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研究成果の概要（和文）：18000種類以上の組換えタンパク質を用いて、ゲノムワイドなタンパク質絶対定量で
あるin vitro proteome assisted MRM for protein absolute quantification（iMPAQT）法を確立した(Nature 
Methods, 2017)。さらに、試料調製や導入法を改良することで高感度化し、少数細胞プロテオーム解析を実現可
能とした。また、細胞周期制御因子p57を新規がん幹細胞マーカーとして同定し、これを指標にがん幹細胞を濃
縮する手法を確立した。最終的にこれらを組み合わせたマルチオミクス解析によってがん幹細胞の分子シグニチ
ャの同定を行なった。

研究成果の概要（英文）：We have developed a new targeted proteomics platform―in vitro proteome 
assisted MRM for protein absolute quantification (iMPAQT)― using >18,000 human recombinant proteins
 for genome-wide protein absolute quantification (Matsumoto et al., Nature Methods, 2017).  
Improvements of sample preparation and sample loading system enable us to measure proteome in very 
small amount of sample. We found that a cell cycle regulator, p57 protein is a good marker for 
cancer stem cell. On the basis of the expression of p57, cancer stem cells were effectively 
enriched. Finally, we performed multi-omics approach to identify the molecular signature of cancer 
stem cells.

研究分野： プロテオミクス

キーワード： プロテオミクス　１細胞分析　がん幹細胞

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって次世代型の定量プロテオミクスの技術基盤を確立することができた。これは、汎用的に利用され
ている手法と比べて精度や特異性において優れており、生命科学におけるタンパク質の解析に革新をもたらすこ
とが期待される。さらに、高感度化によって小数細胞プロテオーム解析を実現可能としたことで、がん幹細胞の
特徴を分子レベルで捉えることができるようなったことは、がんの根治を目指す医学研究を大いに促すものであ
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

がんは、わが国において約二人に一人が罹患し、約三人に一人が死亡するという現代医学が直

面する最大の問題である。抗がん剤は一部の治療抵抗性の細胞群に対しては無力で、結果的に再

発・転移につながる。近年の研究から、これら治療抵抗性の細胞は「がん幹細胞」であることが

次第に明らかになってきた。がん細胞が特殊な代謝状態にあることは 90 年前から知られている

が、がん幹細胞の代謝システムがどのような状態にあるのかという研究はほとんどなく、大きな

謎として残されている。最大の障壁は、がん幹細胞が全がん細胞の 1 万分の 1 以下の“超少数”の
細胞群であることで、現行のプロテオミクス技術では、がん幹細胞のタンパク質情報を得ること

はほぼ不可能である。申請者はこれまでに、数多くのプロテオーム解析技術の開発とその応用を

行ってきた。さらに、最近では次世代型プロテオミクス技術である iMPAQT (in vitro proteome-
assisted Multiple reaction monitoring for Protein Absolute QuanTification) 法を考案している（特許第

5468073 号）。 
 
２．研究の目的 

生命システムの動態（挙動）を分子情報で表現するには、タンパク質の総体であるプロテオー

ム情報を様々な条件下で時間軸に沿って定量的に取得する必要がある。しかしながら、核酸を対

象としたオミクス計測技術は超微量試料対応が進んでいる一方で、核酸のように増幅反応がで

きないタンパク質を扱う現行のプロテオーム解析法は極めて未成熟である。そこでわれわれは

ヒト完全長 cDNA ライブラリーを用いてヒト全タンパク質を試験管内合成し、すべてのタンパ

ク質に対する MRM 解析に必要な事前情報をすべて取得・データベース化することによってゲ

ノムワイドな MRM 法を可能とする新規解析プラットフォームを考案し、iMPAQT 法と名付けた

（特許第 5468073 号）。本研究では、この新技術を完成・実用化し、がん幹細胞の解析に応用し、

少数細胞のプロテオーム解析を実現可能とすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 

１）がん幹細胞標識システムの構築 
がん幹細胞の研究領域においては、がん幹細胞をいかに純化するかが大きな問題になってい

る。現行法のほとんどは表面抗原マーカーを用いて純化するものであるが、それが果たしてがん

幹細胞のみを集めてきているのかは不明である。そこで本研究ではがん幹細胞マーカーを探索

し、これを用いて、がん幹細胞を濃縮する仕組みを構築する。がん幹細胞マーカーの候補とし細

胞周期制御因子である p57 を見出している。これが真にがん幹細胞のマーカーとなり得るのか

を評価するとともに、通常細胞核に存在する p57 を発現する細胞を生細胞のまま濃縮する技術

を開発する。 

２）微量細胞プロセスシステムの構築 
  上記の結果標識可能となったがん幹細胞を高性能セルソーター等を用いて回収後、プロテ

オーム解析を行うための試料調製プロセスの開発を行う。質量分析計を用いたプロテオーム解

析には、細胞からのタンパク質の抽出、酵素消化などが必須であるが、シングルセルの解析のよ

うに超微量の試料ではこれらを損失なく実施する手段が存在しない。そこで、微小ウェルを用い

たタンパク質抽出や酵素消化の手法を確立する。 

３）iMPAQT システムの実用化 
われわれが考案した iMPAQT 法を実用化するために、データベースの構築、質量分析計の高

感度化、解析ソフトウェアの開発を行う。実用化が完了したら、微量細胞試料での解析を実現す

るために、試料調製プロセスの微小化や効率のより質量分析計への試料導入法の開発を行う。 

４）がん幹細胞のトランスオミクス解析ミクス解析 
 細胞システムの成り立ちを鑑みると、がん幹細胞を支配する分子ネットワークは異なるオ

ミクス階層にまたがって構成されていることが想定されることから、タンパク質階層だけでは

なく、その関連階層のオミクスの情報の取得とその統合を行う。 

５）数理モデルリングによるがん幹細胞分子ネットワーク解析 
がん幹細胞のシングルセル・プロテオミクスから得られた高度に定量的なタンパク質の網羅

的測定データを基に、がん幹細胞特異的ネットワークの構造決定を試みる。 

6) がん代謝ネットワークを対象とした創薬標的の探索 
 作成した一次数理モデルを解析することで、各がん疾患ネットワークにおけるハブ分子を



探索する。例えば数理モデル上で特定のタンパク質の濃度をゼロにすると（インシリコノックア

ウト）、その影響で他のタンパク質濃度がどのように変動するかをシミュレーション可能である。

インシリコの解析で重要分子の推定ができたら、各々の分子に関して検証実験を実施する。最終

的には、当該分子を標的とする薬剤のスクリーニングを行い、創薬シーズの発見を目指す。 
 

４．研究成果 

１）がん幹細胞濃縮法の構築 
がん幹細胞の細胞周期は非常に不活発で

静止状態にあることが知られているが、そ

の静止状態をもたらしているものは p57 で

あることを見出した。したがって、p57 が有

効ながん幹細胞マーカーであることが推定

されるが、p57 は核内に存在するタンパク

質であり、通常の方法で p57 発現細胞を回

収することは困難である。そこでマウス

p57 遺伝子に Cre リコンビナーゼ/エストロ

ゲンレセプター融合体（Cre-ER）を組み込

み、p57 遺伝子が転写・翻訳されると同時に

Cre-ER が発現する仕組みを構築した。この

方法によって、がん幹細胞のみを蛍光で標

識することが可能になった。 

２）微量細胞からのプロテオーム解析試
料調製技術の構築 
微量容積を吸引／吐出が可能なシリンジポンプに接続したフューズドシリカキャピラリ

ーを用いてガラスプレート上で細胞溶解、酵素消化を実施することに成功した。得られた消
化液を、そのまま HPLC カラムに直接導入を行うことで、超微量試料の損失を防いで質量
分析することが可能であった。 

３）iMPAQT 法の実用化と１細胞解析への応用 

ヒト組換えタンパク質ライブラリーを用いてターゲットプロテオミクスに必要な事前情報
を大規模に取得し、データベースを構築した。さらに、これらの情報を用いて実際に MRM
計測を行うことで、各 MRM メソッドの感度や特異性の実験的評価を行い、これらの情報も
データベースに取り込み、公開データベースを作成した（Matsumoto M. et al. Nature Method, 
2017）。さらに、iMPAQT 法を用いて代謝経路の一斉定量系を構築した（図２）。 

iMPAQT 法では、通常 150 細胞で網羅的な解析を行うことが可能であるが、さらに試料の

ハンドリングなどを工夫することで、わずか 10 細胞以下に相当する試料で 80 種類以上の
タンパク質の一斉絶対定量に成功し
た(図３)。 
さらに、従来の解放型ではなく密閉

型のイオンソースを開発し、適度な加

熱や有機溶媒雰囲気の導入によって

イオン化効率を向上・安定化を図っ

た。また、シングルセル・プロテオミ

クスを達成するため、細胞をフィーズ

ドシリカキャピラリー中で溶解させ、

そのままトリプシンで消化後、キャピ

図 1 がん幹細胞標識システムの構築 

がん幹細胞特異的マーカーp57 のプロモーター下流に
Cre-ER を組み込み、タモキシフェンによって Rosa26領
域に組み込んだ蛍光タンパク質（GFP）とヒト CD8抗原
（hCD8）を発現させる。 

図２｜iMPAQT 法の概要 
組換えタンパク質ライブラリーを

対象とした事前情報取得、データベ

ース化、これを MRM メソッド構

築、さらに組換えタンパク質を内部

標準とした絶対定量法を実施でき

るプラットフォームを構築した。 

図３｜極微量試料でのタンパク質

絶対定量 

細胞消化物を希釈し、質量分析

計に導入した。10 細胞相当以下で

も一部のタンパク質は絶対定量

することが可能であった。 



ラリー分析カラムに直接導入する仕組みを構築した。これによって、HeLa 細胞であれば１細胞

でのプロテオーム解析も可能であることが明らかとなった。 

４）マウス版 iMPAQT の開発 
 上述した iMPAQT はヒト組換えタンパク質ライブラリーを利用したものである。本研究では

マウスがん幹細胞も解析対象とするので、iMPAQT をマウスに対応させた。具体的には、マウス

組織由来のタンパク質を対象に情報取得を行い、iMPAQT の情報処理プラットフォームを流用し

て、マウス版データベースを作製した。 

５）iMPAQT を主軸とするトランスオミクス解析 
がん幹細胞を支配する分子ネットワークを同定するため、プロテオーム解析に加えてメタボ

ローム解析などのオミクスの情報を取得した。 

6) 数理モデリングによるがん幹細胞分子ネットワーク解析 
がん幹細胞のシングルセル・プロテオミクスから得られた高度に定量的なタンパク質の網羅

的測定データを基に、リファレンスネットワークを構築し、そこにがん幹細胞から得た大規模

なプロテオームデータセットを投影した。さらに取得したプロテオーム絶対定量値を用いて数

理モデルの構築を行った。このような数理モデルを作成することで、がん代謝に重要なサブネ

ットワークの同定に成功した。 
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