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研究成果の概要（和文）：本課題では細胞の性質変換過程における蛋白質の発現変化を捉えることを目的としてきた。
そのために質量分析装置(MS)を用いた蛋白質の同定技術の改良を進めた。まず、試料の分離を良くするためにメートル
長のモノリスカラムを用い、さらに細胞を膜・細胞質・核に分画しそれぞれの試料を解析することで最終的に同定でき
る蛋白質数の増加を実現できた。また、サンプル間の比較定量を正確に行うためのラベル化技術を組み合わせることに
より、少ない試料を高感度で精度良く定量する技術の確立を行うことができた。この技術を用いてヒトiPS細胞と元の
線維芽細胞の解析を行ったところ、これまで同定が難しかった遺伝子の同定が可能となった。

研究成果の概要（英文）：We have been studying for the purpose of capturing the expression changes of 
proteins during the conversion process of the cell. We proceeded improvements in identification 
techniques for proteins using a mass spectrometer (MS). First, using a meter-long monolithic column in 
order to improve the separation of the sample. Second, cells were fractionated into the cell membrane, 
cytoplasm, nuclear. We were able to achieve an increase in the number of protein that can be finally 
identified. Furthermore, by combining with labeling for quantitative comparing between samples, it was 
possible to carry out the establishment of accurately quantifying technology less samples with high 
sensitivity. Was subjected to analysis of human iPS cells and the original fibroblasts using this 
technique and have enabled the identification of gene which identification was difficult until now.

研究分野： 幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 我々一人一人の体の中に存在する細胞は
同じ設計図（＝ゲノム）を持っているが、そ
の中に刻まれた遺伝情報を細胞ごとに調節
することで発生段階において様々な細胞が
生まれ個体を形成している。最近のゲノム情
報解析技術の発展によりヒトゲノムを全て
解読することが可能となってきた。しかしな
がら、我々がその設計図を手にしたからとい
ってなぜ様々な細胞ができるのかを理解す
ることは難しい。なぜならば、細胞内におい
て生理機能を遂行している実態は主に蛋白
質であり、この蛋白質レベルでの解析を行わ
ないと本質は分からないといっても良いか
もしれない。蛋白質はゲノム情報に従って作
られるが、その後にほとんどの蛋白質が何ら
かの機能付加を受けることで実際の機能体
として働くことが知られている。蛋白質同士
が複合体を形成し一つの機能体として働い
たり、リン酸化やアセチル化などの修飾を受
けることで活性を持つことが知られている。
つまり、細胞の性質転換過程において蛋白質
の複合体解析や修飾解析を行うことがその
システム制御の理解に結びつくと考えられ
る。 
 
２．研究の目的 
 受精直後から細胞は姿を変え様々な細胞
に変化して組織、そして個体を形成する。こ
の間に細胞の性質変換が起きている。近年の
解析によりヒトゲノムが解読されほぼ全て
の遺伝子情報が明らかとなった。しかし、そ
れだけではなぜ我々の体の中の多くの種類
の細胞がひとつの受精卵からできるのかを
理解する事は難しい。ゲノムからその細胞に
必要な遺伝子が読み出され、蛋白質が作られ、
この蛋白質が生理機能を遂行する。つまり、
この蛋白質の機能解析をする事がその細胞
の機能を明らかにするために重要である。本
応募課題では、細胞の性質変換のシステムを
蛋白質レベルの解析から明らかにし理解す
る事を目的とする。 
 申請者は分化細胞の未分化細胞への性質
変換における遺伝子発現のマイクロアレイ
データをすでに多数有している。予備的に分
化細胞と未分化細胞の蛋白質発現レベルの
解析を行ったところ、マイクロアレイデータ
と一致する動きも多く認められたが、異なる
動きが多数あることも見いだしている。しか
しながら、蛋白質の同定技術が未熟なことも
あり未知の部分が多いという印象が残った
ままである。 
 ある細胞における蛋白質複合体や修飾を
解析する際にはそれらの構成（複合体構成因
子の組合せ、修飾の種類）や複合体形成・修
飾の時期や期間、それらの量を解析すること
が重要である。 
 申請者の所属する研究室では線維芽細胞
の様な分化細胞にいくつかの因子を導入す
ることで未分化細胞（iPS 細胞）に変換（初

期化）させる技術を確立している。この技術
を用いることで細胞の性質変換過程におけ
る蛋白質を介した制御機構を明らかにした
いと考える。 
 
３．研究の方法 
 申請者の所属する研究所には高感度の質
量分析機がすでに設置されている。網羅的蛋
白質解析を行うためにはこの質量分析機の
性能を最大限に引き出す必要があり、研究当
初はセットアップを集中して行う。最適・最
高の条件下でまずは分化細胞と未分化細胞
における発現蛋白質を網羅的に解析し比較
検討を行う。同時に蛋白質の修飾についても
解析を進める。得られたデータはバイオイン
フォマティクスによる解析を行い重要な蛋
白質の同定を行う。また、体細胞の初期化に
関与する因子について複合体解析を行い、コ
アになる複合体形成因子とそれぞれの細胞
特異的な複合体サブユニットの同定を行う。 
 
４．研究成果 
平成 24 年度は質量分析装置(MS)を用いた蛋
白質の同定技術の改良を進めた。メートル長
モノリスカラムを用いることで質量分析に
おける解像度が飛躍的に向上し蛋白質の同
定数向上に寄与することが分かってきてお
り、この技術を用いてまずは iPS 細胞とその
もとになっている線維芽細胞のプロテオミ
クスを行い、試料間の比較を行ったその結果、
iPS 細胞中に発現している蛋白質全体(プロ
テオーム)を世界最大規模で網羅的に解析す
ることに成功した。ヒト線維芽細胞中のプロ
テオーム発現プロファイルと比較すること
により、今回同定された 9510 種の蛋白質の
うち、約 25%にあたる 2366 種の蛋白質は iPS
細胞選択的に発現していることが分かった。
この中には、遺伝子から蛋白質への転写過程
に関わる転写制御蛋白質が集中しており、そ
こには人工多能性を誘引する山中 4 因子や、
すでに多能性マーカーとして知られている
蛋白質群も含まれていることが確認された。
本研究では、いままで蛋白質レベルではその
存在が確認されていなかった 1091 種の蛋白
質の発現があらたに確認され、その中には
iPS 細胞選択的に発現し転写制御機能を有す
る多能性マーカー候補蛋白質も含まれてい
た。本研究で用いた計測システムは、従来の
ものに比べて 50 分の 1 以下の試料量で 3 倍
の高速測定が可能であった。 
 
平成 25 年度は、この解析システムのさらな
るアップグレードを目指し研究を進めた。こ
れまで解析試料は細胞をそのまますりつぶ
した whole cell extract（WCE）を用いてい
たが、発現量が低く、ある特定の場所に局在
するような蛋白質の同定が難しかった。そこ
で、細胞を幾つかに分画することでより同定
効率を上げることを試みた。細胞を、膜・細
胞質・核、という分画に分けてサンプルを調



製して質量分析器による解析を行ったとこ
ろ今まで同定が難しかった蛋白質の同定に
成功した。WCE だけの解析に比べ分画したデ
ータを総合した場合の方で同定数の向上が
認められた。次に、線維芽細胞とそれから樹
立したiPS細胞のサンプルを用いて分画試料
のプロテオーム解析を行ったところ、それぞ
れの細胞種特異的に発現する蛋白質の同定
に成功した。また、これらのプロテオームデ
ータとマイクロアレイのデータを比較検討
した。その結果、マイクロアレイのデータで
は発現量に差は認められないがプロテオー
ムのデータでは差が認められる遺伝子を見
つけることができた。このことは、これまで
のような遺伝子発現の解析では見つけるこ
とができなかった新規のマーカーの同定に
つながることが予測される。以上のことから、
細胞内の蛋白質を同定・定量することにおい
て世界でもトップレベルのシステムの構築
に成功し、新規のマーカーの解析にも道が開
いたと考えられる。 
 
平成 26年度はヒト線維芽細胞やヒト ES細胞
およびヒトiPS細胞などにおけるプロテオミ
クスによる解析をより詳細に行うために定
量精度の向上を進めた。我々はこれまでにメ
ートル長モノリスカラムを用いることで発
現蛋白質の同定数の向上を達成してきた。し
かしながら、細胞ごとに解析を行っているた
め定量精度に欠ける点が問題となってきた。
この点を改善するためにいくつかの定量手
法を検討し、iTRAQ 法を用いることで精度よ
く定量できることが分かってきた。この方法
であればサンプルごとに別のラベリングを
行い、それらを同時に解析することができる。
このiTRAQ法を用いることでヒト線維芽細胞
やヒト ES 細胞およびヒト iPS 細胞などにお
ける蛋白質の発現を精度よく定量すること
が可能となった。また、ヒト ES 細胞や iPS
細胞のサンプルを容易に大量に準備できる
ような新たな培養法の確立も行った。 
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