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研究成果の概要（和文）：従来のプロテオーム解析では、プロテアーゼによりペプチドに分解されやすく、かつ
イオン化しやすいペプチドを量の多い順番に解析するため、試料中に微量含まれる転写因子等の制御因子に関す
る情報はほとんど得られない。本研究代表者はイネの胚形成機構の解明に長年分子遺伝学的手法で取り組んでき
た。この間、転写レベルでの制御ネットワークの重要性を多数明らかにしてきた。一方、転写ネットワークの上
流で何が起きているのか全く情報は得られていない。本研究では、イネ初期胚形成過程をモデルにして次世代プ
ロテオームプラットフォームを活用のための情報収集を行った。

研究成果の概要（英文）：So far, abundant proteins or easily ionized proteins are dominantly detected
 by the proteome analysis. This makes sometimes difficult to detect rare proteins or proteins with 
difficulties in ionization. This could often be a big obstacle to analyze developmental processes by
 proteomic analysis because developmental processes are usually regulated by small amount of 
signaling molecules or proteins. I am engaged in rice developmental biology for a long time. Using 
this background, I conducted to set up condition to apply proteomic approach to rice developmental 
approach. 

研究分野： 植物遺伝学
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１．研究開始当初の背景 

 従来のプロテオーム解析では、プロテアー

ゼによりペプチドに分解されやすく、かつイ

オン化しやすいペプチドを量の多い順番に

解析するため、試料中に微量含まれる転写因

子等の制御因子に関する情報はほとんど得

られない。申請者はイネの胚形成機構の解明

に長年分子遺伝学的手法で取り組んできた。

この間、転写レベルでの制御ネットワークの

重要性を多数明らかにしてきた。一方、転写

ネットワークの上流で何が起きているのか

全く情報は得られていない。 

２．研究の目的 

 植物の胚形成過程では、受精卵が不等分裂

したのに生じる頂端細胞ならびに基部細胞

が、それぞれ細胞分裂と分化を繰り返し胚が

形成される。この過程は多数の転写因子等の

制御因子が関与する転写レベルのネットワ

ークの制御下にあることが、イネやシロイヌ

ナズナで単離されてきた突然変異体の解析

から明らかになっている。一方で、転写レベ

ルの制御の上位にある制御レイヤーを明ら

かにしなければ、永遠に転写因子のネットワ

ークの堂々巡りで、細胞の分化や胚のパター

ニング機構の本質に迫ることはできない。そ

こで、本研究ではイネの胚で機能する転写因

子等の制御因子に着目し、これらの中から、

転写レベルではなく、タンパク質レベルでの

制御（量的制御／修飾などの質的制御）を受

ける分子を解明する土台となる基礎プラッ

トフォームの構築を目指す。具体的には、近

年、ヒトの試料を材料にして発展してきた次

世代プロテーム解析技術を導入した網羅的

解析適応の可能性を検討する。 

 

３．研究の方法 

 研究代表者は、これまでに東京大学の伊藤

博士・桧原博士および（独）生物資源研究所

の佐藤博士らとの共同研究により、野生型イ

ネ胚で mRNA 発現が局在する遺伝子や発生

段階で mRNA 発現が変動する遺伝子の網羅

的 解 析 を 行 っ て き た （ Itoh et al., 

Development 2016）。この中から、イネの胚

で発現する代表的な転写因子等の制御因子

約 60 個、ならびに研究代表者が独自の解析

から初期胚で機能することが予想される因

子約 50 個について、mRNA レベルでの挙動

をまず解析する。次に、次世代プロテオーム

解析の適用によりタンパク質レベルでの挙

動が mRNA レベルでの挙動と一致しない転

写因子等制御因子を見つけ出しリン酸化な

どの修飾を網羅的に同定するための解析プ

ラットフォーム構築の準備を行う。 

 これまで、植物の胚形成を制御する転写因

子が多数同定され、これらの発現局在が胚の

パターニングに必須であることがいくつも

知られている。一方で、どうしてこれらの転

写因子の発現が局在するのかは全く明らか

になっていない。転写因子の発現を制御する

転写因子を探しても、疑問点は堂々巡りする

だけで解決しない。本研究が、タンパク質レ

ベルでの制御因子の挙動を網羅的に記述す

るプラットフォーム構築を目指すことによ

り、これまでブラックボックスであった胚形

成を制御する転写因子の上位制御レイヤー

を世界に先駆けて明らかにできる可能性を

示す。 

 本研究は、これまでの分子遺伝学では取り

扱うことのできなかった、発生に関わる制御

因子のタンパク質レベルでの挙動を網羅的

に解明することを可能にする次世代プロテ

オーム導入への道筋をつける斬新かつ極め

てチャレンジングな課題である。本研究が構

築を目指す「次世代プロテオーム解析プラッ

トフォーム」はもともとヒトのタンパク質解

析ですでに活用実績がある。従来、質量分析

機を用いた複雑性の高い試料のプロテオー

ム解析では、ペプチドに消化され易くかつイ

オン化され易いものを、ピークの高い順に検

出している。この手法は、試料中にメジャー

に含まれている遺伝子産物を解析するのに

適したアプローチといえる。しかしながら、

転写因子などの量的には微量でも重要な制

御機能を担っているような遺伝子産物は、従



来の質量分析器ではほとんど解析できない。 

 本研究ではMRMトランジション法と呼ば

れる、ヒトのタンパク質解析で実績のある質

量分析の方法をイネの胚に含まれる微量タ

ンパク質解析系へ導入するプラットフォー

ム構築に必要な情報を集めることにより、植

物でも、複雑性の高いサンプル中に含まれる

転写因子などの微量因子の解析を可能にす

る道筋を見出す。この方法では、研究者が着

目する遺伝子産物について、タンパク質中の

どのペプチド分解物が効率よくイオン化し、

どの質量ゲート条件で高純度（単一）のピー

クを生じるかを予めデータベース化してお

くことにより、高感度の検出を可能にしてい

る。現在、九州大学の中山敬一教授らのグル

ープがヒトのすべての遺伝子産物について

MRM トランジション情報のデータベース化

を行っている。ただし、ヒトの場合、莫大な

資金を投入して人工合成したヒトの遺伝子

産物を実際にペプチド消化／イオン化させ

て、一つ一つ質量分析器にかけることにより、

MRM 情報を取得している。 

 植物科学分野では、ヒトの解析のように莫

大な資金を投入した研究は実質不可能であ

る。そこで、本研究では、安価に MRM トラ

ンジション情報を取得するための様々なア

イデアをもちより、植物における初の「次世

代プロテオーム解析」への道を開拓する。具

体的には、材料にイネを用いることが大きな

利点を生み出す。イネには高品質の EST ク

ローンが日本国内に整備されており、迅速な

入手が可能である。これを鋳型に、in vitro

転写／翻訳系により合成した遺伝子産物が

実際に得られるか否かを本研究では検証す

る。もしうまくいけば、安価に MRM トラン

ジション情報を取得できる道筋が建てられ

る。in vitro 転写／翻訳系についても、市販

のキットを用いると高額だが、名古屋大学の

多田教授らが開発した安価な自作 in vitro 転

写／翻訳系を利用することにより、低コスト

化実現を目指す。 

 
４．研究成果 

 「次世代プロテーム解析」イメージを一言

で表現するなら、一つ一つの遺伝子産物に対

する抗体を作成し、ウエスタンブロットを大

量に行うのと同等の実験ということになる。

各遺伝子産物に対する抗体にあたる部分が

MRM トランジション情報に対応する。自分

が見たい遺伝子産物のMRMトランジション

情報さえあれば、抗体が無くても、ウエスタ

ンブロットをしなくても、複雑性の高いサン

プルからでもタンパク質レベルでの発現情

報が、理論的には予め取得済み MRM トラン

ジョション情報の数だけ得られる。更に質量

分析器をもちいた解析なので、ウエスタンで

はわからない修飾情報なども得られる可能

性がある。 

 本研究では、イネ研究用の「次世代プロテ

ーム解析」のプラットフォーム構築の可能性

を検討し、将来イネの胚形成に機能する転写

因子群の上位に位置する制御レイヤーを明

らかにする可能性を確かめる。この目的の達

成のために、本申請研究は上述の（１）〜（３）

の三つのステージに分けて進めた。 

 

（１）イネ胚で発現する遺伝子の EST クロ

ーンを多数取得し、in vitro 転写を高効率に

行う条件検討を行った。転写産物は、in situ 

ハイブリダイゼーションに使う RNA probe

作成にも必要であるし、in vitro 翻訳による

タンパク質合成にも必要になる。 

 まず、EST クローンについては、二回に分

けて合計110クローンを農林水産省のジーン

バンクから取得した。また、研究代表者がこ

れまでに収集したイネ胚形成遺伝子 13 を加

えた合計 123 クローンについて、実験を行っ

た。プローブ作成と in vitro 翻訳の両方で転

写が必要であるので、T7 配列をここの遺伝

子プライマーに組み込んだ PCR により、転

写の鋳型を用意することとした。GO-TAQ 等

の常法による PCR ではほとんどの鋳型の増

幅ができなかった。予想されたことではある

が、GC 含量が多いクローンがほとんどであ

った。そこで、PCR のコンディションを検討



し、基本的には全てのクローンで in vitro 転

写ができるようになった。 

（２）RNA レベルでの発現局在を in situ ハ

イブリダイゼーションにより明らかにした。

この実験は、将来 MRM トランジション情報

が蓄積した際に、転写レベルでの制御とその

上位の制御に関わる因子を見つけ出すのに

必須の情報となる。また、初期胚を材料に、

網羅的に一つ一つ遺伝子発現を詳細に解析

することは非常に手間のかかる困難な実験

であり、本研究課題の大きな山場である。 

 in situ ハイブリダイゼーションの結果、ま

だ器官分化が見られない未分化なイネ初期

胚において局在した発現を示すクローンを

多数同定することができた。これらは、初期

胚の各領域のマーカー遺伝子としての利用

価値も高い。 

（３）in vitro 翻訳および MRM トランジシ

ョン情報の取得準備については、2 名の連携

研究者の協力の下に研究を進めた。in vitro

翻訳（コムギ胚芽無細胞タンパク質合成系）

系に必要な情報を入手し、鋳型等の準備を行

った。実際に、数クローンは in vitro 翻訳ま

で行い、本研究のコンセプトが実現可能であ

ることを確かめた。翻訳後は、タグを用いて

簡易的に精製を行った。タンパク質としては、

ある程度の量が回収できていた。このことか

ら、今後は業者ヘの外注などで MRM トラン

ジション情報を少しずつ蓄積し、将来的には、

イネにおいても「次世代プロテオーム解析プ

ラットフォーム」が構築できると考えられる。 

 上記の結果は、以下のようなインパクトを

もたらすことが期待できる。 

・研究代表者等らがこれまでに解析してきた

イネ初期胚で発現する転写因子等の制御因

子をコードする RNA の挙動とその遺伝子産

物の変動を対応づけることにより、転写因子

の機能制御に関する未知の制御レイヤーを

提示できる。 

・本研究の過程で得られるイネ転写因子の

MRM トランジション情報をデータベース化

して公開することにより、植物科学では初の

「次世代プロテオーム」の技術をイネの研究

コミュニティーにさきがけて導入すること

ができる。 
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