞特徴を規定する代
謝酵素セットの同定に成功した(図１)。 
 
Ⅱ. 翻訳後修飾や相互作用情報取得 
約 30,000 以上のリン酸化部位を同定しデ
ータベース化を行った。また、次世代型ロ
ボットを用いて全自動免疫沈降法を構築し、
幾つかのシグナル伝達因子の相互作用因子
の定量に成功した。 
 
Ⅲ．発現絶対量情報を用いたパスウェイ構

造決定 
 既知パスウェイ情報に、絶対量情報、相
互作用情報を統合・可視化した。ヒト正常
線維芽細胞における代謝酵素発現量を実測
し、発現絶対量に基づく代謝経路構造の可
視化を実施した。その結果、代謝経路の律
速段階に位置する酵素の発現量が著しく低
いことが明らかとなった（図２）。 
 
また、シグナル伝達関連因子の絶対量と増
殖 因 子 で あ る
EGF 刺激に伴う
リン酸化の変化量
を可視化したとこ
ろ、極めて低発現
である SOS1 はリ
ン酸化応答がもっ
とも大きいことが
判明した（図３）。 
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