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研究成果の概要（和文）：われわれは従来バリデーションベースに使用されているターゲットプロテオミクスの代表的
な方法であるMultiple Reaction Monitoring (MRM) 法を発展させることで網羅的かつ高精度でタンパク質絶対定量を
行うための基盤技術の開発を行い、新方法であるinformation-based MRM (iMRM) 法を発明した（特許第5468073号）。
本研究ではiMRM法によって正常細胞とがん細胞中の全ての代謝酵素（約1000種類）および代謝物を絶対定量し、システ
ム生物学的な手法を用いてワールブルグ効果の鍵分子を同定した。

研究成果の概要（英文）：we developed a new platform (information-based MRM: iMRM) that allows genome-wide 
absolute quantification of the human proteome and is reliant on the production of ~18,000 recombinant 
proteins. We applied iMRM to delineate the metabolic landscape of human diploid fibroblasts. Oncogenic 
transformation of these cells gave rise to relatively small but global changes in metabolic pathways that 
account for aerobic glycolysis (Warburg effect) and increased rates of macromolecule synthesis. 
Modulation of metabolic enzyme expression revealed an unexpected functional interaction between 
glycolysis and the pentose phosphate pathway that facilitates nucleic acid synthesis. Furthermore, 
integration of proteomic and metabolomic data allowed construction of a mathematical model for 
identification of key enzymes responsible for the metabolic shift in cancer. Our results thus provide a 
global view of metabolic restructuring in cancer that underlies adaptation to a rapid growth state.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトゲノム計画が終了した現在、生命の本
質を知るためには、生命システムをダイナミ
ックネットワークとして定量的に記述し理
解するシステム生命科学的手法が求められ
ている。しかし現行のタンパク質定量技術で
あるウェスタンブロッティング法は半定量
的で相対定量であるため、計算科学に適さな
い。そこで現在、全く新しいタンパク質の網
羅的定量手法が求められている。われわれの
開発した iMRM法は 10年以上かかると言わ
れているこのヒトプロテオーム計画を 1年で
完遂する能力を有する。この新技術を用いて
がんにおける代謝ネットワーク構成因子を
網羅的に計測し、数理科学的手法を適用する
ことによって、がん代謝の全体像と特徴を把
握し、がんの根本的治療法の確立を目指す。 
 
２．研究の目的 
 がんでは大規模な代謝シフト（ワールブル
グ効果）が起こることが９０年前より知られ
ているが、そのメカニズムや目的については
現在でもほとんどわかっていない。最近われ
われはヒトの全種類のタンパク質について、
その絶対存在量（１細胞あたりの分子数）を
直接測定できる革新的質量分析法『情報基盤
定量法（iMRM法）』（特許出願中）の開発に
世界で初めて成功した。この方法は現行のウ
ェスタンブロッティング法等の100万倍以上
のスループット性能があり、今まで 10 年以
上かかると言われていたヒトプロテオーム
解読を 1年以内に完遂することが可能である。
本課題では、この技術を用いて世界初の完全
ヒトプロテオーム解読を行い、全ての代謝酵
素を絶対定量することによって、システムバ
イオロジー的なアプローチによりがんにお
ける代謝シフト（ワールブルグ効果）の全貌
を解明することを目指す。 
 
３．研究の方法 
１）iMRM 定量メソッドの最適化 
 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、それを元にして MRM (multiple reaction 
monitoring) 法を実施し、タンパク質の絶対
量を算出する。この方法を情報基盤定量法
（information-based iMRM：略称 iMRM）と称
する。この情報を元にして大規模なシグニチ
ャーペプチドの合成を開始する。 
２）代謝経路の絶対定量による正常細胞とが
ん細胞の差異の検討 
 代謝パスウェイは約1,000種類の酵素によ
って触媒される連続した生化学反応であり、
代謝酵素を計測すれば細胞内における代謝
酵素活性を概算することも可能である。われ
われは iMRM を用いて全代謝酵素の絶対定量
を行った。また同時に主要な代謝物の定量も

施行した。 
３）トランスフォーム細胞を用いたがん代謝
シフト（ワールブルグ効果）の本質解明 
 プロテオーム解析を始めとするオミクス
研究においては膨大なデータから生物学的
知見を導きだすことが要求される。そのため
には、再現性の高く、解釈が容易な解析対象
を選定する必要がある。本研究ではヒト正常
細胞に対して各種がん関連遺伝子の導入に
よって人工的にがん化誘導を行うモデルシ
ステムを構築する。ヒト正常細胞はマウス等
の細胞に比べて単一がん原遺伝子導入では
がん化しないことが知られている。そこで、
TERT 遺伝子と SV40 遺伝子を導入した細胞に
Myc、活性型 Akt、活性型 Ras などを多重導入
しがん化を誘導する。本モデルシステムの利
点はがん化の引き金となる因子が前もって
明らかなことであり、膨大で複雑なデータの
解釈が要求される大規模解析において有用
な情報となる。 
 
４．研究成果 
 われわれはヒト 18,000 種類以上のタンパ
ク質に関して、全てリコンビナントタンパク
質を合成し、LC_MS/MS 解析を行って、感度の
高いペプチド（proteotypic peptide: PTP）
の情報取得を完了した（約200,000ペプチド）。
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 種類に関して、高感度定量用
ペプチドの選定と各種パラメータの最適化
を行った。これによって iMRM 法はほぼ完成
した。 
 代謝酵素絶対定量のための最適化は終了
し、iMRM 法にてヒト正常線維芽細胞における
600 種類程度の代謝酵素の絶対量計測に成功
した。この規模でタンパク質の絶対定量を行
った例はなく、世界初の成果である。その結
果、代謝酵素の存在量は 1 細胞当たり 103〜
108 分子と極めて広いダイナミックレンジを
有していることが明らかとなった。このよう
に代謝酵素のタンパク質絶対量が判明すれ
ば、メタボローム情報と合わせて代謝経路の
in silico での再現が可能になった。 
 そこで実際にがん細胞の特性を調べるた
めに、ヒト正常線維芽細胞(TIG-3)に c-Myc
を過剰発現させ細胞をトランスフォームし
た。細胞の形態の変化、増殖能の亢進、足場
非依存性、さらにはがん細胞の代謝的特徴で
あるワールブルグ効果が観測された。この系
を用いて、親細胞とトランスフォーム細胞の
全代謝酵素を絶対定量し、その変化をネット
ワークレベルで解明した。さらに鍵分子のノ
ックダウンを行い、複数の鍵分子がワールブ
ルグ効果に重要な役割を担っていることを
証明した。このようにがん細胞において全て
のタンパク質を絶対定量し代謝ネットワー
クの歪みとしてその特性を理解することに
よって、がん特有の代謝シフトであるワール
ブルグ効果の本質が解明された。今後はこの
知見に基づく新たながん治療法が確立され



ることが期待される。 
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