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研究成果の概要（和文）：iPS細胞の細胞表面に存在するタンパク質を知ることは幹細胞の品質の確認に重要である。
そこで細胞表面のタンパク質を効率よく同定・定量するために、STAGEチップ法と順相クロマトグラフィーを組合せた
方法を開発した。この方法で1400種類以上の細胞表面に存在するN結合型糖タンパク質が500μgのゼノフィーダーフリ
ー培養したiPS細胞のタンパク質から同定された。iPS化する前の細胞や分化後の細胞とラベルフリーの定量によって比
較したところ、10種類のゼノフィーダーフリー培養iPS細胞に特異的なタンパク質を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：Detailed knowledge of cell-surface proteins of iPS cells is necessary to isolate 
a well-defined population and enhance their translational potential. To identify and quantify proteins 
specific to membrane with high throughput, we developed a normal phase chromatographic approach with 
STAGE tip strategy. Through the approach, we identified over 1400 of cell-surface and N-linked 
glycoproteins from 500 micro g of proteins extracted from iPS cells cultured with xeno- and feeder-free 
condition. Compared them with the proteins on the surface of the original cells before obtaining 
pluripotency and embryoid body cells after differentiation by label-free proteomics quantitation, we 
obtained the 10 candidate proteins specific for iPS cells in xeno- and feeder-free condition.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
iPS 細胞を再生医療に利用するためには異
種由来成分によって培養器表面を処理しな
い、すなわちゼノ・フィーダーフリー（XFF）
のコンディションに移す必要がある。ところ
がこうした環境にiPS細胞を移すと多くのク
ローンは徐々に未分化性を失い、最終的に
10%程度の iPS 細胞しか未分化な状態を維持
することができない。XFF に順応可能なクロ
ーンだけを FACS であらかじめ分離するため
の細胞表面マーカー「XFF 未分化マーカー」
が発見できれば、iPS 細胞を利用するプロセ
スや労力を大きく減らすことができる。 
 
 一方、申請者は、タンパク質マーカーの探
索にトランスクリプトーム解析や通常のプ
ロテオーム解析を行うと、細胞表面タンパク
質が発見されずに細胞内のタンパク質のみ
が数多く検出される。そこで、申請者は細胞
表面タンパク質を選択的に同定する IGOT 法
を開発したが（Kaji H, Nat Biotechnol, 
2003）、原報の方法では、試料処理が複雑な
上に、レクチン樹脂（タンパク質を共有結合
させた樹脂で安定性が低く管理が難しい）を
使うため、再現性がよくなかった。申請者は
当初、試料処理には操作の簡便な SDS-PAGE 
を、細胞表面タンパク質の精製には安定な順
相クロマト用樹脂を利用した再現性の高い
方法を確立し、既に実証実験を行っていた。
また、この方法の高速化および、この方法と
質量分析による定量を組み合わせた細胞表
面タンパク質の定量法を開発していた。 
 
２．研究の目的 
iPS 細胞を利用するためには、XEF 培養が必
要となるが、多くの iPS 細胞は XFF に順応す
る過程で分化してしまう。実用上の労力を削
減するためには、未分化なまま XFF に順応可
能な iPS 細胞をあらかじめ見分けて分離す
るための分子マーカー「XFF 未分化マーカ
ー」の探索が必要である。最近、申請者は細
胞表面に発現するタンパク質の効率的な同
定法を確立した。そこで本申請では、さらに、
①細胞表面タンパク質のハイスループット
定量法を確立し、②その方法を適用して XFF 
未分化マーカーを同定を試みることを目的
として研究を進めた。 
 
３．研究の方法 
細胞表面タンパク質は、まず、iPS 細胞の細
胞抽出液を SDS-PAGE で分離し、ゲル内で分
離されたタンパク質をそのまま酵素消化に
よってペプチド状態にまで断片化して、そこ
に含まれる糖ペプチドを順相クロマトによ
って捕集することで、部分的なペプチドとし
て回収した。さらに、得られた糖ペプチドに
対して、酵素による脱糖鎖後に質量分析によ
ってそのペプチドを検出することで細胞表
面タンパク質を同定した。 
 

 この方法の開発にあたって、まず、(i)HPLC 
システムでおこなっている順相クロマトを
高速化のためにバッチクロマトに置き換え、
(ii)質量分析によるスペクトルの積算値を
指標とする定量法の導入をおこなうことで、
ハイスループットに細胞表面タンパク質が
定量できるようにした。(i)バッチクロマト
は、HPLC による予備実験と比較しながら最
適な方法を選択した。バッチクロマトに変更
する際に、溶離液（酢酸アンモニウム中性条
件下や、酢酸やギ酸による酸性条件下、イオ
ンペア試薬添加）や充填剤（zwitterionic 親
水性相互作用充填剤やアクリルアミド結合
型充填剤、アミン結合型充填剤など）の最適
化も同時におこなった。(ii)定量には、簡便
な方法として定評のある質量分析によって
得られたスペクトルの積算による方法を導
入した。実際のデータ処理に利用したソフト
ウエアは、現在保有している市販ソフトウエ
ア（Proteome discoverer, Thermo Fisher 
Scientific 社）と自作のソフトウエア STEM
（Shinkawa T, J Proteome Res, 2005）で、
処理後に得られた二次データを実際の質量
スペクトルと比較することによって、実際に
利用するソフトウエアを選択した。データセ
ッ ト は ト ラ ン ス フ ェ リ ン や α -acid 
glycoprotein など、標準タンパク質を解析
して確認した。 
 
 ヒト由来培養細胞や iPS 細胞、胚様体をそ
れぞれ回収し、細胞表面タンパク質を相対定
量した。XEF で成育する iPS 細胞に特異的な
表面タンパク質を複数同定し、XFF 未分化マ
ーカー候補を 10 種類選択した。 
 
４．研究成果 
本研究では「糖タンパク質≒細胞表面タンパ
ク質」であるという観測事実（Kaji H, Mol 
Cell Proteomics,2007）に基づいて、細胞表
面タンパク質の高速な同定と定量方法の確
立し、その方法の適用として XEF で生育可能
なiPS細胞の表面に特異的に発現するマーカ
ータンパク質の探索を行った。細胞表面タン
パク質の高速な同定については、複数の条件
で検討を行って、イオンペア試薬存在下の酸
性条件で、順相クロマトグラフィーによる分
離を行うと糖タンパク質がよく回収され、最
も非糖ペプチドの混入が少なかった。STAGE
チップ法（Rappsilber J, Nat Protoc, 2007）
を導入することで、この方法を HPLC システ
ムでおこなう方法からバッチクロマトに置
き換えることに成功した。また、この方法は
SDS-PAGE によるタンパク質の分画と相性が
よく、タンパク質の分離からペプチド化、
IGOT 法、細胞表面タンパク質の同定まで、シ
ームレスな分析が可能となった（次頁図）。 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この方法をヒト iPS 細胞に適用したところ、
500μg のタンパク質を含む抽出液から 4000
種類をこえるペプチドに由来する 1400 種類 
以上のタンパク質が同定され、その約 9割が
細胞表面タンパク質であった。同定されたタ
ンパク質は、CD 抗原や Gタンパク質共役型リ
セプターなど、多くの方法では検出が非常に
難しい膜貫通型タンパク質が含まれていた
（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この方法にノンラベル定量法を導入するた
めに前述の2種類のソフトウエアをデータ処
理に適用し、標準タンパク質を解析しするこ
とで定量に支障がないことを確認した。次に、
本方法を TIG-1 と MRC-5 とこれらの細胞を
親株とし、かつ XEF 上で成育する iPS 細胞ク
ローン、iPS 細胞を分化させた胚様体に適用
した。それぞれの試料から、細胞表面タンパ
ク質を前述の方法で相対定量したところ、多

数の XEF成育 iPSに特異的な細胞表面タンパ
ク質が同定できた（下図）。10 種のタンパク
質をピックアップしてウエスタンブロット
で確認している。 
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図 細胞表面タンパク質の回収と同定の概要 

図 同定された iPS細胞表面タンパク質の分類 

図 分化状態と細胞表面タンパク質の変動 
線維芽細胞（青 F）と iPS 細胞（赤 I）、胚様
体（緑 E）で発現が異なるタンパク質を一部グ
ラフに示した。細胞表面タンパク質の回収と同
定の概要 
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