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研究成果の概要： 

 

植田は、細胞内情報伝達動態の侵襲的デジタル定量用ワンセルプロテオームチップを開発し

た。高木は、生細胞膜に近い構造のラフト含有非対称リポソームの作製方法を開発した。近藤

は、酵母を用いたシグナル伝達システムを開発した。仲山は、好塩性細胞の金属ストレス応答

遺伝子を同定した。福崎は、GC/MS および CE/MS を用いた基幹一次代謝系の網羅的解析システ

ムを開発した。伊藤は、臨床応用酵素の新規蛍光プローブを開発した。 
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１． 研究開始当初の背景 

細胞内に存在する種々の情報を担うすべ

ての分子群（DNA、RNA、タンパク質、ペプチ

ド、代謝産物等）の機能解析と動態の網羅的

定量分析ならびに、定量的データマイニング

の創製を行うために、タンパク質やリガンド

ペプチド、代謝低分子、DNA/RNA などの網羅

的多変数分析と定量解析、タンパク質の網羅

的機能探索ツールやシステムの開発、タンパ

ク質構造転移の網羅的多変数解析、生体分子

群の網羅的多変数分析結果を対象としたデ

ータマイニングシステムの開発をおこなう。 

２．  研究の目的 

全生物細胞内情報伝達系におけるタンパ

ク質のリン酸化動態の定量解析に、世界で初

めてのオンラインシステムとなるチタニア

とシリカモノリスカラムを２次元化した新

しいナノ HPLC/MS システムを構築してきた。

また、GC/MS、CE/MS、SFC/MS を用いた全生物

種に普遍的に存在する基幹一次代謝系代謝

物の網羅的解析システムの構築もしてきた。

特に、CE/MS については、極性反転と電気浸

透流を利用することにより重要アニオン性

代謝物のすべてを一システムで網羅する新

規観測システムを開発してきた。これらの開

発基盤技術をベースにして、細胞の生命現象

としての環境ストレスに対する応答機構の

解析モデル細胞の網羅的メタボローム解析

を行う。また、モデル生物としてゼブラフィ

ッシュを用いて、外部刺激に対応するシグナ

ルのイメージングを行ってきた。一方、細胞

膜受容体 GPCR を介したシグナル伝達機能の

定量的モニターツールを開発してきた。さら

に、抗原やアレルゲンなどをチップ上にマイ

クロアレイ固定化する方法を開発し、アレル

ギーや自己免疫疾患に関係する抗体量をデ

ジタル定量できるツールを作成してきた。 

今後、開発してきた解析機器システムやア

レイの技術により、動植物微生物系での実試

料への実用性の検証を班内外との共同研究

を中心に進めて定量動態解析を拡大し、ライ

フサーベイヤー構築への侵襲的データのプ

ラットフォームを形成する。 

３．研究の方法 

計画班のメンバーは下記のように、定量動

態解析によるライフサーベイヤー構築への

侵襲的データのプラットフォームを形成し

た。 

 植田は、タンパク質のリン酸化動態の定量

解析に、世界で初めてのオンラインシステム

となるチタニアとシリカモノリスカラムを

２次元化した新しいナノ HPLC/MSシステムを

開発してきたので、レーザーとモノリスチッ

プの組み合わせによるワンセルプロテオー

ムに向けた最小クローン数細胞によるデジ

タルデータの集積と解析を行う。福崎は、開

発してきた CE/MS、GC/MS による基幹一次代

謝網羅的解析システムおよびナノ LC/MSによ

る微量高感度代謝物プロファイリングシス

テムの技術開発を進める。開発したシステム

を共同研究者（A02 班吉田等）とともに、微

生物（酵母，バクテリア），動物（ゼブラフ

ィッシュ等）のメタボローム解析に適用し、

システムの有用性を検証する。さらに班間共

同研究で RNAプロファイリング技術を開発す

る。仲山・吉田は、環境応答解析のモデル細

胞である好塩性バクテリア Halomonas 

elongata のゲノム全遺伝子の環境ストレス

による発現変動解析データ（全ゲノム塩基配

列情報を元に設計・作製したゲノムタイリン

グアレイ解析）と主に CE-MS を用いた代謝変

動解析データ（阪大・福崎グループとの共同

研究によるメタボローム解析）を平行して行

い、主要環境ストレスである塩および金属に

対する細胞応答の鍵遺伝子を特定する。 近

藤は、これまでに開発した酵母細胞を用いた



ヒト G蛋白質共役型受容体（GPCR）解析シス

テムを利用してアミノ酸置換によって変異

を導入したヒト GPCR のシグナル伝達量を定

量解析し、GPCR の機能ドメインを明らかにす

る。また、酵母細胞による発現系を用いてヒ

ト由来 GPCR およびヒト由来 G 蛋白質の相互

作用を直接検出できるシステムを創製する

ことにより、より広範な GPCR に対するアッ

セイ系の開発を目指す。高木は、引き続き、

分子・細胞・個体レベルにおいて外部刺激に

対する応答を調べる。分子レベルでは、ラフ

ト構造を有する細胞サイズリポソームを構

築し、浸透圧等の刺激に対するエンドサイト

ーシスや出芽などのダイナミックな応答を

調べる。得られた知見を細胞・個体レベルに

発展させ、ラフト領域の外部刺激に応じた構

造変化や膜受容体やアミロイド等との親和

性を、一細胞のレベルで可視化、信号伝達や

疾患発症のメカニズム解明に活かす。伊藤は、

実用化にむけた核酸、タンパク質、糖、リン

脂質、低分子化合物、ウイルス、細胞などの

光固定化条件や基板の最適化を行うととも

に、新しく開発した自動測定装置を用いた性

能評価を行う。チップ基板への搭載コンテン

ツの充実を図るとともに細胞破砕物のマイ

クロアレイ固定化を行い、リバースプロテイ

ンアレイへの応用展開を図る。さらに、これ 

までの化学発光法以外に蛍光法などによる

高感度化を行う。 

４．研究成果 

植田 充美 （京都大学）「タンパク質の網

羅的機能発現と定量」：細胞内情報伝達動態

の侵襲的デジタル定量解析をめざして、細胞

を出発点とし最終解析結果までを大きく 3つ

のセクションー（１）細胞からのタンパク質

の抽出から分析系への導入、（２）HPLC によ

るプロテオーム分離、（３）質量分析からの

タンパク質同定を基盤としたプロテオーム

解析―に分けて研究を進めた。生きた細胞か

らデジタル測定データ採取までのオンライ

ン接続を行い、自動化による人為誤差やサン

プルロスを極限まで軽減し、再現よく定量性

の高い細胞分析トータルシステム構築をめ

ざした。具体的には、次の（１）－（３）の

通りである。（１）フェムト秒レーザを利用

した非接触型の細胞破砕から、細胞抽出液を

直ちにモノリス担体に吸着までを微量空間

で実行できるワンセルプロテオームチップ

を作製した。（２）定量精度の高いタンパク

質分画法により、HPLC を基盤としたタンパク

質分離を確立した。（３）目的物質の特異的

抽出により定量精度の高い解析を目標に、

HPLC と質量分析を基盤とした、ペプチド分析

法とタンパク質のオンライン酵素消化法を

実施した。 

 

 

 

 

 

 

プロテオームチップ 

高木昌宏 （北陸先端科学技術大学院大学）

「タンパク質構造転移の網羅的多変数解

析」：[個体レベル]ゼブラフィッシュをモデ

ル生物として、蛍光強度によりカルシウム濃

度を検出できるタンパク質（カメレオン）を

用い、従来法（蛍光指示薬やエクオリン等）

の限界である受精後 10 時間程度に比べて長

時間（受精後 30 時間以上）、非侵襲的に細胞

内のカルシウムイオン濃度変化の観察が可

能な系を構築した。その結果、原腸形成期か

ら脳神経形成でのカルシウムシグナルに関

する知見を明確にすると同時に、形態形成過

程とカルシウムイオン濃度の関係について

新たな知見を得た。 
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[細胞レベル]1 細胞レベルで脂質ラフト構造

を蛍光観察により可視化した。不飽和脂肪酸

（リノール酸）添加による濃度依存的なラフ

ト領域の不安定化を観察することができた。

細胞レベルでのラフト不安定性を、細胞模倣

系（巨大リポソーム）を用いて解析し、細胞

の場合と比較した。 

[分子レベル]細胞サイズのラフト含有巨大

リポソームを作成し、外部刺激によりタンパ

ク質が無い状態でラフト領域依存型のエン

ドサイトーシスを起こすことを初めて明ら

かにした。リポソームをさらに生きた細胞に

近づけるため、細胞膜の内側と外側でその組

成が異なっている非対称リポソームを非液

滴法を利用して作成する方法を考案し特許

出願、論文発表した。また、細胞サイズリポ

ソームを用いて、アミロイドβの細胞毒性に

ついて、膜のダイナミクスを解析することで

評価した。 

近藤昭彦 （神戸大学）「リガンドペプチド

の網羅的機能発現と定量」：ヒトのソマトス

タチンレセプターをおよびリガンドである

ソマトスタチンをモデルとして用いて、蛍光

レポーターによりシグナル伝達量を定量化

できる酵母細胞を構築し、さらに 1細胞での

検出が可能なレベルにまで蛍光感度を高め

ることに成功した。また、ペプチドリガンド

（ソマトスタチン）を酵母表層提示すること

により、ヒトソマトスタチンレセプター発現

細胞のシグナル伝達を起こさせることに成

功し、簡便かつハイスループットなアゴニス

トスクリーニングに応用できることを示唆

した。さらに、ソマトスタチンレセプターの

Ｎ末端あるいは細胞外ループ２ドメインに

変異を導入することにより、シグナル伝達に

関与する重要なアミノ酸残基を決定するこ

とに成功し、酵母を用いた本システムの有用

性を証明した。 

 

仲山英樹―吉田和哉（奈良先端科学技術大学

院大学）「代謝低分子の網羅定量解析」：塩類

集積環境では、微量の重金属元素に対して塩

分が大過剰量存在するため、飲料水などを対

象として開発された既存の環境技術を適用

することは困難である。しかしながら、好塩

性生物は、塩類集積環境に微量に存在する金

属元素をサーベイして選択的に摂取または

排出することで細胞内の金属恒常性を維持

する環境適応機構を備える。そこで本研究で

は、好塩性細菌ハロモナスの優れた環境適応

機構を解明して活用することにより、塩類集

積環境で応用可能な新規金属サーベイヤハ

ロモナスの開発を行った。まず、ハロモナス

のトランスクリプトーム解析により銅応答

性プロモーターを同定し、その支配下に緑色

蛍光タンパク質遺伝子を導入した銅サーベ

イヤハロモナスの作製に成功した。さらに、

メタボローム解析により特定した銅恒常性

制御の鍵となる代謝物の合成量を代謝工学

的制御することにより、細胞の銅応答性を制

御することが可能となった。今後は、亜鉛な 



 

どの他の金属種についても研究を進めるこ

とで、標的金属に応じた多様な金属サーベイ

ヤハロモナスの創成が期待される。 

福崎英一郎（大阪大学大学院工学研究科） 

「データマイニングシステムの開発」：ガス

クロマトグラフィー質量分析（GC/MS）およ

びキャピラリー電気泳動質量分析（CE/MS）

を用いることにより，生体内低分子一次代謝

物の網羅的観測システムを構築した．開発し

たシステムを用いて動植物微生物の一次代

謝解析を実施し，実用性を確認するとともに，

メタボロミクス（網羅的代謝産物解析）への

適用を検証した． 

 

伊藤嘉浩 （独立行政法人理化学研究所） 

「核酸やタンパク質の網羅的多変数分析」：

様々な生体成分をマイクロアレイ固定化で

きる方法論を開発した。開発したマイクロア

レイチップを用いて、アレルギー診断、自己 

免疫疾患診断、不規則抗体診断などができる 

ことを明らかにするとともに表面プラズモ

ン共鳴（SPR）、二次元 SPR、さらには水晶発

振子マイクロバランスによる測定にも応用

可能であることが明らかとなった。一方、細

胞内のイメージングを、特に細胞の解毒の役

割を担うグルタチオン-S-トランスフェラー

ゼについて行えるような新しい化学プロー

ブの作成に成功した。 
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